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Resumo

RESUMO

O aparecimento da pandemia do VIH na ultima década do século XX foi
responsavel pelo aumento do numero de casos de tuberculose e também de
infeccdes oportunistas por Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT) nesta populagao.
O maior numero de casos foi devido a infecgdes por micobactérias do complexo M.
avium (MAC).

Posteriormente, foi descrito que estas infecgdes eram frequentes noutros
grupos da populagao que tinham em comum a existéncia de deficiéncias no sistema
imunitario (e.g., transplantados, individuos com problemas do férum oncoldgico).
Paralelamente, comegou a aumentar o numero de MNT que eram consideradas
como potenciais agentes etiologicos de infeccbes. Entre estas, salientamos o M.
kansasii, M. abcessus, M. chelonae, M. malmoense e M. xenopi.

Actualmente, as infecgdes por MNT sdao um grave problema de saude publica,
que afecta tanto os individuos imunodeprimidos como os imunocompetentes, cujo
diagndstico e tratamento sdo muito dificeis devido a elevada taxa de resisténcia aos
farmacos actualmente disponiveis. Este facto conduz a uma situacao paradoxal em
que microrganismos classificados nas classes | e Il sejam equiparados a
microrganismos como o M. tuberculosis na sua vertente mais assustadora (estirpes
multirresistentes).

O primeiro passo para a resolucdo dos problemas levantados por estas
infeccbes € a implementacdo de métodos de diagndstico eficazes e rapidos. Estes
devem permitir ao clinico ndo sé implementar rapidamente uma terapéutica eficaz,
como evitar a propagacgao das infecgbes a outros membros da comunidade. Este

trabalho pretende ser um contributo para alcancar este objectivo. Para tal,
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Resumo

identificamos de acordo com as directrizes vigentes, pelos menos dois métodos de
biologia molecular e um método fenotipico, 54 estirpes de MNT (anos 2008-2009)
pertencentes a colecgao de estirpes bacterianas da Unidade de Micobactérias do
Departamento de Doencas Infecciosas do INSA. Os resultados obtidos pelos
diferentes métodos foram comparados de forma a avaliar a sua eficacia. A
comparacao dos trés métodos (PRA-hsp65, sequenciacdo do hsp65 e do 16S
rRNA), combinado com algumas caracteristicas fenotipicas chave (tempo de
crescimento e producao de pigmento), demonstraram que a correcta identificagcao de

estirpes isoladas necessita da combinacéo de pelo menos dois métodos.

Palavras-chave: MNT, hsp65, 16S rRNA, PRA hsp65
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Abstract

ABSTRACT

The last decade of the 20™ century was marked by the appearance of the HIV
pandemic. Together with this plague came not only the resurgence of tuberculosis
but also the appearance of opportunistic infections due to nontuberculous
mycobacteria (NTM) mainly by members of Mycobacterium avium complex (MAC).

Later on these opportunistic infections were also often described in other
groups of patients (e.g., organ transplanted and oncologic patients), which shared a
compromised immune system. Concurrently, the number of NTM recognized as
potential ethological agents of human diseases increased. Among these we highlight
M. kansasii, M. abcessus, M. chelonae, M. malmoense and M. xenopi.

Currently, NTM infections are an important health care problem, affecting both
immunodepressed and immunocompetent individuals, with a difficult diagnose and
treatment since NTM are highly resistant to the available drugs. This fact lead us to a
paradoxical situation in which microorganisms rated as level 1 and 2, based on
biohazard classification, represent a threat similar to Mycobacterium tuberculosis
multidrug resistant strains.

The first step to overcome this problem is the implementation of fast and
efficient diagnosis methods. This will enable the physician to diagnose and rapidly
implement a therapeutical scheme in order to treat the patient and prevent the
spread of the disease within the community. The present work intends to be a step
forward to the achievement of this goal.

In the present work 54 NTM strains from the INSA, Infection Diseases
Department bacterial collection (years 2008-2009) were identified at least by two

molecular biology methods following accepted guidelines. The results rendered by
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Abstract

three different methods (PRA-hsp65, 16S rRNA and hsp65 sequention) were
compared in order to analyze their performance in NTM identification. The main
conclusion drawn from this work is that the correct identification of a NTM can only
be achieved by the combination of at least two different methods. Usually is
necessary to combine genotyping methods with the analysis of key phenotypic

characteristics.

Keywords: NTM, hsp65, 16S rRNA, PRA- hsp65
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CAPITULO | - INTRODUGAO

1. A IMPORTANCIA DAS MNT NA SAUDE PUBLICA

As micobactérias sao os agentes etiologicos de algumas das doencgas
infecciosas que tiveram maior impacto na saude publica ao longo dos tempos. Entre
estas encontra-se a lepra cujo agente etiolégico, M. leprae, foi identificado em 1874
por Hansen, e a tuberculose causada pelo bacilo de Koch (M. tuberculosis)
identificado pelo mesmo em 1882. A classificacdo taxondmica destes
microrganismos remonta a 1896, com a descricdo do género Mycobacterium por
Lehmann e Neumann'®. O género foi integrado na familia Mycobacteriaceae, ordem

Actinomycetales e classe Actinomycetes.

Os requisitos minimos para a inclusdo de uma espécie no género
Mycobacterium sao: i) a capacidade de resistir a descoloracdo quando tratados com
alcool-acido, ii) a presenga de acidos micdélicos com cadeias carbonadas longas (60-
90 atomos de carbono) que, ao serem clivadas por pirdlise, originam ésteres
metilicos de acidos gordos com um numero de atomos de carbono que varia entre
22 e 26 e iii) o conteudo de Guanina e Citosina no ADN ser de 61-71 mol%, com a
excepcdo do M. leprae que tem 54-57 mol% "8

O género Mycobacterium inclui mais de 150 espécies entre as quais se
encontram, para além do M. tuberculosis € M. leprae, espécies saprofitas

181

geralmente ambientais, e.g., o M. smegmatis®'. As Uultimas sao actualmente

designadas por Micobactérias Nao Tuberculosas (MNT), tendo sido inicialmente
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referidas como “microrganismos atipicos alcool-acido resistentes” em 1935 num
: 134
trabalho de Pinner ™.

As MNT s&o maioritariamente ndo patogénicas em individuos
imunocompetentes; contudo sao responsaveis por doengas oportunistas em sujeitos
que apresentam diversas condicdes de predisposicdo’™'. Nos ultimos anos, o
impacto das infecgdes por estas micobactérias tem aumentado, principalmente em

356891100181~ Estes doentes, incluindo os com

individuos imunocomprometidos
transplantes de 6rgaos, sao conhecidos por serem mais susceptiveis a infec¢des por
micobactérias®®. Tém sido comunicados casos de infeccdes mistas por MNT e de
surtos relacionados com alguns procedimentos como administragdo de injeccoes
intramusculares, mesoterapia?’?’434590.123.145.222 Tambem tém sido descritos surtos
no pos-operatério de varias cirurgias, nomeadamente, de tratamentos
estéticos?®°%188197 Recentemente o M. massiliense esteve na origem de um caso
de sépsis fatal'®.

Actualmente, o diagnéstico laboratorial de micobactérias € um desafio devido

ao numero crescente de novas espécies micobacterianas, ao impacto que tém na

saude publica e a emergéncia de estirpes resistentes aos antibiéticos disponiveis.

1.1. Significado clinico das MNT

Os microrganismos sao classificados pela Organizagdao Mundial de Saude
(OMS) em diferentes grupos de risco que reflectem a sua viruléncia para um
hospedeiro particular: o ser humano**?'°. Esta classificagdo, que devera ser utilizada

apenas para fins laboratoriais, € apresentada na tabela 1.
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Tabela 1. Classificacdo de microrganismos por grupo de risco.

Grupo de Risco | Risco de infeccdo ausente ou baixo, tanto para o individuo
como para a comunidade. Doengas nunca ou raramente
descritas em adultos imunocompetentes. As espécies sao
geralmente classificadas como agentes oportunistas com baixa

probabilidade de serem patogénicos.

Grupo de Risco Il  Risco de infeccdo moderado para o individuo, mas baixo para a
comunidade. As espécies sao geralmente classificadas como

potenciais agentes patogénicos ou oportunistas.

Grupo de Risco lll  Risco de transmissao por via aérea, apés a infeccdo a doenca
€ grave e por vezes fatal. Alto risco para o individuo, mas
moderado para a comunidade. Estas espécies sdo geralmente

classificadas como agentes patogénicos estritos.

Grupo de Risco IV  Alto risco de infecgao individual e da comunidade, sendo muitas
vezes fatal. Nao existem espécies de micobactérias incluidas

neste grupo de risco.

(Adaptado de World Health Organization, 20042'°).

As micobactérias estao integradas nos grupos de risco |, Il e lll (ver o Anexo |)
sendo por isso muitas vezes classificadas como sapréfitas (M. gastri),
potencialmente patogénicas (M. fortuitum) e estritamente patogénicas (M.
tuberculosis). O isolamento de patogénicos estritos em amostras clinicas conduz, na
maioria dos casos, a identificacdo do agente etioldgico da doenca. Em espécies

potencialmente patogénicas e saprofitas, como é o caso das MNT, a sua presenga

numa amostra clinica nao significa necessariamente que sejam o agente etioldgico



Introdugao

da doenga. Uma vez que as MNT sdo microrganismos ambientais e s&o resistentes
a muitos dos desinfectantes utilizados a sua presenca pode ser o resultado de uma
contaminacao, e.g., das condutas de abastecimento de agua, ou dum instrumento
cirurgico que nao seja passivel de esterilizagao pelo calor.

Para evitar erros de diagndstico algumas instituicbes, e.g., a Sociedade
Toracica Americana, instituiram algumas regras para classificar uma MNT como
agente etiolégico de uma patologia. Por exemplo, numa infec¢ao pulmonar, o
diagndstico microbioldgico deve ser apoiado por sinais clinicos evidentes, como a
exclusao de outras desordens (e.g., tuberculose), evidéncia radioldgica de infiltrados
(doenca nodular ou cavitaria) e por mais do que um isolamento da micobactéria do
mesmo doente®. No caso de lesdes fechadas é suficiente um Unico isolamento em
amostras colhidas de forma asséptica’"

Nas ultimas duas décadas, tém sido relatados varios casos isolados de
doenca por MNT, bem como de surtos relacionados com cuidados de saude, tais
como infecgdes multiplas ou recorrentes associadas a um unico estabelecimento ou
procedimentos hospitalares e pseudo-surtos (presumiveis surtos devido a falsos
positivos de culturas de MNT)%.

Uma amostra colonizada por micobactérias ndo tem qualquer significado
clinico. Esta colonizacdo pode resultar do contacto com equipamentos (e.g.,
endoscopios e cateteres intravenosos) contaminados com micobactérias. Contudo,
na maior parte dos casos, a contaminagao € veiculada através da agua canalizada e
do contacto do doente com micobactérias ambientais. Embora nao seja obrigatorio,
a colonizagao pode evoluir para uma infecgao. A colonizagcédo, bem como a infecgao,

pode ser transitéria, intermitente ou prolongada.
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Por ultimo, a espécie de MNT isolada da amostra clinica pode ser o resultado
de uma contaminacdo durante o processamento da amostra no laboratério. E
importante fazer a distingdo entre colonizagao, infecgao e doenca, e submeter a
critérios rigorosos, a fim de determinar o significado clinico de um isolado

micobacteriano de um espécime patologico.

1.2. Pseudo-infecgao

A pseudo-infeccdo, definida como a existéncia de uma cultura positiva
(evidéncia laboratorial) na auséncia de sinais clinicos de infec¢do, € uma situagao
frequente para as MNT, podendo contudo, ocorrer também com membros do
complexo M. tuberculosis'®'. As MNT raramente sdo a causa de doenca. Para
algumas espécies a probabilidade de serem isoladas de amostras clinicas como
resultado duma contaminagao, durante a recolha ou processamento laboratorial da
mesma, € maior do que como agente etioldgico. No entanto, mesmo estas espécies
podem, em certas circunstancias, causar doenca. O clinico, portanto, deve sempre
conhecer o contexto em que um isolado de MNT foi obtido para avaliar com precisao

o significado clinico do mesmo e evitar desnecessarias intervencdes terapéuticas®.

Alguns exames médicos e procedimentos invasivos utilizados na recolha de
amostras clinicas requerem o uso de equipamentos especiais, e.g., endoscopios
gastrointestinais e broncoscépios. Como estes instrumentos sao dificeis de
esterilizar podem contaminar a amostra durante a sua recolha causando, deste
modo, uma pseudo-infec¢do. Por outro lado, estes mesmos instrumentos, quando

contaminados por micobactérias ambientais ou por outras espécies podem ser



Introdugao

responsaveis pela infeccdo do doente, havendo possibilidade de evoluir para doenga

e consequentemente proporcionar a disseminagao de pequenos surtos.

Em geral, a contaminagao de equipamentos medicos por M. tuberculosis tem a
sua origem nos doentes. No caso das MNT a origem da contaminagao reside
maioritariamente na agua canalizada, podendo ocorrer através de solugbes usadas
na desinfecgdo de endoscdpios e durante a lavagem automatica, entre outros'". No
ultimo caso, a contaminagado pode resultar da presenga de um biofilme no interior

das maquinas®’.

Tem sido sugerido que o tracto respiratério pode ser infectado com MNT sem
evidéncia de doenca, particularmente em doentes com doenca respiratéria cronica®.
Esta condicdo tem sido referida como "colonizagcdo" e foi descrita com mais
frequéncia para as espécies do MAC. A colonizagao sem infecgao (i.e., sem invasao
dos tecidos) é uma condicdo ndo comprovada para as MNT®®. Como estas podem
ser isoladas devido a contaminagdao ambiental, incluindo a contaminagcdo das
amostras clinicas, em geral é necessario para fins de diagnéstico o isolamento de

uma espécie em mais do que uma amostra do mesmo doente.

A diferenciacdo entre verdadeira infeccdo e pseudo-infeccdo é de extrema
importancia, uma vez que o tratamento de algumas infec¢des € demorado e muitas
vezes complicado (e.g., M. xenopi)®.

Como as MNT sdo comuns no ambiente e resistentes aos desinfectantes
vulgarmente utilizados, podem estar presentes em amostras nao estéreis dos

doentes, tais como expectoragdo e equipamentos meédicos contaminados. Esta

ubiquidade pode ter como consequéncia as pseudo-infecgdes. Assim, € de extrema
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relevancia diferenciar pseudo-infeccdo e estabelecer a relevancia clinica do isolado

de MNT®.

2. INFECGOES POR MNT MAIS FREQUENTES E MANIFESTAGOES CLINICAS

ASSOCIADAS

As infecgdes por micobactérias sao influenciadas por multiplos factores (Figura
1.) que condicionam o desfecho das mesmas. A patogénese associada a infecgdes
por patogénicos estritos, como o M. tuberculosis e M. leprae, estdo bem
documentadas'’®.

Contudo, tal ndo sucede com as infecgdes por MNT incluindo a infecgao por M.
ulcerans, o agente etioldgico da ulcera de Buruli, que é a terceira infecgdo por
micobactérias mais comum na populacdo humana'®. Esta patologia tem uma
distribuicdo geografica confinada a paises tropicais e africanos. Nos paises
ocidentais as infecgdes por MNT mais frequentes surgem na populagédo
imunodeprimida. A patogénese destas infecgdes, embora grandemente

desconhecida, apresenta alguns denominadores comuns.
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Figura 1. Representacdo esquematica dos diversos passos na interacgao entre
micobactéria/hospedeiro humano.
(Adaptado de Casanova et al, 2002%).

Em doentes infectados com VIH, as infec¢gdes disseminadas por MNT
normalmente s6 ocorrem quando o numero de linfocitos T CD4" apresenta valores
inferiores a 50 células por microlitro””. Nos doentes nao infectados pelo VIH este tipo
de infecgao tem sido associada a uma predisposicao genética do hospedeiro. Esta
resulta da existéncia de mutagdes nos genes do receptor de interferdo (IFN)-y, no
receptor -1 da interleucina (IL)-12 e na IL-12 p40 que inviabilizam a activagao das
cascatas de sinalizagao intracelular, nomeadamente as que conduzem a secregao
do factor de necrose tumoral (TNF)-a. que desempenha um papel chave no controlo

das infeccdes micobacterianas®®®°,

No conjunto, estes factos sugerem que a
imunidade celular desempenha um papel fundamental na resisténcia do hospedeiro

a infecgdes por micobactérias’”.



Introdugao

O elevado numero de potenciais agentes etioldgicos associado ao tropismo para
diferentes orgaos leva ao aparecimento de manifestagdes clinicas distintas e dificulta
a caracterizagao das infecgdes por MNT. Contudo, tanto os agentes etioldgicos
como as manifestacdes clinicas mais relevantes estdo perfeitamente identificados,

pelo que serdo descritas de seguida.

2.1. Agentes etioldgicos
2.1.1. Mycobacterium abscessus

Caracteristicas gerais: Anteriormente denominado M. chelonae subsp. abscessus,
foi reconhecida como nova espécie em 1992%. O M. abscessus é uma micobactéria
nao-cromogenica de crescimento rapido, caracterizada pela sua incapacidade de
crescer a 42°C. Cresce em meio solido de MacConkey, em meio liquido com uma
concentragao de cloreto de sodio de cinco por cento, nao produz nitrato redutase e é
incapaz de utilizar o citrato como uUnica fonte de carbono. Esta micobactéria origina
colénias mucoides morfologicamente idénticas as do M. chelonae.

Epidemiologia: O M. abscessus é uma micobactéria ambiental. E isolado
maioritariamente de amostras de agua canalizada, mas também pode ser
encontrado em amostras de solo. Em humanos, causa infecgdes da pele e tecidos
moles. E a segunda MNT mais frequentemente isolada em doentes com fibrose
cistica que padecem de infecgdes respiratérias, logo depois do M. avium e em
infecgdes extra pulmonares, imediatamente ao M. fortuitum®. A maioria dos casos
de infecgcbes por MNT que surgem apds a administragdo de injectaveis estao

associadas ao M. abscessus®?. Esta micobactéria foi responsavel por surtos de
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abcessos pos-injeccdo na Coldbmbia e em infecgdes no poés-operatério de

lipoaspiracdes e lipoescultura na Venezuela® 2%,

2.1.2. Mycobacterium asiaticum

Caracteristicas gerais: O M. asiaticum foi descrito pela primeira vez em 1971 por
Weiszfeiler e colaboradores®®. Esta MNT é um produtor fotocromégenico de
crescimento lento, que pode ser diferenciado das restantes, pelo resultado positivo
na hidrolise do Tween, e pelo resultado negativo na reducéo de niacina e nitrato.

Epidemiologia: Em 1983, na sequéncia de cinco casos de doenga pulmonar, foi

considerado patogénico para o Homem™.

2.1.3. Complexo Mycobacteriun avium

Caracteristicas gerais: O MAC é composto pelo M. avium, M. intracellulare, M.
chimaera, M. colombiense, M. arosiense, M. bouchedurhonense, M. marseillense, M.

vulneris e M. timonense®*'%.

S3o0 micobactérias de crescimento lento, n&o-
cromogénicas ou escotocromogénicas e que nao hidrolisam Tween 80. As coldnias
de M. avium séo geralmente lisas, planas e transparentes; no entanto, € possivel
visualizar colénias opacas, principalmente quando cultivadas em meio Lowenstein-
Jensen com periodos de incubagcdo prolongada. Estas colonias tendem a
desenvolver pigmentagdo amarela quando as culturas sdo mantidas a temperatura
ambiente.

A espécie M. avium tinha, até recentemente, trés subespécies diferentes: M.

avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis e M. avium subsp. silvaticum.

10
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Estas trés subespécies apresentam entre si diferengas fenotipicas, genotipicas e
epidemioldgicas'*®'®°. Recentemente, as estirpes de M. avium isoladas a partir de
amostras humanas, foram classificadas numa nova subespécie: M. avium subsp.

119

hominissuis'~. O M. avium e o M. intracellulare podem ser distinguidas pela técnica

de PRA (PCR Restriction-enzyme Analysis) do gene hsp65, porque ambas
apresentam diferentes padrées de restricao® 2178,

Epidemiologia: O M. avium é isolado de amostras provenientes de ambientes
antropicos, como a agua potavel. Esta devera ser uma das fontes de infeccdo mais
comuns de doentes com SIDA por esta MNT. Varios estudos demonstraram a
presenca da mesma estirpe de M. avium em amostras de agua canalizada e de

doentes infectados colhidas no mesmo espago fisico'" 1%,

As espécies que
integram o MAC nao apresentam um tropismo exclusivo em termos de hospedeiro.
Para além do Homem, sédo capazes de causar infecgcdbes em suinos e aves. Embora
existam semelhancas entre as estirpes que infectam os seres humanos e os

01 O M. avium é

animais, a transmiss&o animais-humanos nao parece ser relevante
o0 agente etioldgico da maioria das infecgdes em doentes com SIDA®. Em contraste,
0 M. intracellulare tem sido encontrado com maior frequéncia em doentes que nao
padecem desta patologia. Por esta razdo, € recomendada a diferenciacdo entre
ambas as espécies, especialmente no contexto da infecgao por VIH'™®.

As doencas pulmonares, em doentes imunocompetentes, sdo mais frequentes
quando existe uma lesdo pulmonar prévia (fibrose cistica, diminuicdo da fungao
pulmonar) e linfadenite cervical, que € uma doencga esporadica nas criangas. Em

doentes imunocomprometidos, particularmente em doentes com SIDA, a

manifestagdo mais comum sdo as infecgdes disseminadas associadas a uma

11
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reducdo do numero de linfocitos CD4" circulantes.

O M. chimaera foi isolado de doentes com diversas patologias pulmonares, o
M. colombiense de sangue e expectoracdo de doentes infectados com VIH e de
ganglios linfaticos em criangas'?*'82%° O M. arosiense foi descrito numa crianca
imunocomprometida com lesdes osteomieliticas disseminadas'’. A analise da
sequéncia parcial do gene rpoB permitiu distinguir o M. bouchedurhonense, o M.
marseillense e o M. timonense de isolados de doentes com doencas pulmonares’.
O M. wulneris foi isolado de uma ferida ulcerada numa mulher e de um ndédulo

linfatico numa crianga'.

2.1.4. Mycobacterium celatum

Caracteristicas gerais: O M. celatum foi descrito pela primeira vez em 1993, apés
ter sido isolado de varias amostras clinicas do tracto respiratorio®®. As coldnias tém
sido descritas como nao pigmentadas, mas a maioria das estirpes sdao amarelo
palido. O mais importante teste bioquimico distintivo parece ser a actividade
arilsulfatase positiva. A auséncia de crescimento a 45°C permite diferenciar esta
especie do M. xenopi.

Epidemiologia: O M. celatum esta envolvido em infecgoes em doentes com SIDA.
Recentemente foi descrito um caso de infeccdo pulmonar grave num doente,

aparentemente imunocompetente’?.

12
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2.1.5. Mycobacterium chelonae

Caracteristicas gerais: Em 1953, foi isolada uma nova espécie de micobactérias, o
M. abcessus, a partir da bidpsia dum abcesso no joelho de um doente''. Na
sequéncia dos estudos de Stanford e Pattyn, que tiveram como objecto estirpes
isoladas de amostras de abcessos formados apds a administragcao de injectaveis,
surgiu oficialmente a designacdo de M. chelonae™® '™,

O M. chelonae é uma micobactéria nao-cromogénica de crescimento rapido. As
colénias sdo mucoides e surgem em menos de sete dias de incubagao, utilizando
meios de cultura convencionais (e.g., Lowenstein-Jensen e meio Midlebrook 7H11).
As principais caracteristicas bioquimicas sao: resultado positivo em trés dias para
arilsulfatase, crescimento em meio de MacConkey sem cristal violeta, resultado
negativo para a absorg¢ao do ferro e redugao de nitrato.

Esta espécie deve ser diferenciada de outras espécies potencialmente
patogénicas nao pigmentadas de crescimento rapido, tais como o M. fortuitum e o M.
abscessus, pois o tratamento pode variar de acordo com a espécie®.
Epidemiologia: Esta espécie € abundante nos ambientes antropicos, como a agua
canalizada, mas também tem sido isolada de outras amostras de agua colhidas em
lagos, rios, mar e sistemas de aguas residuais. A sua presenga ubiqua no ambiente
explica o facto desta espécie ser um contaminante comum nos laboratérios. Devido
a sua ubiquidade, pode contaminar solugdes, dispositivos meédicos e traumatismos
cirurgicos. Nos humanos esta associada a infeccbes no aparelho respiratorio,
tecidos moles e infecgdes disseminadas, principalmente em doentes com factores

de risco como o transplante renal, cirurgia e corticoterapia’®’. Recentemente foi

13
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responsavel por varios surtos apoés cirurgia oftalmoldgica por laser e procedimentos

estéticos (cirurgia plastica, mesoterapia)®?1°32%2,

2.1.6. Mycobacterium fortuitum

Caracteristicas gerais: O M. fortuitum foi descrito por Costa da Cruz em 1938, E
uma MNT ambiental, ndo-cromogénica de crescimento rapido. Esta micobactéria
apresenta resultado positivo para os seguintes testes bioquimicos: arilsulfatase em
trés dias, crescimento em meio de McConKey sem cristal violeta, crescimento a
42°C e na presencga de uma concentracao de cloreto de sédio de cinco por cento e
actividade de nitrato redutase. O M. fortuitum é incapaz de utilizar inositol e manitol
como fontes de carbono. As colonias ndo sao pigmentadas e apresentam aspecto
rugoso.

Epidemiologia: Esta espécie tem sido isolada a partir de amostras de agua
canalizada, sistemas de distribuicdo de agua e de diversos solos, em todo o

mundo'®’

. Nos seres humanos, é frequentemente associada a infecgdes cutaneas e
mais raramente a doenga pulmonar e infeccdo disseminada®. E responsavel por
infeccbes apés mamoplastia e outros procedimentos de cirurgia plastica, sendo
também agente etiolégico comum nas infeccdbes do esterno apds cirurgia

card iaC839’96’146’202.

2.1.7. Mycobacterium genavense

Caracteristicas gerais: O M. genavense foi isolado pela primeira vez, em 1992, a

partir do sangue de um doente com SIDA*. Esta micobactéria apresenta a

14
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particularidade de ser incapaz de crescer em varios meios solidos correntemente
utilizados na identificacdo de micobactérias, como meio de Lowenstein-Jensen e
meio Middlebrook 7H11. Esta caracteristica faz com que muitos laboratérios néo a
consigam identificar.

Epidemiologia: A fonte de infeccdo por M. genavense nos humanos é
desconhecida, embora tenha sido proposto que a semelhanga do M. avium tenha
origem no intestino*®. O M. genavense, geralmente, causa doenga em individuos
com SIDA e pode ocorrer em combinagdo com outras micobactérias, como o M.
avium®. Um caso de infecgdo por M. genavense disseminada foi relatado por Hadad

e colaboradores®’.

2.1.8. Mycobacterium gordonae

Caracteristicas gerais: O M. gordonae é ubiquo no ambiente, tem crescimento
lento e € escotocromogénico. Esta espécie hidrolisa Tween 80, ndo € capaz de
reduzir o nitrato, sendo o teste da urease é negativo e o da catalase positivo. As
coldnias sao lisas, com pigmentagdo amarela ou laranja. Embora consiga crescer no
intervalo térmico compreendido entre 25 e 37°C, a temperatura de crescimento
optimo é 37°C. A analise das sequéncias do gene 16S rRNA demonstrou uma
separacdo entre M. gordonae e o M. asiaticum'®'*, Como o M. gordonae é uma
o . s e s ~ .~ 49,68,179
espécie muito polimorfica tem varios padrées de restricao PRA .
Epidemiologia: O M. gordonae ¢ uma MNT ambiental, vulgarmente encontrada na
p 101 o ; . . .
agua -. Esta espécie é o contaminante Ilaboratorial mais comum em

micobacteriologia®®. O M. gordonae pode causar infecgdes, especialmente em

15
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individuos com deficiéncias no sistema imunitario, tais como: doentes com SIDA,
submetidos a terapéutica com corticoesterdides, com carcinoma, submetidos a

dialise peritoneal, transplantados e em criangas*'%18.152.207,

2.1.9. Mycobacterium haemophilum

Caracteristicas gerais: M. haemophilum foi descrito pela primeira vez em 1978,
como o agente etiolégico de infecgdes cutdneas em doentes com doencga de
Hodgkin'®. E uma micobactéria de crescimento lento que tem requisitos especiais
de crescimento, como a adicdo de ferro (hemina ou citrato de amoénio férrico) ao
meio de cultura. A temperatura Optima de crescimento varia entre 30-32°C, a
semelhang¢a do M. marinum.

Epidemiologia: M. haemophilum ¢é um patogénico tipico de doentes
imunocomprometidos, particularmente aqueles com SIDA'™. A infecgdo por M.
haemophilum também tem sido descrita em adultos imunocompetentes, ao nivel da
cervical, da mandibula inferior e de nddulos pulmonares. Em criangas séao

observadas linfadenopatias’1°%2"".

2.1.10. Mycobacterium kansasii

Caracteristicas gerais: Desde a descricdo do M. kansasii, em 1955, tém surgido
diversos relatos a documentam a sua presenca em amostras de agua'®’. Esta
micobactéria de crescimento lento é fotocromogénica, cresce entre os 32-42°C,
sendo 37°C a sua temperatura 6ptima. As principais caracteristicas bioquimicas séo

a existéncia de reacgao positiva para a catalase, urease, pirazinamidase, nitrato

16
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redutase e hidrélise de Tween 80. A morfologia das coldnias varia entre rugoso a liso
com bordos irregulares.
Epidemiologia: O M. kansasii foi isolado principalmente de amostras de agua
canalizada e raramente a partir do solo. Embora esta MNT afecte principalmente
homens caucasianos de meia-idade, pode afectar doentes adultos de qualquer sexo,
raca ou idade. Os factores de risco para infeccdo por M. kansasii incluem:
pneumoconiose, doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), doenga
micobacteriana anterior e alcoolismo®.

Em areas geograficas onde a infecgdo pelo VIH € comum, mesmo fora das
areas endémicas para a doencga pulmonar por M. kansasii, a prevaléncia de M.

kansasii pode ser elevada®’.

2.1.11.  Mycobacterium malmoense

Caracteristicas gerais: O M. malmoense foi descrito em 1977, com base num
conjunto unico de caracteristicas bioquimicas e de cultura partilhado por sete
isolados'®. A identificagdo laboratorial do M. malmoense é, por vezes dificil, pois
pode ser confundida com outras MNT de crescimento lento ndo pigmentadas, como
o0 M. gastri, M. avium ou M. shimoidei. O resultado do teste de hidrélise de Tween 80
€ positivo e permite a diferenciacao rapida do MAC.

Epidemiologia: O M. malmoense tem sido isolado de amostras de agua de
nascentes da Finlandia e do solo no Japao®'%°. Esta micobactéria ¢ um patogénico
que causa doenga pulmonar, sendo muitas vezes responsavel por infecgdes

disseminadas em doentes imunocomprometidos®'.
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21.12. Mycobacterium marinum

Caracteristicas gerais: Foi descrito pela primeira vez em 1926, tendo sido isolado
de peixes doentes e amostras colhidas em aquarios. O M. marinum é uma
micobactéria fotocromogénica de crescimento lento, que cresce entre 25-32°C. As
colénias sao lisas e planas e a pigmentacao pode ser observada tanto a 25°C como
a 32°C (apds varias subculturas pode ser mantida a 37°C). As principais
caracteristicas bioquimicas sao: reducao de nitrato e catalase semi-quantitativa
negativas, hidrolise de Tween 80 positiva (a maioria das estirpes), arilsulfatase e
urease positivas.

Epidemiologia: O M. marinum é uma micobactéria ambiental, principalmente
associada a infecgdes em peixes. Nos humanos, esta micobactéria € o agente
etioldgico do "granuloma da piscina" ou "granuloma do tanque de peixes"''*%'°. O M.
marinum esta amplamente distribuido em ambientes aquaticos, em agua doce e
agua salgada, especialmente em aguas relativamente paradas ou estagnadas, como
em tanques de aquacultura ou piscinas cuja agua ndo tem cloro adicionado'™. A
infeccao é geralmente adquirida através de uma lesao dos tecidos moles da mao
num ambiente aquatico. O M. marinum causa infecgcbes dos tecidos moles

envolvendo a pele e 0 0ss0®8%11021°,

21.13. Mycobacterium mucogenicum

Caracteristicas gerais: Inicialmente foi classificado no grupo das micobactérias
semelhantes ao M. chelonae uma vez que, bioquimicamente, é similar a este. A

andlise do gene 76S rRNA revelou a sua diversidade relativamente a outras
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micobactérias, tendo sido proposto o nome de M. mucogenicum'”. Esta MNT é nao-
cromogénica, de crescimento rapido e as suas colonias tém aspecto suave e
mucoide. O seu perfil de acidos micdlicos € semelhante ao de outras micobactérias
de crescimento lento (M. terrae, M. xenopi), mas € unico entre as micobactérias de
crescimento rapido.

Epidemiologia: O M. mucogenicum é vulgarmente isolado de amostras de agua
canalizada. A maioria dos isolados apresenta colonias mucdides. Esta MNT pode
ser o agente etiolégico de infecgbes nosocomiais e, mais vulgarmente, de infecgdes

pds-traumaticas de feridas®®.

21.14. Mycobacterium nonchromogenicum

Caracteristicas gerais: O M. nonchromogenicum foi descrito em 1965, por
Tsukamura®. E uma micobactéria ndo-cromogénica de crescimento lento que
pertence ao complexo M. terrae'®. As principais caracteristicas bioquimicas s&o a
existéncia de reacgao positiva para a hidrélise do Tween 80 e para a pirazinamidase
e reacgao negativa no teste de redugao de nitrato. Esta micobactéria é caracterizada
ainda pela existéncia de crescimento a 42°C.

Epidemiologia: O M. nonchromogenicum é uma micobactéria ambiental. Esta
especie € considerada como n&o patogénica, mas € o membro do complexo M.
terrae mais frequentemente envolvido em infecgdes humanas, incluindo
tenossinovite crénica apds trauma'*?. Ridderhof e colaboradores concluiram que

esta micobactéria é o Unico patogénico do complexo M. terrae'*.
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2.1.15. Mycobacterium scrofulaceum

Caracteristicas gerais: O M. scrofulaceum foi isolado de lagos naturais, rios e

aerosso6is®?%,

Este microrganismo € uma micobactéria escotocromogénica de
crescimento lento, cuja temperatura de crescimento 6ptima sdo os 37°C, nao
hidrolisa Tween 80 nem reduz os nitratos. Os testes da urease (93%) e catalase (31-
99%) semi-quantitativa sdo, geralmente, positivos'®'. As colénias sdo lisas e a sua
cor oscila entre o amarelo e o laranja.

Epidemiologia: M. scrofulaceum foi isolado a partir de amostras ambientais,
maioritariamente de agua de lagos e rios, em paises com climas quentes. Nos
ultimos anos, o numero de isolados tem vindo a diminuir. Esta tendéncia pode ser
explicada pela descricdo de novas espécies isoladas de ganglios linfaticos, que no
passado poderiam ter sido confundidas com M. scrofulaceum®. Esta MNT é um
patogénico oportunista que tem sido associada a casos de linfadenite em criangas,

infecgdes disseminadas, doencas pulmonares e infeccdes cutaneas’® 08199214,

2.1.16. Mycobacterium shimoidei

Caracteristicas gerais: O M. shimoidei foi descrito, em 1975, no contexto duma
infeccdo respiratéria’™®. Esta micobactéria partilha algumas caracteristicas
bioquimicas com outras espécies de micobactérias nao-cromogénicas de
crescimento lento, principalmente do M. malmoense e do complexo M. terrae. O M.
shimoidei cresce a 45°C, mas nao a 25°C e apresenta um resultado positivo para
hidrolise de Tween 80 (10 dias).

Epidemiologia: A maioria dos isolados clinicos de M. shimoidei estdo associados a
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115182 Na maioria dos casos os doentes tinham um

doenca pulmonar cavitaria
historial de doenca pulmonar pré-existente ou subjacente. Houve também um relato

de doenca disseminada num doente com SIDA®.

21.17. Mycobacterium simiae

Caracteristicas gerais: O M. simiae foi isolado pela primeira vez em 1965%. O M.
simiae € uma micobactéria fotocromogénica que cresce a 37°C, mas nao a 45°C.
Em alguns isolados clinicos o M. simiae pode assemelhar-se ao MAC, mas o teste
de niacina permite a diferenciacéo destas espécies. E dificil diferenciar o M. simiae
do M. scrofulaceum com base nos testes tradicionais, como a produg¢ao de niacina.
No entanto, estas duas estirpes podem ser diferenciadas com base na producao de
pigmento.

Epidemiologia: O M. simiae é geralmente um contaminante ambiental, raramente
associada com doenca humana®. A maioria dos casos descritos sdo de doenca
pulmonar, embora também tenham sido descritos casos de infeccdo em doentes

com SIDAS®1%,

2.1.18. Mycobacterium smegmatis

Caracteristicas gerais: O M. smegmatis foi isolado pela primeira vez por Lustgarten
e colaboradores, em 1885%. Este microrganismo é uma MNT cromogénica de
crescimento rapido. As suas principais caracteristicas bioquimicas incluem o
crescimento na presenca duma concentragao de cloreto de s6dio de cinco por cento,

teste da arilsulfatase negativo (3 dias), reducédo de nitrato positivo e crescimento a
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45°C. Alguns autores mencionam o grupo M. smegmatis em que incluem as
espécies recentemente descritas M. wolinskyi e M. goodie®.

Epidemiologia: O M. smegmatis raramente é a causa de uma infecg¢ao significativa.
Esta MNT tem sido associada a linfadenite, celulite, osteomielite, ou infecgbes de
ferida. Também tem sido associada a infec¢des do esterno apds cirurgia cardiaca,
bacteremia de cateter intravenosa, e abcesso da mama apds mamoplastia de

203

aumento®®. O M. smegmatis raramente é o agente etioldgico de doenga pulmonar®.

2.1.19.  Mycobacterium szulgai

Caracteristicas gerais: O M. szulgai € um patogénico comum em humanos e foi
descrito pela primeira vez em 1972, E importante diferenciar o M. szulgai de outras
micobactérias escotocromogénicas devido a sua patogenicidade. Esta micobactéria,
de crescimento lento, € escotocromogénica a 37°C, mas fotocromogénica a 25°C. As
suas caracteristicas principais sao a existéncia de resultados positivos nos testes de
reducgao de nitrato e da presencga de urease.

Epidemiologia: A doenca pulmonar, indistinguivel da causada por M. tuberculosis, é
o tipo mais comum de infeccdo causada pelo M. szulga®®. A infecgdo extra-
pulmonar devido a M. szulgai inclui casos de tenossinovite da méo, bursite do
olécrano, osteomielite, ceratite, linfadenite cervical e infecgao renal ou cutanea®.
Tém sido relatadas infecgdes disseminadas em doentes com SIDA e doentes

imunocomprometidos®®.
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2.1.20. Mycobacterium terrae

Caracteristicas gerais: O M. terrae foi descrito pela primeira vez em 1966, sendo
uma MNT ndo-cromogénica de crescimento lento®. As principais caracteristicas
bioquimicas sao: reacgado positiva para a hidrélise Tween 80 e nitratase, reaccao
negativa para arilsulfatase, urease e pirazinamidase, e auséncia de crescimento a
42°C. As colbdnias sao rugosas e nao pigmentadas. Outras espécies, como o M.
hiberniae, M. nonchromogenicum, M. triviale e recentemente, o M. algericum, M.
arupense, M. kumamotonense e M. senuense, tém sido consideradas como

pertencentes ao complexo M. terrae''*122154183

No entanto, podem ser
diferenciados com base nas caracteristicas bioquimicas, analise de acidos micélicos
e sequenciagdo do gene 16S rRNA%.

Epidemiologia: O M. terrae € uma micobactéria ambiental que tem sido isolada de
amostras de agua, solo e vegetais. A sua recuperacgao a partir de amostras clinicas
deve ser considerada como uma contaminagdo, a ndo ser que seja repetidamente
isolado. No entanto, esta espécie tem sido descrita como causa de infecgbes em

humanos, tais como infec¢des no joelho, sinoviais, pulmonares, e apenas raramente

infecgdes disseminadas em doentes com SIDA'".

21.21. Mycobacterium ulcerans

Caracteristicas gerais: M. ulcerans foi isolado pela primeira vez em 1948, da
bidpsia de uma ulcera''. Este microrganismo é uma micobactéria ambiental de
crescimento lento, que pode ser ligeiramente pigmentada. Esta espécie cresce em

meio de LJ, meio liquido MGIT™ (Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes,
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EUA) ou meio Middlebrook 7H9 em condigbes de microaerofilia (2,5 - 5% de
oxigénio). A temperatura de crescimento 6ptima é de 30°C. A técnica de PRA-hsp65
permite a diferenciacao entre o M. ulcerans tipo 2 e o M. marinum tipo 1.

Epidemiologia: O M. ulcerans causa lesbes necréticas progressivas da pele e
tecidos subjacentes, conhecida como Ulcera de Buruli®®. A infecgdo ocorre através
do contacto de areas da pele, com feridas abertas, com agua contaminada ou com o
solo. As lesdes sao mais frequentes em criangas e jovens adultos, resultando muitas

vezes em deformidades das extremidades dos membros®.

2.1.22. Mycobacterium xenopi

Caracteristicas gerais: O M. xenopi foi descrito pela primeira vez em 1959%. A
principal caracteristica desta micobactéria reside na sua capacidade de crescer a
45°C. Esta micobactéria é ainda caracterizada por uma reaccao positiva para a
arilsulfatase e negativa para a hidrélise de Tween 80. Estas caracteristicas sao
importantes porque M. xenopi pode ser erradamente identificado como M. avium ou
M. intracellulare.

Epidemiologia: Foram descritas infecgdes extra-pulmonares e disseminadas em
doentes imunocomprometidos, sendo a SIDA um factor de risco para infecgdes por
M. xenopi'®. Haffner e colaboradores consideraram o M. xenopi como a espécie

mais frequentemente identificada no laboratério de rotina®.
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2.2. Manifestagoes Clinicas e Epidemiologia

As MNT apresentam a capacidade de afectarem diferentes orgédos do
hospedeiro, exibindo um tropismo diferente consoante a idade do mesmo. Nos
adultos, a doenca pulmonar crénica, infecgado dos 0ssos, articulagdes e tenddes sao
as patologias mais frequentes. Nas criangas, a pele e os nédulos linfaticos séo os
orgaos mais afectados. As principais patologias sdo as que descrevemos em

seguida.

2.2.1. Infecgoes pulmonares

A doenca pulmonar causada por MNT ocorre normalmente na doenca
estrutural pulmonar, tal como: DPOC, bronquiectasia, fibrose cistica,
pneumoconiose, prévia tuberculose, proteinose alveolar pulmonar e disturbios de
motilidade esofagica®®.

A doencga pulmonar crénica é a manifestagdo clinica mais comum das MNT®.
As MNT isoladas com maior frequéncia nos EUA, sdo do complexo M. avium (MAC)
seguido pelo M. kansasii e M. abscessus®. Na Europa, sdo frequentes as infecgdes
causadas por M. xenopi e, particularmente na Escandinavia e Gra-Bretanha, o
principal agente etiolégico é o M. malmoense’®*. Os doentes com fibrose cistica
sdo mais susceptiveis a infecgdes bacterianas, sendo as criangas mais afectadas
pelo M. abscessus e espécies proximas e os adultos por membros do MAC'®",

Embora as micobactérias de crescimento lento sejam as principais
responsaveis pelas doencas pulmonares e linfonodais, as MNT de crescimento

rapido, em particular o M. immunogenum, sao as espécies mais frequentemente
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envolvidas na pneumonia por hipersensibilidade''®. O M. bolletii (actualmente
reclassificado como M. abscessus subsp. bolleti) € um patogénico emergente,
responsavel por infecgdes do tracto respiratério em doentes com fungao respiratéria

comprometida, sendo muito resistente a claritromicina®'®.

2.2.2. Infecgodes linfonodais

A linfadenite cervical localizada, causada por MNT, € mais comum em
criangas. Nas criangas, com idades compreendidas entre um e cinco anos de idade,
& observado um pico de incidéncia®’"?'®*. Na auséncia de infeccdo por VIH, a
linfadenite raramente afecta adultos®®.

Nas ultimas décadas foi observada uma importante mudanca na etiologia da
linfadenite cervical. O M. scrofulaceum, anteriormente considerado como a causa
predominante da doencga, passou a ser bastante raro, enquanto que 80% dos casos
foram atribuidos as micobactérias do MAC?'3. Na Escandinavia, Reino Unido, norte
da Europa e Israel, tem vindo a aumentar a incidéncia desta doenga devido ao M.

41,73,112,221

malmoense e M. haemophilum Verifica-se o aumento do numero de

isolamentos, a partir de biopsias de ndédulos linfaticos, de espécies de MNT

recentemente descritas, nomeadamente M. lentiflavum e o M. bohemicum®- 132,

2.2.3. Infecgdes na pele e tecidos moles

Embora praticamente todas as espécies de MNT tenham sido descritas como
agentes etiologicos de doencgas cutaneas, as espécies que mais frequentemente

causam infecgdes localizadas na pele e tecido subcutaneo sdo o M. fortuitum, M.
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abscessus, M. chelonae, M. marinum e M. ulcerans®®%°®, As fontes mais comuns
incluem o contacto com agua contaminada ou peixes infectados, traumas e feridas
cirurgicas.

Embora a maioria das lesbes cutdneas causadas por peixes infectados sejam
pelo M. marinum, ja foram descritos casos de infecgcbes por M. fortuitum e M.
chelonae'. O M. ulcerans é o agente etioldgico da Ulcera de Buruli, a doenca mais
comum a seguir a tuberculose e a lepra?®®%°°,

Muitas MNT de crescimento rapido estdo frequentemente envolvidas em
infeccbes pos-traumaticas ou pés-cirurgicas, sendo as mais frequentes: M. fortuitum,

M. chelonae e M. abscessus®'®

. As infeccbes nosocomiais da pele e tecidos
moles, devidas a estas trés espécies, sao provocadas pelo uso prolongado de
cateteres intravenosos ou peritoniais, lipoaspiracdo, feridas cirurgicas apos
mamoplastias, bypass cardiaco e infeccdes na cornea apds cirurgia por

32,39,78,96,153,202

laser No entanto, recentemente tém sido descritos casos que

envolvem novas espécies, tais como M. goodii e M. massiliense®>?:°6197,

2.2.4. Infecgdes nos ossos e articulagoes

As infeccbes que envolvem as articulagbes e os 0ssos sao muitas vezes
provenientes de traumas (e.g., fracturas expostas) ou intervengdes cirurgicas. Tanto
as MNT de crescimento lento como as de crescimento rapido estdo envolvidas neste
tipo de infecgdes. Entre as de crescimento lento encontramos o M. haemophilum, M.
kansasii, MAC, M. asiaticum, M. flavescens, M. szulgai, M. xenopi , enquanto que

entre as MNT de crescimento rapido temos o M. thermoresistibile e M. goodi?*°®.
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O M. marinum e o MAC sao frequentemente a causa da tenossinovite da méo,
embora o M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae e M. kansasii também tenham
. . T : = ~59,66,72,98
sido descritos como agentes etioldgicos desta infecgao . O complexo M.
terrae (especialmente, o M. nonchromogenicum) também ja foi isolado de amostras
de tecido sinovial da méo ou do pulso, e tende a ser associado a doenca crénica®.
Foi ja observada osteomielite no esterno, apos cirurgia de coragdo aberto

causada por M. abscessus e M. fortuitum e ap6s trauma contuso>"96:146:202,

2.2.5. Infecgoes disseminadas

As infecgdes disseminadas por MNT comecaram por ser detectadas, quase
exclusivamente, em individuos gravemente imunocomprometidos, podendo a
progressao da doencga ser muito rapida ou mesmo fatal. Estas infec¢des estao entre
as infecgdes mais comuns e graves em individuos num estadio avancado de
infeccao por VIH®.

As micobactérias do MAC foram as primeiras a serem identificadas como
agentes etiolégicos de infecgdes oportunistas disseminadas em doentes com
SIDA®*. A esmagadora maioria dos casos continuam a ser atribuida a micobactérias
do MAC (90%). Em mais de 90% dos casos o agente etiologico é o M.
avium® 4771121 No entanto, o M. genavense, uma espécie de dificil diagndstico
devido a sua incapacidade para crescer em meios soélidos convencionais, é
apontada como sendo o agente etioldgico de 10% dos casos atribuiveis ao MAC™'.

Excluindo as micobactérias do MAC, o M. kansasii € o agente etiolégico mais

comum destas infecgdes. Contudo, outras MNT como o M. scrofulaceum, M.
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gordonae, M. haemophilum, M. genavense, M. celatum, M. conspicuum, M. xenopi,
M. fortuitum, M. marinum, M. malmoense e M. simiae, também tém sido descritas
como a causa de doenca pulmonar ou disseminada em doentes com
SIDA%1924.36.77.81.88143147.172 554 jgualmente descritos casos de infecgdes mistas, ou
seja, infeccdes causadas por mais do que uma MNT'.

A incidéncia das infecgbes disseminadas em doentes infectados pelo VIH tem
vindo a diminuir devido a introdugdo da terapia anti-retroviral de alta eficacia
(HAART- Highly Active Antiretroviral Therapy) que permite a manutengao do numero

de linfocitos CD4 acima do nivel de risco®'®".

Porém, as infecgbes disseminadas por MNT tém sido descritas noutras
populagdes de doentes adultos imunodeprimidos, tal como individuos com
insuficiéncia renal, transplantados, com uso crénico de corticosterdide e leucemia®.
A frequéncia destas infeccbes permanece em ascensdao, em doentes
imunodeprimidos, por administracdo de farmacos imunossupressores ou por causas
genéticas'®'®". Nestes casos, os agentes etioldgicos mais frequentes sdo MNT de

44,201

crescimento rapido como o M. chelonae e o M. abscessus . Contudo, outras

espécies, incluindo MAC, M. kansasii € M. haemophilum, também podem causar

estas infeCQ66333’59’76’83’88’1 1 1,204.

3. METODOS UTILIZADOS NO DIAGNOSTICO LABORATORIAL DE MNT

O numero de novas espécies de MNT tem aumentado nos ultimos anos, o que
constitui um desafio para a identificacdo das mesmas. Este aumento é devido

sobretudo a evolugdo das técnicas de identificacdo molecular e a um melhor
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conhecimento da genética micobacteriana. Neste contexto, € imperativo diferenciar
os isolados ao nivel da espécie de forma a definir a sua relevancia clinica. Como
Tortoli referiu, a taxonomia procarioética pode se dividida em dois grandes periodos:
o primeiro, caracterizado pela utilizagcdo de estudos fenotipicos e o segundo, pelo

estudo das caracteristicas genotipicas'®.

Tradicionalmente, a identificagdo das espécies micobacterianas era baseada
em diversos testes bioquimicos e caracteristicas fenotipicas. Embora a maioria
desses testes sejam de simples execucdo e nao seja necessario equipamento
sofisticado, esta abordagem é muito laboriosa e demorada (varias semanas). Além
disso, muitas vezes origina resultados inconclusivos ou mesmo incorrectos, o0 que

pode ter sérias consequéncias no diagndstico clinico®>":100.113.137,

A deteccdo, em regides muito conservadas, no genoma bacteriano de
sequéncias hipervariaveis resultantes de omissodes, inser¢gdes ou substituicdo de
nucleotidos especificos de uma determinada espécie, constitui o fundamento da
taxonomia genotipica'®. Estes métodos, que actualmente sdo economicamente
acessiveis, apresentam a vantagem de serem muito mais rapidos e fiaveis do que os

meétodos tradicionais. Alguns destes metodos serao descritos a seguir.

3.1. Identificagao Fenotipica

A identificacdo fenotipica consiste na determinacdo da velocidade de
crescimento de unidades formadoras de colénias (UFC) em meios adequados,

observagao da produgdo de pigmentos pelas micobactérias e na realizagdo de
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varios testes bioquimicos. A avaliacdo da produgao de niacina, da reducédo de
nitratos, da hidrdlise de Tween, do crescimento em meio sélido de MacConkey e da
tolerancia a varias concentracbes de cloreto de sddio sdo exemplos de testes
bioquimicos correntemente utilizados.

Embora estes testes ja ndo sejam considerados suficientes para identificar
micobactérias, quando usados isoladamente, ainda sao importantes para
complementar outros métodos de identificacdo. A prova disto é a existéncia de

classificagdes para as MNT baseadas nos resultados obtidos nestes testes.

A classificacdo de Runyon para as MNT, constitui disso um exemplo. Os
critérios de classificagao sado a velocidade de crescimento e a produgao de pigmento
No escuro ou somente apos a exposicao a luz. Com base nestes critérios, as MNT

podem ser divididas em quatro grupos:

Grupo I: Crescimento lento — Fotocromogénicos: as culturas crescem
activamente desenvolvendo pigmento amarelo quando expostas a luz, mas
nao produzem o pigmento no escuro. As culturas so se tornam visiveis apos
2-6 semanas de incubacao (e.g., M. kansasii e M. marinum),

Grupo Il: Crescimento lento — Escotocromogénico: o pigmento é produzido
tanto na auséncia, como na presenga de luz. As culturas necessitam de 2-6
semanas de incubagdo, antes de ocorrer crescimento visivel (e.g., M.
scrofulaceum, M. gordonae e M. szulgai);

Grupo llI: Crescimento lento — Nao-cromogénicas: este grupo inclui espécies

potencialmente patogénicas e ndo patogénicas. A maioria néo € pigmentada e
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0 seu crescimento é extremamente lento (e.g., M. avium / M. intracellulare, M.
xenopi e M. terrae);

Grupo IV: Crescimento rapido - Caracterizado pela sua capacidade de crescer
rapidamente, em 2-7 dias. As colonias podem ser pigmentadas ou nao. A
maioria tem aparéncia lisa, mas também podem ocorrer variantes rugosas

(e.g., complexo M. fortuitum, M. peregrinum, M. abscessus e M. chelonae).

A caracterizagdo das micobactérias por estas técnicas apresenta algumas
desvantagens como sejam a morosidade e a obtencédo de resultados inconclusivos.
A analise dos lipidos das micobactérias por cromatografia em camada fina ou por
cromatografia liquida de alta pressao, tem sido apontada como alternativa. Contudo,
para que estes métodos sejam levados a bom porto requerem a existéncia de

ferramentas de analise dedicadas e técnicos especializados®’.

3.2. Identificagcao Molecular
3.2.1. Sequenciagao de ADN

Nas ultimas décadas tém sido estudados no genoma micobacteriano, diversos
alvos moleculares para identificar as espécies do género Mycobacterium.

O gene 16S rRNA é universalmente considerado como o alvo molecular de
primeira escolha, sendo a alternativa a este, o fragmento de 441 pb do gene
hsp65''%144 Como segunda escolha tém sido utilizadas outras regiées variaveis, tais
como: regido intergenética dos genes 716S-23S rRNA na diferenciacdo de dois
membros do MAC (M. avium e M. intracellulare) e o gene rpoB para MNT de

crescimento rapido’®?%""°  Os alvos moleculares menos investigados incluem os
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genes: gyrB, recA, sodA, dnaJ1, secA, tuf, ssrA, smpB e o gene que codifica a
protel'na 32—kDa16’5°’87’117’118’169’177’217’223’.

No entanto, estes loci ndo sao detectados em todas as espécies ou néao sao
suficientemente  discriminatérios  para  diferenciar espécies intimamente
relacionadas®. Varios investigadores tém sugerido a andlise de sequéncias de
diversos genes como forma de aumentar o poder discriminatério. Dai e
colaboradores fizeram a analise de sequéncias multilocus que incluiam os loci
rpoBC, dnaK e hsp65 e concluiram que € uma ferramenta robusta e precisa para a
identificacdo das espécies de Mycobacterium™.

A identificagao de isolados clinicos pode ser realizada através da comparacgao

das sequéncias de nuclettidos de bases de dados publicas, tais como: GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.) recorrendo a aplicagao BLAST, do inglés Basic Local

Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi); EzTaxon

(http://www.eztaxon.org/); RIDOM, do inglés The Ribosomal Differentiation of

Microorganisms (http://rdna.ridom.de/) e a base de dados Web-Accessible Database

of hsp65 Sequences from Mycobacterium Reference Strains

(http://msis.mycobacteria.info)'3""7°,

A GenBank é a base de dados publica mais abrangente, contendo sequéncias
de nucledtidos de 380 mil organismos, que foram livremente depositadas por varios
laboratérios ™.

A RIDOM ¢ a base de dados de acesso publico mais popular e contém cerca
de 154 sequéncias 5’ 16S-rDNA de micobactérias (posicdes na E. coli 54-510)°. A
EzTaxon contém cerca de 11 277 sequéncias do gene 716S rRNA de estirpes

referéncia de todas as espécies procaridticas®”.
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A base de dados Web-Accessible Database of hsp65 Sequences from

Mycobacterium Reference Strains, doravante designada como Web Database,

possui actualmente 153 espécies / subsespécies de referéncia de Mycobacterium®'.

3.2.1.1 Gene 16S rRNA

O método de referéncia para a identificacdo molecular de micobactérias é a
sequenciacdo do gene que codifica para a unidade ribossomal 16S rRNA®183,

A molécula 16S rRNA é muito conservada filogeneticamente, o que significa
que alteragbes em determinadas posicdes sdo especificas para microrganismos ao
nivel de espécie, i.e., 0 gene 16S rRNA apresenta polimorfismos inter-especificos.

As regides hipervariaveis desta molécula sao uteis na identificagdo ao nivel da
especie pois existe uma elevada variabilidade inter-espécies e baixa variabilidade na
mesma espécie. Foram identificadas duas regides hipervariaveis no gene 16S rRNA:
a regidao A (posicdes na E. coli 123-273) e a regiao B (posicdes na E. coli 430-
500)'*®. Embora a maioria das espécies apresentem sequéncias Unicas na regido
hipervariavel A, o M. gordonae apresenta uma variabilidade intra-especifica neste
gene'®.

Como o numero de locais polimorficos no género Mycobacterium é bastante
baixo, as espécies intimamente relacionadas como o M. kansasii | M. gastri, M.
senegalense | M. farcinogenes e M. abscessus | M. chelonae, tém sequéncias

idénticas do gene 16S rRNA®®94148-150.174 'pqr outro lado, algumas espécies como o

M. ulcerans | M. marinum e M. malmoense | M. szulgai possuem sequéncias com
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elevado grau de similaridade, i.e., como sado praticamente homodlogas, ndo sao
distinguiveis pela analise das regides hipervariaveis'*® %,

Embora seja raro, algumas estirpes de micobactérias (complexo M. terrae e M.
celatum) tém duas copias do gene 16S rRNA com diferentes sequéncias no mesmo

organismo 28139,

3.2.1.2 Gene hsp65

Para ser utilizado na identificagdo genotipica como marcador molecular um
gene tem de apresentar uma elevada taxa de conservagao inter-espécies.

O gene hsp65, que codifica a proteina de choque térmico de 65-kDa presente
em todas as micobactérias, apresenta um elevado grau de variabilidade genética
inter-espécies e possui um excepcional grau de conservagao
evolucionaria®®®®'*4178 Devido a estas caracteristicas, a sequenciacdo deste gene
tem sido utilizada na identificacdo de espécies MNT em isolados clinicas'®'%.

Para a identificacdo de micobactérias de crescimento rapido, Ringuet e
colaboradores fizeram a sequenciagao parcial de um fragmento de 441 pb do gene
hsp65 e verificaram que as sequéncias de M. abscessus, M. brumae, M. chelonae,
M. chitae, M. confluentis, M. fortuitum, M. mucogenicum, M. peregrinum, M.
senegalense e M. smegmatis eram unicas, o que permitia a distincado entre as
mesmas'**. Num estudo semelhante, efectuado por McNabb e colaboradores, foram
analisadas um total de 689 estirpes de MNT isoladas de amostras clinicas e 111
estirpes de referéncia, tendo demonstrado que este método € valido para identificar

tanto micobactérias de crescimento rapido como de crescimento lento'™®.
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Além disso, a sequenciacao do hsp65 permite diferenciar o M. chelonae do M.
abscessus, duas espécies dificeis de identificar tanto por métodos classicos como

pela sequenciacdo do gene 16S rRNA%.

3.2.1.3 16S-23S Internal Transcribed Spacer (ITS)

A analise da regiao intergenética dos genes 716S-23S rRNA [16S-23S rRNA
internal transcribed spacer (ITS)] representa um complemento a sequenciacdo do
gene 16S rRNA na diferenciacdo de espécies intimamente relacionadas. Estas
sequéncias ITS, entre o 16S rRNA e o 23S rRNA, sdo conservadas na mesma
espécie e apresentam polimorfismos inter-espécie, o que as torna um alvo molecular
por exceléncia para a identificagao'.

O ITS do género Mycobacterium exibe variagdes de comprimento e,
sobretudo, mostra um numero razoavel de substituicbes de bases e locais de
insercao ou exclusao. Este elevado grau de variagao na sequéncia do ITS permite a
discriminagao de espécies intimamente relacionadas, tais como o M. kansasii e o M.

gastri. No entanto, esta metodologia ndo permite diferenciar o M. marinum do M.

ulcerans porque ambos possuem sequéncias idénticas’.

3.2.1.4 Gene gyrB

As sequéncias do gene gyrB constituem marcadores filogenéticos uteis na
identificacdo ao nivel da espécie de varios microrganismos, incluindo o
Mycobacterium® ?'®?% Kasai e colaboradores analisaram as sequéncias gyrB de

43 isolados de 15 espécies diferentes (M. africanum, M. asiaticum, M. avium, M.
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bovis, M. gastri, M. gordonae, M. intracellulare, M. kansasii, M. malmoense, M.
marinum, M. microti, M. scrofulaceum, M. simiae, M. szulgai e M. tuberculosis) e
concluiram que as frequéncias de substituicbes eram comparaveis as das
sequéncias ITS¥. Embora através da analise das sequéncias ITS n3o seja possivel
diferenciar quatro espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis (M.
tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti), foi possivel identificar

substituicdes sindnimas nas sequéncias gyrB das mesmas®’.

3.2.1.5 Gene rpoB

O gene rpoB, que codifica a subunidade B da ARN polimerase, teve como
primeira abordagem enquanto marcador molecular na identificacdo de
micobactérias, a analise de uma regiao de 705 pb (posi¢cdes da E. coli, coddes 482—
715), em 10 espécies micobacterianas (cinco de crescimento rapido e cinco de
crescimento lento)®.

Posteriormente, foi efectuada uma analise comparativa de um fragmento de
342 pb do gene rpoB, em 44 estirpes de referéncia de micobactérias e 107 estirpes
isoladas de amostras clinicas®. Neste estudo, Kim e colaboradores conseguiram
distinguir claramente as micobactérias de crescimento rapido das de crescimento
lento, bem como, diferenciar o M. kansasii da espécie ndo patogénica M. gastri®®.
Um outro grupo, liderado por Lee, estudou um fragmento de 360 pb (posi¢des da E.
coli, 902-1261) do gene rpoB e desenvolveu um método, baseado na analise de
polimorfismos de fragmentos de restricido (PCR-RFLP) e hibridacdo dot-blot, para

diferenciar as micobactérias ao nivel da espécie'*®1%1%¢,
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A analise da sequéncia rpoB pode ser usada em paralelo com os métodos de

cultura tradicional e como complemento da andlise do 716S rRNA®.

3.2.2. Testes baseados na técnica de PCR

Varios autores tém proposto métodos baseados na técnica de PCR para a

identificacdo de micobactérias a partir de isolados clinicos.

A amplificagdo do gene dnaJ e posterior hibridagdo com sondas especificas
permitiu a diferenciagdo entre o M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare e M.
kansasii'"".

Fiss e colaboradores utilizando uma técnica de PCR, na qual incorporaram
uracilo trifosfato (UTP) marcado com digoxigenina no gene hsp65, seguida por
hibridacao reversa dot-blot e detecgao da quimioluminescéncia, identificaram o M.
tuberculosis e o M. avium®.

Através da utilizagcado dos produtos da amplificacdo do gene 16S rRNA, num
ensaio de hibridacdo com sete sondas especificas, foi possivel a deteccédo e
identificacdo do M. tuberculosis, M. avium, M. intracellulare, M. scrofulaceum, M.
xenopi, M. genavense e M. chelonae®.

O desenvolvimento de uma técnica de PCR multiplex, com seis iniciadores
para amplificar os genes 16S rRNA e MPB70, permitiu a deteccao e identificagao
das seguintes espécies de micobactérias: M. tuberculosis, M. avium e M.
intracellulare, de acordo com os tamanhos dos fragmentos amplificados®.

Vaneechoutte e colaboradores, combinaram a amplificagcdo do gene 716S rRNA

com a sua digestao, utilizando as enzimas de restricdo Cfol e Mbol. Esta estratégia
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permitiu a diferenciagdo entre o M. avium, M. chelonae, M. flavescens, M. fortuitum,
M. gordonae, M. intracellulare, M. marinum, M. nonchromogenicum, M. simiae, M.

terrae e das espécies pertencentes ao complexo M. tuberculosis'®.

3.2.3. Métodos baseados na analise de padroes de restricio do gene

hsp65 amplificado por PCR (PRA)

Kim e colaboradores, desenvolveram trés métodos de PRA (PCR - Analise de
Restricdo Enzimatica), ara o gene hsp65 (PRA-hsp65), que consistem na
amplificagdo de fragmentos deste gene e posterior digestdo por enzimas de
restricdo. A regido do gene e as enzimas de restricdo usadas variam consoante o
método.

O primeiro destes métodos, agrupa as micobactérias em cinco grupos com
padrdes PRA distintos permitindo apenas a diferenciagcao das estirpes do complexo
M. tuberculosis das MNT. Este método consiste na amplificacdo de um fragmento de
644 pb do gene hsp65, seguido de uma digestao enzimatica com a endonuclease de
restricdo Xhol*2.

O segundo método consiste igualmente na amplificagdo duma regido de 644 pb
do gene hsp65 e posterior digestdo com trés enzimas de restricdo (Avall, Hphl, e
Hpall). Tal permitiu a identificacdo de estirpes isoladas de amostras clinicas ao nivel
da espécie, bem como a distingdo entre os membros do complexo M. tuberculosis e
duas espécies do MAC (M. avium e M. intracellulare)®’.

Uma terceira abordagem permite diferenciar o M. tuberculosis das MNT através

de uma técnica de PCR duplex, em que sao amplificados dois fragmentos do gene

39



Introdugao

hsp65 com tamanhos distintos (195 e 515 pb). A identificacdo das estirpes de MNT
foi baseada na analise dos fragmentos resultantes da digestdo dum fragmento de

515 pb, utilizando as enzimas de restrigao (Avall e Haelll)®.

Telenti e colaboradores desenvolveram um método de diagndstico diferencial
para micobactérias, designado por PRA-hsp65, baseado na amplificacdo pela
técnica de PCR de 441 pb do gene hsp65, seguido de digestdo do produto
amplificado com as enzimas de restricdo BstE Il e Haelll'”®. Através da analise dos
padroes de restricdo obtidos com ambas as endonucleases de restricdo, este grupo
propds um algoritmo para identificar MNT ao nivel da espécie e da subespécie’”.

Esta técnica tem sido utilizada por varios grupos na identificacdo de
micobactérias, tendo sido descritos novos padroes PRA que permitem diferenciar
outras espécies, sub-espécies e variantes alélicas?®*'~#9:3468:99.129.168.178 * cniydo,
esta metodologia ndo permite a diferenciacdo das espécies do complexo M.
tuberculosis'’®.

Além dos padrdes descritos na literatura, foi criada a base de dados electronica

PRASITE: Identification of Mycobacteria (http://app.chuv.ch/prasite) para auxiliar na

interpretacdo dos resultados PRA. A base de dados PRASITE contém actualmente

cento e setenta e cinco padrées PRA diferentes.

3.2.4. Testes comerciais de hibridagao com sondas de ADN

Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidos métodos moleculares para a
identificacdo rapida de espécies micobacterianas. Entre estes, encontramos varias

apresentacdes comerciais (sondas de ADN) que providenciam resultados rapidos
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com uma sensibilidade e especificidade elevadas, mas que apenas identificam um

ndmero limitado de espécies®®91113

. Assim, os testes comerciais disponiveis
permitem aos laboratérios ndo especializados identificar correctamente as espécies
mais frequentes'®. Entre os testes de identificagdo a partir de cultura destacamos
alguns. O AccuProbe® Mycobacterium (Gen-Probe, Inc. San Diego, Califérnia),
inclui sondas para a confirmacao de MAC, M. avium, M. intracellulare, M. gordonae e
M. kansasii. Este sistema utiliza uma sonda de ADN de cadeia simples, marcada
com um éster de acridinio (marcador quimioluminescente), que € complementar ao
ARN ribossomal da micobactéria a identificar. A luminescéncia gerada pelo hibrido
ADN/ARN marcado é medida num luminémetro.

O GenoType® Mycobacterium (Hain Lifescience GmbH, Nehren, Germany)
permite a identificacdo das seguintes espécies de micobactérias clinicamente
relevantes: M. avium spp., M. chelonae, M. abscessus, M. fortuitum, M. gordonae,
M. intracellulare, M. scrofulaceum, M. interjectum, M. kansasii, M. malmoense, M.
peregrinum, M. marinum/M. ulcerans, o complexo M. tuberculosis e M. xenopi. Para
além destas micobactérias, ainda € possivel identificar algumas MNT menos
comuns, tais como: M. simiae, M. mucogenicum, M. goodii, M. celatum, M.
smegmatis, M. genavense, M. lentiflavum, M. heckeshornense, M. szulgai / M.
intermedium, M. phlei, M. haemophilum, M. kansasii, M. ulcerans, M. gastri, M.
asiaticum e M. shimoidei.

Esta técnica consiste na extraccao de ADN, seguida de uma amplificagcao pela

técnica de PCR-multiplex com iniciadores biotinilados e uma hibridagao reversa.
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CAPITULO Il - OBJECTIVOS

A correcta identificacdo laboratorial das micobactérias, através de
metodologias apropriadas, € essencial para o clinico fazer um diagndstico preciso.
Uma identificagdo “aproximada” pode levar a sub ou sobrevalorizagao do papel do
isolado clinico. Por outro lado, a utilizacdo de meios de cultura inadequados e/ou
condicbes culturais incorrectas podem ser responsaveis pela auséncia de
crescimento de microrganismos, que poderao ser agentes etioldgicos significativos.
Devido a falta de fiabilidade dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos das
MNT, é imperativo a sua identificagdo correcta ao nivel da espécie para prevenir
problemas tdo graves como a emergéncia de estirpes resistentes a um ou a varios
antibidticos.

Este trabalho, teve como objectivo avaliar a eficacia dos diferentes métodos
moleculares (PRA e sequenciagcao dos genes hsp65 e 16S rRNA) e caracteristicas
fenotipicas (o tempo de crescimento e pigmentagao), na correcta identificacdo das
MNT. Para tal, foi realizado um estudo numa amostra de 54 estirpes de MNT da
colecgao de estirpes bacterianas da Unidade de Micobactérias do Departamento de
Doencas Infecciosas do INSA. Pretendemos também avaliar a relevancia clinica das
espécies identificadas, tendo em conta as patologias mais frequentemente
provocadas por estes microrganismos.

Os resultados obtidos demonstram que as MNT sé podem ser correctamente

identificadas através da articulagao de varios métodos com fundamentos distintos.
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CAPITULO Ill - RESULTADOS E DISCUSSAO

4. CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

4.1. Natureza das amostras

Neste trabalho foram estudadas 54 estirpes de MNT da colecgéao de estirpes
bacterianas da Unidade de Micobactérias do Departamento de Doencas Infecciosas
(DDI), do Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), doravante
designada por coleccgao. A analise da informacgao disponivel na colecgao sobre estas
estirpes indica que em 63% dos casos as mesmas foram isoladas de amostras de
natureza desconhecida (meio de cultura sélido ou liquido). Para as estirpes isoladas
de amostras bioldgicas de natureza conhecida, observamos que 26% foram isoladas
de amostras de expectoragao, 7% de hemoculturas, 2% de secre¢des brénquicas e
2% de bidpsias de pele.

Uma vez que na maioria dos casos a natureza da amostra € desconhecida,
nao pudemos, em rigor, tecer muitas consideragdes sobre a importancia da mesma.
Contudo, com base na informacao disponivel, podemos concluir que as MNT,
embora apresentem tropismo para varios 6rgaos, tém particular apeténcia para o
aparelho respiratorio e sdo capazes de provocar bacterémias que poderéao contribuir

para a disseminagao da infecgao®*%1%,
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4.2. Relagado entre distribuicido de infeccoes de MNT e caracteristicas do

hospedeiro

O conhecimento dos principais grupos de risco e a sua distribuicdo etaria na
prevaléncia de infecgdes por MNT, é uma ferramenta importante no diagndstico
clinico. Esta parte do trabalho teve como objectivo relacionar a incidéncia de MNT
com o sexo e a faixa etaria do hospedeiro. Do total das 54 estirpes da colecgao, s6
consideramos as que provinham de doentes diferentes (n=45).

Na amostra estudada, 71% das estirpes provinham de individuos do sexo
masculino e 29% de individuos do sexo feminino. Estes resultados demonstram a
predominancia das infecgdes por MNT em individuos do sexo masculino™>.

De seguida, tentamos relacionar a incidéncia destas infeccbes com a faixa
etaria dos doentes. Neste caso, foi possivel recolher informagéo apenas para 71%
(n=32) da amostra estudada. Independentemente do sexo, o grupo com maior
incidéncia destas infec¢des é constituido por individuos com mais de 75 anos. Nos
restantes grupos etarios, a incidéncia das infecgdes por MNT variou com o sexo dos
individuos. No sexo feminino, o segundo grupo com maior incidéncia tinha idades
compreendidas entre os 55 e 64 anos, enquanto, os individuos do sexo masculino
estavam na faixa etaria imediatamente a seguir (65-74 anos), como se pode

observar na figura 2.
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Figura 2. Distribuicao das estirpes clinicas de acordo com a idade dos doentes.

O préximo passo consistiu numa tentativa de associagao entre alguns factores
epidemiologicos do hospedeiro com uma determinada espécie de MNT. Esta analise
foi baseada na informagao epidemioldgica disponivel na colecgao (sexo, idade, e
informacao clinica quando disponivel) e nos dados da literatura.

A observagcdo da tabela 2 mostra que a espécie responsavel pelo maior
numero de infecgdes € o M. avium. Uma vez que nao é clinicamente relevante
diferenciar o M. avium do M. intracellulare, embora o ultimo seja pouco prevalente na
amostra estudada, analisaremos as duas MNT em conjunto. De acordo com a
informacgao disponivel, todas as estirpes que constam da colecgao foram isoladas
de amostras provenientes de individuos imunodeprimidos com infecgdes
respiratdrias. Este facto esta de acordo com o descrito na literatura®

Os nossos resultados, no que diz respeito a faixa etaria, sdo discordantes do

que esta descrito na literatura, ndo se observando uma predominancia da incidéncia
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nos individuos com mais de 57 anos®®'*®. Tal podera resultar do facto de termos
uma amostra reduzida e composta exclusivamente por individuos imunodeprimidos.

A segunda MNT com maior numero de isolados foi o M. gordonae, que é o
contaminante mais frequente em amostras clinicas®. Os nossos resultados indicam
que esta micobactéria apresenta uma distribuicdo idéntica em ambos 0s sexos e em
todos os grupos etarios. Além disso, este resultado € concordante com o de outro
estudo desenvolvido em Portugal, numa amostra de doentes VIH negativos com
infecgdo pulmonar®. O facto de existirem na nossa coleccdo varios isolados do
mesmo doente, reforca a possibilidade de o M. gordonae ser o agente etioldgico e
nao um contaminante.

As duas espécies de MNT, M. chelonae e M. abscessus, consideradas
semelhantes entre si, juntamente com o M. fortuitum, foram identificadas na
colecgcdo 0 mesmo numero de vezes. A sua distribuicdo por sexo e idade esta de
acordo com o descrito na literatura®. Para o M. abscessus, existe ainda
concordancia com a natureza da amostra e a patologia associada (infecgao
pulmonar).

Da colecgao constavam ainda outras 10 espécies de MNT, trés delas tinham
sido recentemente descritas pela primeira vez. O M. kumamotonense foi identificado

° e 0 M. nebraskense'®® foram

pela primeira vez em 2007'"*, o M. monacense™
identificados no ano anterior. Todas as 10 espécies foram isoladas a partir de
amostras bioldgicas de individuos do sexo masculino. Uma delas, M. marinum, foi
isolada de uma bidpsia de pele, de acordo com a patogénese deste agente

etiolégico®8110:215,
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Tabela 2. Avaliacdo comparativa de factores epidemiolégicos em infecgdes por
MNT.

Micobactéria® N° de casos / Sexo Grupo Numero de

Masculino Feminino etario estirpes
M. abscessus 0 1 A 1
M. arupense ! 0 A 2
1 0 G
1 0 A
2 1 B
M. avium ! 0 C 9
0 2 D
0 1 F
0 1 G
1 0 A
M. chelonae 2 0 D 4
1 0 G
M. fortuitum 3 0 F 5
2 0 G
M. frederiksbergense 1 0 F 1
1 0 B
0 2 C
M. gordonae 0 ! D 9
1 0 E
1 0 F
2 1 G
M. intracellulare ! 0 E 2
0 1 G
M. kumamotonense 1 0 F 1
M. lentiflavum ! 0 E 3
2 0 G
M. marinum 1 0 C 1
M. monacense 1 0 G 1
M. nebraskense 1 0 E 1
M. nonchromogenicum 1 0 E 1
M. peregrinum 1 0 G 1
M. xenopi 1 0 E 1

Legenda: * Duas estirpes nao foram incluidos nesta tabela por sé ter sido possivel a identificagdo ao
nivel do complexo (MAC e complexo M. fortuitum).
(A) 25-34 anos; (B) 35-44 anos; (C) 45-54 anos; (D) 55-64 anos; (E) 65-74 anos; (F) mais de 75 anos;

(G) idade desconhecida.
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5. ANALISE DAS CARACTERISTICAS FENOTIPICAS

Esta parte do trabalho consistiu na caracterizacdo fenotipica das MNT, tendo
sido avaliado o seu crescimento a diferentes temperaturas, a velocidade a que o
mesmo ocorria € a capacidade de produzir pigmentos na presencga e/ou auséncia da
luz.

As MNT foram cultivadas em meio de cultura adequado (LJ) e incubadas as
varias temperaturas (30°, 37° e 42°C), até que fosse observado crescimento visivel.
Quando tal ocorria antes de completados 7 dias de incubagdo, a MNT era
considerada de crescimento rapido. Se ocorresse apds esse tempo, era classificada
como MNT de crescimento lento.

A incubacao as diferentes temperaturas foi efectuada em diferentes condi¢des
de luminosidade (presenca/auséncia de luz), de forma a permitir a classificagao das
micobactérias quanto a produgao de pigmento.

As espécies de MNT que originaram colonias pigmentadas apenas na presencga
de luz foram classificadas como fotocromogénicas. As que produziram pigmento
tanto na presenca como na auséncia de luz, foram classificadas como
escotocromogénicas e as que nao produziram pigmento, em nenhuma das
condigdes, foram classificadas como nao-cromogénicas.

A determinacdo das caracteristicas fenotipicas, isoladamente ou mesmo
conjugadas com testes bioquimicos, nao permite a diferenciacdo de espécies de
MNT integradas no mesmo complexo (e.g., MAC)¥®. Contudo, estas caracteristicas
podem ser um contributo valioso para a identificacdo deste tipo de microrganismo

quando conjugadas com os resultados de outros métodos, nomeadamente métodos
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moleculares. Este procedimento permite ainda detectar eventuais contaminacgbes
por outros microrganismos.

A observagdao da tabela 3 mostra que foram identificadas 34 MNT de
crescimento lento e 20 de crescimento rapido. Entre as espécies de crescimento
lento, foram detectadas micobactérias escotocromogénicas, fotocromogénicas e
nao-cromogénicas; entre as de crescimento rapido apenas foram detectadas
escotocromogénicas e nao-cromogénicas'. Estes resultados sdo concordantes com

a classificagao de Runyon™".

Tabela 3. Propriedades das estirpes de Mycobacterium estudadas.

i) Micobactérias de crescimento lento

L Relacbes térmicas Produgao de pigmento
Classificagao Total
30°C 37°C  42°C Obscuridade Luminosidade
+ + - + + 14
Escotocromogénica
+ +/- - + + 1
Fotocromogénica + - - - + 1
+ + + - - 2
+ + - - - 2
N&o-cromogénica
- + + - - 1
- + - - - 13

ii) Micobactérias de crescimento rapido

L Relagbes térmicas Produgao de pigmento
Classificagao Total
30°C 37°C 42°C Obscuridade Luminosidade
+ + + + + 1
Escotocromogénica
+ + - + + 1
+ + + - - 7
N&o-cromogénica
. . ; - - 11

Legenda: (+) indica a existéncia de crescimento ou a produgao de pigmento nas condigbes indicadas;

(-) indica a auséncia de crescimento ou a produgao de pigmento nas condigdes indicadas

' As caracteristicas fenotipicas de cada estirpe estudada s&o apresentadas no Anexo |I.
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A escassez de informacgéao relativa a natureza da amostra, da qual algumas
das estirpes da coleccado foram isoladas, ndo nos permite interpretar a relevancia

clinica das mesmas.

6. IDENTIFICAGAO MOLECULAR

A identificacdo das espécies de MNT foi realizada através da amplificagcdo de um
segmento do gene que codifica a proteina de choque térmico 65-kDa (hsp65) e de
um segmento do gene que codifica para a unidade ribossomal 16SrRNA, através
das técnicas de PCR e sequenciacado automatica.

As sequéncias consenso geradas, dos genes hsp65 e 16S rRNA, de cada
estirpe, foram comparadas com as sequéncias de nucleotidos de diversas bases de
dados, nomeadamente da GenBank. As sequéncias consenso do gene 716S rRNA
foram ainda comparadas com as sequéncias da base de dados RIDOM e EzTaxon e

as do gene hsp65 na Web Database.

6.1. Identificagcao das estirpes micobacterianas pela andlise das sequéncias

do gene 16S rRNA

A identificacdo das 54 estirpes com base na analise das sequéncias do gene
16S rRNA foi realizada através de uma reaccao de amplificagdo com iniciadores
adequados, pela técnica de PCR em tempo real, de forma a amplificar um segmento
que continha as duas regides hipervariaveis no gene: A regiao A (posi¢des na E. coli

123-273) e a regido B (posicdes na E. coli 430-500)™2.
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A analise das sequéncias do gene 16S rRNA permitiram identificar 72% (n=39)
das estirpes da colecgao ao nivel da espécie, i.e., a sequéncia era unica para
apenas uma espécie de micobactéria. Para as restantes 28% (n=15), foram obtidas
diferentes possibilidades de classificacdo ao nivel da espécie. Estas estirpes
pertenciam ao grupo M. abscessus | M. chelonae, MAC, complexo M. fortuitum, M.
ulcerans e M. marinum (Tabela 4.).

Das 39 estirpes identificadas como uma unica espécie, com similaridade entre
99-100%, trinta e trés obtiveram o mesmo resultado nas trés bases de dados (M.
avium, M. gordonae, M. fortuitum, M. lentiflavum, M. monacense, M.
nonchromogenicum e M. xenopi). As restantes seis estirpes, obtiveram pelo menos
um resultado diferente numa das bases de dados. Cinco das estirpes (M. arupense,
M. frederiksbergense, M. kumamotonense e M. nebraskense), obtiveram resultados
diferentes na base de dados RIDOM (respectivamente, M. terrae, M.
fluoroanthenivorans, M. terrae e M. malmoense). Estes resultados podem ser
explicados pelo facto desta base de dados nado ser actualizada desde 2005 e as
sequéncias destas espécies ndo estarem depositadas na mesma. A estirpe de M.
intracellulare, obteve um resultado diferente para a base de dados EzTaxon (M.

chimaera).

Esta técnica, por si s6, ndo permitiu uma correcta identificacdo ao nivel da
espécie em 15 estirpes de MNT. A identificagcao destas estirpes resultou em mais do

que uma espécie com similaridades que variaram entre 99-100%.

Destas, 10 estirpes foram identificadas como espécies pertencentes ao grupo

M. abscessus / M. chelonae (M. abscessus, M. bolletii, M. chelonae, M. abscessus
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subsp. abscessus, M. abscessus subsp. bolletii, M. massiliense e M. salmoniphilum).
O M. bolletii e M. massiliense (recentemente reclassificados como M. abscessus
subsp. bolletii), o M. abscessus e o M. chelonae, nao sao diferenciados através das
regides hipervariaveis A e B do gene?6S rRNA**1%  Estas espécies podem ser
diferenciadas entre si através da sequenciagdo do gene hsp65 e do PRA-hsp65™2.
O M. salmoniphilum pode ser diferenciado dos restantes membros do complexo

através da sequenciacdo do gene hsp652'°.

Duas das estirpes foram identificadas na base de dados Genbank, com uma
variedade de espécies pertencentes ao MAC. Para a primeira, obtivemos 100% de
similaridade para o MAC e 99% para M. arosiense, M. bouchedurhonense, M.
chimaera, M. colombiense, M. intracellulare e M. vulneris. No caso da segunda
estirpe obtivemos, 99% de similaridade tanto para o MAC, como para as restantes
espécies (M. arosiense, M. colombiense, M. intracellulare e M. marseillense). Nas
outras bases de dados (RIDOM e Eztaxon) ,estas estirpes foram identificadas como

M. intracellulare e M. marseillense.

As sequéncias 16S rRNA, de duas estirpes da colecgdo, permitiram a sua
identificacdo como espécies pertencentes ao complexo M. fortuitum. A primeira
estirpe, foi identificada na GenBank como M. fortuitum, M. neworleansense e M.
porcinum; na RIDOM como M. fortuitum e M. porcinum e na EzTaxon como M.
neworleansense e M. porcinum. A segunda estirpe, foi identificada como M.
peregrinum e M. septicum tanto na GenBank como na RIDOM e apenas como M.

septicum na Eztaxon.
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A inexisténcia de diferengas nucleotidicas nas regides hipervariaveis A e B, do
M. neworleansense e do M. porcinum, nao permite a sua distingdo por este

método™®".

A diferenciacdo entre ambos podera ser conseguida através da
observagdo minuciosa da textura das suas colénias. Quando incubados a 35°C,
durante 2 dias em meio infusdo de coragao e cérebro, suplementado com 5% de
sangue de coelho, o M. porcinum origina coldnias convexas mucoide, com bordos
regulares, enquanto o M. neworleansense origina colonias rugosas com bordos
irregulares’®’.

As sequéncias de 16S rRNA das regides hipervariaveis A e B ndo permitem
diferenciar o M. septicum do M. peregrinum'®. Contudo, alguns métodos
bioquimicos, nomeadamente a produgdo de acido a partir de i-mio-inositol e a
presenga ou nado de actividade da arilsulfatase, conjugados com o perfil de
resisténcia a alguns antibiéticos, permitem fazer a distingcao entre estas espécies. O
M. peregrinum e o M. septicum diferem entre si pela incapacidade do primeiro
produzir acido a partir do i-mio-inositol, apresentar teste de arilsulfatase positivo ao

fim de 3 dias e ser resistente a eritromicina, minociclina, doxiciclina, vancomicina e

tobramicina'®’.

Uma das estirpes da coleccdo foi identificada, nas trés bases de dados
utilizadas, como M. marinum e M. ulcerans. A distingdo entre estas duas espécies
pode ser efectuada através da observacédo da presenga ou auséncia de pigmento
nas colonias. Neste caso particular, o M. marinum é fotocromogénico permitindo a

sua diferenciagao do M. ulcerans, que € nao-cromogénico.
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Tabela 4. Resultados da identificagdo pela sequenciacdo do gene 16S rRNA.

Identificagao por sequenciacao do gene 76S rRNA nas diferentes bases de dados

GenBank® RIDOM® EzTaxon®
Espécie(s) identificada(s) - o Espécie(s) identificada(s) - o Espécie(s) identificada(s) - o
[N.° de estirpes] Similar. (%) [N.° de estirpes] Similar. (%) [N.° de estirpes] Similar. (%)
M. abscessus 100 M. abscessus 100 M. abscessus subsp. abscessus 99-100
M. bolletii M. chelonae [8] M. chelonae [2]
M. che/opge M. abscessus subsp. abscessus
M. massiliense [8] M. abscessus subsp. bolletii

M. chelonae [6]

M. arupense [2] 100 M. terrae [2] 99 M. arupense [2] 99
M. avium [10] 100 M. avium [10] 100 M. avium [10] 99-100
M. avium complex* 100 M. intracellulare [1] 100 M. marseillense [1] 100
M. arosiense 99
M. bouchedurhonense
M. chimaera
M. colombiense
M. intracellulare
M. vulneris [1]
M. avium complex 99 M. intracellulare [1] 99 M. marseillense [1] 99
M. marseillense
M. arosiense
M. intracellulare
M. colombiense [1]
M. frederiksbergense [1] 100 M. fluoroanthenivorans [1] 100 M. frederiksbergense [1] 99
M. gordonae [11] 100 M. gordonae [11] 100 M. gordonae [11] 99-100
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Tabela 4. Resultados da identificagdo pela sequenciagdo do gene 16S rRNA (Continuagao).

Identificagdao por sequenciagao do gene 76S rRNA nas diferentes bases de dados

GenBank® RIDOM® EzTaxon®
Espécie(s) identificada(s) - o Espécie(s) identificada(s) - o Espécie(s) identificada(s) - o
[N.° de estirpes] Similar. (%) [N.° de estirpes] Similar. (%) [N.° de estirpes] Similar. (%)
M. chelonae [2] 99-100 M. abscessus 99-100 M. salmoniphilum 99
M. chelonae [2] M. chelonae
M. abscessus subsp. bolletii [1]
M. abscessus subsp. abscessus 99
M. abscessus subsp. bolletii
M. chelonae [1]
M. fortuitum [6] 99-100 M. fortuitum [6] 99-100 M. fortuitum [6] 99-100
M. fortuitum . .
M. neworleansense 100 M. fortU{tum 100 M. porcinum 99
. M. porcinum [1] M. neworleansense [1]
M. porcinum [1]
M. intracellulare [1] 100 M. intracellulare [1] 100/0 M. chimaera [1] 99
M. kumamotonense [1] 100 M. terrae [1] 99 M. kumamotonense [1] 100
M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 100
M. marinum M. marinum M. marinum
M. ulcerans [1] 100 M. ulcerans [1] 100 M. ulcerans [1] 100
M. nebraskense [1] 100 M. malmoense [1] 99 M. nebraskense [1] 99
M. monacense [1] 99 M. monacense [1] 99 M. monacense [1] 99
M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100
M. peregrinum M. peregrinum .
M. septicum [1] 100 M. septicum [1] 100 M. septicum [1] 100
M. xenopi [1] 99 M. xenopi [1] 99 M. xenopi [1] 99

Legenda: * para o MAC a similaridade foi de 100% e para as restantes espécies foi de 99%.As bases de dados utilizadas na identificagdo das MNT estdo disponiveis nos

seguintes enderegos electrénicos:  GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.); "RIDOM (http:/rdna.ridom.de/); °EzTaxon (http://www.eztaxon.org/).
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6.2. Identificagcao das estirpes micobacterianas pela analise das sequéncias

do gene hsp65

A identificacdo das 54 estirpes pela analise das sequéncias do gene hsp65, foi
realizada através de uma reacgao de amplificacdo com iniciadores adequados, pela
técnica de PCR, de forma a amplificar um segmento de 440 pb do gene hsp65, que
contém os nucleétidos de interesse. Na figura 3, podem ser observados os produtos
de amplificacdo obtidos para algumas estirpes de MNT, separados por electroforese

em gel de agarose.

Figura 3. Analise electroforética do fragmento de 440 pb do gene hsp65.
Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de agarose a 1,5%, corado com
SYBR® Safe. A linha 1 corresponde a migragcdo do marcador de peso molecular, com
fragmentos de ADN compreendidos entre 100-1000pb, as linhas 2 a 7 aos fragmentos do

gene hsp65 (440pb) de diferentes amostras e a linha 8 ao controlo negativo.
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A analise das 54 sequéncias de 440 pb do gene hsp65 permitiu identificar de
forma directa 76% (n=41) das estirpes, para os restantes 22% (n=12), a analise
gerou a possibilidade de classificacdo em mais do que uma espécie. Do total das
estirpes analisadas, esta abordagem nao permitiu identificar apenas 2% (n=1) das

mesmas (Tabela 5.).

As estirpes cuja identificacdo foi igual para ambas as bases de dados
utilizadas foram: M. arupense, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae, M.
intracellulare, M. lentiflavum, M. monacense, M. nebraskense, M. neoaurum, M.

nonchromogenicum, M. peregrinum e M. xenopi.

A analise do gene hsp65 permite a diferenciacéo entre espécies intimamente
relacionadas, tais como o M. abscessus e o M. chelonae®. No nosso estudo, 6
estirpes foram identificadas como M. abscessus na base de dados Web Database;
contudo a analise das mesmas na GenBank nao permitiu a diferenciacdo entre o M.
abscessus e o M. chelonae. Este resultado pode ser atribuido ao facto de esta base
de dados permitir o depdsito de sequéncias sem a prévia validacdo da sua
qualidade™*'%?, Por outro lado, as estirpes de M. chelonae foram identificadas
correctamente em ambas as bases de dados.

Embora esta metodologia tenha permitido identificar nove estirpes da colecgao
como M. avium, em dois casos a classificacao so6 foi possivel ao nivel do MAC. Uma
estirpe identificada como M. gordonae na analise da GenBank, foi identificada na
base de dados Web Database como M. triplex. A espécie M. gordonae possui um
elevado grau de heterogeneidade na sequéncia hsp65, o que torna dificil a sua

35,68

correcta identificagdo™"". A diferenciacdo entre as duas espécies pode ser
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efectuada através da analise de caracteristicas fenotipicas. O M. ftriplex € uma

especie nao-cromogeénica, enquanto o M. gordonae € escotocromogénico.

Uma estirpe da coleccao foi identificada como M. kumamotonense em ambas
as bases de dados, mas na base de dados GenBank foi adicionalmente identificada
como M. hiberniae. Estas espécies podem ser facilmente diferenciadas entre si pela

auséncia de pigmento do M. kumamotonense.

Para uma das estirpes, a sua identificagdo foi de M. peregrinum e M.
porcinum, em ambas as bases e dados. Estas espécies podem ser diferenciadas
pelo teste de reducdo de nitratos. O resultado do teste é positivo para o M.

peregrinum e negativo para o M. porcinum®"'%,

Esta metodologia ndo permitiu identificar uma estirpe, cuja identificagdo foram
as seguintes espécies: M. pseudoshottsii, M. marinum e M. ulcerans. O M.
pseudoshottsii, possui sequéncias 716S rRNA e hsp65 muito similares ao M. marinum
e M. ulcerans™'. A diferenciagdo entre M. marinum e o M. ulcerans pode ser feita
com base na classificagdo de Runyon, uma vez que o M. marinum ¢é
fotocromogénico. Como esta caracteristica € partilhada com o M. pseudoshottsii é
necessario recorrer a outros métodos para os diferenciar, tais como analise de
acidos micélicos. No nosso estudo, a identificagao desta estirpe so6 foi possivel pela

analise da sequéncia 16S rRNA.

Os resultados obtidos por este método, foram inconclusivos para uma das
estirpes, uma vez que se obteve apenas 94% de similaridade com as sequéncias

depositadas nas bases de dados.
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Tabela 5. Resultados da identificacdo pela sequenciacdo do gene hsp65.

Identificagao por sequenciagao do gene hsp65 nas diferentes bases de dados

GenBank® Web Database”
Espécie(s) identificada(s) Similar. Espécie(s) identificada(s) Similar.
[N.° de estirpes] (%) [N.° de estirpes] (%)
M. abscessus; M. chelonae [6] 100 M. abscessus [6] 100
M. arupense [2] 100 M. arupense [2] 100
M. avium [9] 100 M. avium [9] 100

M. avium subsp. avium; M.
M. avium; M. avium complex; 100 bouchedurhonense; M. avium 100
M. bouchedurhonense [1] subsp. paratuberculosis;
M. avium; [1]

M. avium; 97 M. triplex; M. seoulens; 97
M. saskatchewanense [1] M. saskatchewanense [1]
M. chelonae [4] 100 M. chelonae [4] 98-100
M. fortuitum [5] 100 M. fortuitum [5] 100/0
M. gordonae [10] 100 M. gordonae [10] 96-100
M. gordonae [1] 99 M. triplex [1] 96
M. neoaurum [1] 98 M. neoaurum [1] 98
M. hiberniae
M. kumamotonense [1] 100 M. kumamotonense [1] 100
M. intracellulare [2] 100 M. intracellulare [2] 99-100
M. lentiflavum [3] 100 M. lentiflavum [3] 99-100
M. marinum; M. pseudoshottsi; M. marinum 99
M. ulcerans [1] 99 M. pseudoshottsi [1]
M. monacense [1] 96 M. monacense [1] 95
M. nebraskense [1] 100 M. nebraskense [1] 100
M. nonchromogenicum [1] 100 M. nonchromogenicum [1] 100
M. peregrinum [1] 100 M. peregrinum [1] 100
M. peregrinum, M. porcinum [1] 100 M. peregrinum, M. porcinum [1] 99
M. xenopi [1] 100 M. xenopi [1] 100

Inconclusivo [1]

Inconclusivo [1]

Legenda: As bases de dados utilizadas na identificagdo das MNT estdo disponiveis nos seguintes

enderegos electrénicos: ® GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov.); ®\Web-Accessible Database of hsp65

Sequences from Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info).
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7. ANALISE DE PADROES DE RESTRIGAO DO GENE hsp65 AMPLIFICADO

POR PCR (PRA)

O gene hsp65 é importante para a identificagdo das MNT, n&o so6 através da sua
sequenciacao, anteriormente descrita, como também da sua digestdo por enzimas
de restricao especificas. Neste trabalho, utilizamos as enzimas BstEll e Haelll, que

integram o protocolo da versao classica desta técnica.

7.1. Analise dos perfis de restricao dos padroes PRA

Os fragmentos amplificados de 440 pb do gene hsp65, foram submetidos a
digestdo com as endonucleases de restricdo BstEll e Haelll, que reconhecem
respectivamente, os locais de restricdo G1GTNACC e GG1CC. Os fragmentos
foram comparados com os padroes de PRA descritos na literatura e da pagina
electrénica PRAS|TE23’35’40’43’49’54’68’99’101’102’107’126’156’157’163’179’193. No Anexo |||, é
descrito o algoritmo dos padroes PRA-hsp65, baseados na analise dos fragmentos
de 441 pb do gene hsp65, das estirpes da colecgao.

Na figura 4, estdo representados alguns dos padrbes de restricao

representativos dos nossos resultados.
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Figura 4. Andlise dos perfis de restricdo dos padrdes PRA para identificar as espécies de
Mycobacterium.

Electroforese em gel de agarose a 3%, corado com SYBR® Safe. As linhas 1 e 17 correspondem ao
marcador de peso molecular, com fragmentos de ADN compreendidos entre 25-500pb. Em A) as
linhas 2 a 16 correspondem aos padrées PRA apds a digestao de diferentes amostras com a enzima
BstEll. Em B) as linhas 2 a 16 correspondem aos padrées PRA apds a digestdo de diferentes
amostras com a enzima Haelll.
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Os resultados obtidos, apenas por esta técnica, permitiram identificar 63%
(n=34) das estirpes da colec¢ao ao nivel da espécie e foram inconclusivos (sem
algoritmo descrito) em 6% (n=3) dos casos. Para as restantes estirpes, os resultados
obtidos apresentaram problemas diversos. Em 28% dos casos (n=15), foram
identificados padroes PRA que correspondem a mais do que uma espécie e em 2%
(n=1), foram observados padrées PRA muito semelhantes em diferentes espécies.

Nos restantes 2% (n=1), foram detectados padroes PRA que conjugam os dois

casos anteriormente descritos (Tabela 6.).

Das 34 estirpes identificadas apenas por este método (M. abscessus, M.
arupense, M. avium, M. chelonae, M. fortuitum, M. gordonae tipo 1,3 e 8, M.
nebraskense, M. nonchromogenicum, M. peregrinum tipo 1 e M. xenopi), sete
apresentaram padroes PRA que permitiam a identificagdo ao nivel da subespécie.
Cinco destas estirpes apresentaram padroes PRA correspondentes a M. fortuitum
subsp. fortuitum ou M. fortuitum subsp. acetamidolyticum e duas estirpes com
padréoes M. avium subsp. avium, M. avium subsp. paratuberculosis e M. avium
subsp. silvaticum. Em nenhum dos casos foi possivel a identificacdo inequivoca ao
nivel da subespécie, o que demonstra que esta técnica apresenta uma baixa
resolucao para distinguir os membros das referidas espécies. Contudo, em termos
clinicos tal ndo é relevante, uma vez que nao existe descrita qualquer distingdo em

termos de esquemas terapéuticos.
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Tabela 6. Resultados da identificacao das MNT pelo método PRA.

Padroes PRA

N® de Espécie(s) identificada(s)
estirpes
BstEll (pb) Haelll (pb)
6 235-210 145-70-60-55 M. abscessus tipo 1
2 320-115 145-60-50 M. arupense
M. avium subsp. avium tipo 1
2 235-210 130-105 M. avium subsp. paratuberculosis tipo 1
M. avium subsp. silvaticum tipo 1
9 235210 130-105-60 M. avium s.ubsp. avium tipo 2
M. colombiense tipo 1
4 320-130 200-60-55-50 M. chelonae tipo 1
M. fortuitum tipo 1
5 235-120-85 145-120-60-55 M. fortuitum subsp. acetamidolyticum
tipo 1
3 235-120-85 160-11-60 M. gordonae tipo 1
7 235-120-100 130-115 M. gordonae tipo 3
1 320-115 130-110-70-60 M. gordonae tipo 8
2 235120100  145-130-60 M. intracellulare tipo 1
M. chimaera tipo 1
320-115 130-110-70 M. kumamotonense tipo 1
1
320-115 130-115-60 M. gordonae tipo 4
M. lentiflavum tipo 1
3 440 145-130 M. florentinum tipo 1
M. simiae tipo 5
M. malmoense tipo 2
235-210 145-105-80 M. marinum tipo 1
1 M. ulcerans tipo 1
235-210 145-110-80 M. pseudoshottsii tipo 1
1 440 125-105-60 M. nebraskense tipo 1
1 235-120-85 145-60-55 M. nonchromogenicum tipo 1
1 235-210 145-140-100-50 M. peregrinum tipo 1
M. peregrinum tipo 2
1 235-210 140-125-100-50 M. porcinum tipo 1
M. septicum tipo 1
1 235-120-85 160-105-60 M. xenopi tipo 1
3 — — Inconclusivo
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Neste estudo, 15 estirpes tiveram padrboes partilhados por uma ou mais
espécie de Mycobacterium (M. avium subsp. avium tipo 2 e M. colombiense tipo 1;
M. intracellulare tipo 1 e M. chimaera tipo 1; M. lentiflavum tipo 1, M. florentinum tipo
1 e M. simiae tipo 5; M. peregrinum tipo 2, M. porcinum tipo 1 e M. septicum tipo 1).

No caso das estirpes do MAC, este método nao permite a diferenciacdo ao
nivel da espécie entre alguns elementos (M. colombiense / M. avium e M.
intracellulare | M. chimaera), que apresentam padrdes PRA idénticos.

No caso do M. avium / M. colombiense, a sequéncia 16S rRNA unica do
primeiro permite a sua diferenciacdo ndao sé do M. avium como dos restantes
membros do complexo'?*. Ja no caso do M. intracellulare | M. chimaera o gene 16S
rRNA é idéntico ndo permitindo fazer a diferenciagao. Contudo como as sequéncias
do gene hsp65 sao distintas, apesar dos padroes de restricdo idénticos, a

diferenciacdo também é possivel'.

Os resultados da analise PRA para trés estirpes da colecgéo, avangcavam trés
possibilidades de classificagdo: M. florentinum, M. lentiflavum ou M. simiae. Embora
o M. florentinum tenha uma sequéncia do gene hsp65 Unica, tem um padrao PRA
igual ao do M. lentiflavum, que pode ser diferenciado usando uma terceira enzima de
restricdgo Hhal'®. Este é um caso em que a caracterizagdo fenotipica,
concretamente a produgado de pigmento, complementa os resultados do método de
identificacdo molecular e permite a diferenciagcao entre as trés espécies. O M. simiae
é fotocromogénico, o M. lentiflavum é escotocromogénico, apresentando coldnias
amarelas em oposicao a auséncia de pigmento nas colénias do M. florentinum (nao-

cromogeénico).

64



Resultados e discusséo

Neste trabalho, tivemos ainda duas estirpes da colec¢gdo para as quais este
método forneceu trés hipoteses de classificagcdo em espécies diferentes. No primeiro
caso, a estirpe poderia ser classificada como M. peregrinum tipo 2, M. septicum tipo
1 ou M. porcinum tipo 1.

Como foi referido anterior neste trabalho (pag. 54), as sequéncias de 16S
rRNA das regides hipervariaveis A e B ndo permitem diferenciar o M. septicum do M.
peregrinum'®®. Contudo, alguns métodos bioquimicos, conjugados com o perfil de
resisténcia a alguns antibiéticos, permitem fazer a distingdo entre estas espécies'®.
Um terceiro teste bioquimico, a reducéo de nitratos, permite a diferenciacédo entre o
M. porcinum e o M. peregrinum. O resultado do teste & positivo para o M.

peregrinum e negativo para o M. porcinum®"'%,

Algumas espécies apresentam padroes PRA muito semelhantes. Neste
estudo, tal foi observado para o M. kumamotonense tipo 1 e o M. gordonae tipo 4
que partiiham o mesmo perfil de restricdo para a enzima BstEll e que diferem
apenas em 5-10 pb para a enzima Haelll, respectivamente 130-110-70 e 130-115-
60. Uma vez mais, a producao de pigmento foi crucial para a identificacdo ao nivel
da espécie. O M. kumamotonense € nao-cromogénica e o M. gordonae é

escotocromogenica.

Para uma das estirpes foi encontrado um padrdao PRA que ,ndo sé
corresponde a mais do que uma espécie (M. malmoense tipo 2, M. marinum tipo 1 e
M. ulcerans tipo 1), como ainda é muito semelhante a uma outra (M. pseudoshottsii
tipo 1). A diferenciacdo entre M. malmoense, M. marinum e o M. ulcerans pode ser

feita com base na classificagdo de Runyon, uma vez que apenas o M. marinum é
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fotocromogénico. Como esta caracteristica € partilhada com o M. pseudoshottsii
tivemos que recorrer a outros métodos para os diferenciar. A sequéncia do gene
hsp65 também n&o permitiu discriminar as duas espécies, uma vez que diferem
apenas num nucleoétido. A distingao entre estas duas espécies so6 foi possivel pela
andlise da sequéncia 716S rRNA, conjuntamente com a caracteristica fenotipica,

producao de pigmento.

Esta técnica, como todas as técnicas baseadas na analise do ADN, apresenta
a vantagem de ser mais célere do que os métodos de identificagcdo classica.
Relativamente a analise das sequéncias, apresenta a vantagem de ser mais
facilmente implementada num laboratério com poucos recursos tecnoldgicos e
financeiros. Qualquer laboratério com capacidade para realizar amplificagdo de
ADN, digestao do mesmo e separacgao dos fragmentos resultantes por electroforese
a pode implementar.

Esta facilidade de implementacdo da técnica resultou em algumas
desvantagens. A utilizagdo de diferentes protocolos por diferentes laboratérios, nao
existindo uniformidade e.g., nos tempos de migracao dos fragmentos, voltagens
aplicadas, entre outros, resultou no aparecimento de diferentes algoritmos para uma

mesma espécie, com igual sequéncia hsp65 na regido analisada®>*%81%,

O facto desta técnica se basear no reconhecimento de determinados locais de
restricdo e no tamanho dos fragmentos originados, independentemente da sua
composicao nucleotidica, acarreta algumas desvantagens. Um mesmo padrao PRA
pode ser originado por espécies diferentes, independentemente da sua sequéncia

do gene hsp65 (440 pb) ser ou nao diferente, desde que partilhem os mesmos locais
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de restricdo. Um padrao PRA semelhante pode resultar da digestdao de sequéncias
diferentes com locais de restrigao distintos, para uma ou ambas as enzimas, que
originam fragmentos com tamanhos semelhantes.

Outra dificuldade associada a esta técnica, deriva da existéncia de espécies
com elevada taxa de polimorfismos nesta regiao, originando multiplos padroes PRA
para uma mesma espécie (e.g., M. gordonae), o que dificulta a interpretacdo dos
resultados obtidos®. A inexisténcia de padrées PRA para as novas espécies

emergentes torna dificil a correcta identificacdo das mesmas>>*°®.

8. RESULTADOS GLOBAIS

Nesta parte do trabalho, pretendemos comparar os resultados obtidos através
das varias metodologias utilizadas na identificacdo das 54 estirpes da colecgao,
designadamente: sequenciacdo dos genes 16S rRNA e hsp65 e PRA-hsp65. Os
resultados obtidos por cada uma das técnicas mencionadas sao apresentados na

tabela 7 e sao descritos para cada estirpe no Anexo IV.

Das estirpes estudadas, nao foi possivel identificar, com a metodologia utilizada
neste trabalho, duas estirpes até ao nivel da espécie. Ambas foram identificadas

como pertencentes a um complexo: MAC e complexo Mycobacterium fortuitum.

Apenas quatro espécies de MNT foram identificadas de forma inequivoca e
concordante quer pela técnica de sequenciacao dos genes 16S rRNA e hsp65 como
pelo PRA-hsp65. As espécies incluidas neste grupo foram o M. arupense, M.

nebraskense, M. nonchromogenicum e M. xenopi.
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A sequenciagao dos genes 16S rRNA e hsp65 permitiu identificar as estirpes
pertencentes as seguintes espécies: M. arupense, M. avium, M. fortuitum, M.
gordonae, M. lentiflavum e M. monacense, embora, aparentemente, os resultados

nao fossem concordantes.

Os resultados obtidos podem ser divididos em trés categorias. Na primeira,
colocamos as estirpes que obtiveram a mesma classificagdo para os dois genes em
todas as bases de dados (M. lentiflavum e M. monacense). A segunda, inclui as
espécies para as quais a classificacao obtida para um dos genes foi discordante,
pelo menos, numa das bases de dados utilizadas. Este € o caso do M. arupense que
na base de dados RIDOM é classificado como M. terrae. Tal resulta de, nesta base
de dados, néao ter sido depositada nenhuma sequéncia de M. arupense, alertando
para a necessidade de as bases de dados serem permanentemente actualizadas.
No outro caso, enquadra-se uma estirpe classificada como M. gordonae em todas as
bases de dados, excepto na Web Database, que a classificou como M. triplex. Esta
estirpe foi identificada como M. gordonae, ndo com base nestes dados mas na

analise PRA discutida mais adiante neste texto.

As duas estirpes para as quais o gene hsp65 nao apresentou capacidade
discriminatéria ao nivel da espécie, foram incluidas na terceira categoria. Neste
caso, a classificacdo ao nivel da espécie foi atribuida com base nos resultados da
sequenciacao do gene 16S rRNA. Uma estirpe cuja identificagao final foi M. avium,
foi identificada por este método como varias espécies pertencentes ao MAC. O outro
caso foi um M. fortuitum, para o qual nado foi possivel obter uma identificagao

precisa, tendo o resultado final sido considerado inconclusivo. Esta estirpe
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apresentou 100% de similaridade na GenBank, com uma estirpe identificada apenas
ao nivel do género, em células mononucleares do sangue periférico de um doente
com SIDA. A analise do seu padrdao PRA-hsp65 também nao foi conclusiva uma vez

que nao coincidiu com nenhum padréo descrito.

A analise dos resultados obtidos com o PRA-hsp65 das estirpes acima referidas,
originou para uma das espécies de MNT, identificada correctamente em todas as
bases de dados pelas sequéncias de ambos o0s genes, um padrao PRA
desconhecido. Uma possivel explicacdo para este facto sera a estirpe em causa, o
M. monacense, apresentar algum polimorfismo que origine padrbes PRA diferentes
dos publicados, a semelhanca do descrito para outras micobactérias (e.g., M.

gordonae)®,

As estirpes identificadas como M. avium, M. fortuitum e M. lentiflavum
apresentaram um padrao PRA que € partilhado por mais que uma espécie de
micobactéria. Relativamente ao M. gordonae, o PRA-hsp65 identificou
correctamente todas as estirpes analisadas. Curiosamente, a estirpe que foi
identificada como M. ftriplex na Web Database, possui o perfil de restricido do M.

gordonae tipo 8.
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Tabela 7. Sumario dos resultados da identificacdo pelos métodos moleculares

Sequenciagao do gene 76S rRNA

Sequenciagao do gene hsp65

GenBank?

RIDOMP

EzTaxon®

GenBank?

Web Database®

Resultados e discusséo

PRA-hsp65

Resultado

M. abscessus
M. chelonae
M. bolletii
M. massiliense

(6]

M. abscessus
M. chelonae

(6]

M. abscessus subsp.

abscessus

M. abscessus subsp. bolletii

M. chelonae

[3]

M. abscessus subsp.

abscessus
M. chelonae

(1]

M. abscessus
M. chelonae

(6]

M. abscessus

(6]

M. abscessus 1

(6]

M. abscessus

(6]

M. arupense [2]

M. terrae [2]

M. arupense [2]

M. arupense [2]

M. arupense [2]

M. arupense [2]

M. arupense [2]

M. avium subsp.
avium 1

M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. M. avium
[2] [2] [2] 2] [2] paratuberculosis 1 2]
M.avium
subsp.silvaticum1 [2]
M. avium [7] M. avium [7]
M. bouchedurhonense M. avium subsp.
M. avium M. avium [8] M. avium M. avium M. avium subsp. avium 2 M. avium
[8] ’ [8] M. avium complex paratuberculosis M. colombiense 1 [8]
M. bouchedurhonense M. avium subsp. [8]
[1] avium
(1
M. arosiense M. seoulens
M. avium complex M. avium M trivlex M. avium subsp. M. avium
M. colombiense M. intracellulare M. marseillense M. saskatchewanense® - P e avium 2 )
M. intracellulare 1] M. saskatchewanense complex

M. marseillense

(1]

(1]

(1]

(1]

M. colombiense1

(1]

(1]
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Tabela 7. Sumario dos resultados da identificacdo pelos métodos moleculares (Continuagao).

Sequenciagao do gene 76S rRNA

Sequenciagao do gene hsp65

GenBank?

RIDOMP

EzTaxon®

GenBank?

Web Database®

Resultados e discusséo

PRA-hsp65

Resultado

M. chelonae

(2]

M. abscessus
M. bolletii
M. chelonae
M. massiliense

(2]

M. abscessus

M. chelonae

(4]

M. abscessus subsp.

bolletii
M. chelonae
M. salmoniphilum

(1]

M. abscessus subsp.

abscessus

M. abscessus subsp.

bolletii
M. chelonae

(1]

M. abscessus subsp.

abscessus
M. chelonae

(1]

M. abscessus subsp.

abscessus

M. abscessus subsp.

bolletii
M. chelonae

(1]

M. chelonae

(4]

M. chelonae

(1]

M. chelonae®

(1]

M. chelonae

(2]

M. chelonae 1

(4]

M. chelonae

(4]

M. fortuitum
[6]

M. fortuitum
[6]

M. fortuitum
[6]

M. fortuitum
[5]

M. fortuitum
[5]

M. fortuitum 1
M. fortuitum subsp.
acetamidolyticum

(3]

Inconclusivo [1]

Inconclusivo [1]

Inconclusivo [1]

M. fortuitum
[6]

M. fortuitum
M. porcinum
M. neworleansense

(1]

M. fortuitum
M. porcinum

(1]

M. porcinum
M. neworleansense

(1]

M. peregrinum
M. porcinum

(1]

M. peregrinum
M. porcinum

(1]

M. peregrinum 2
M. porcinum 1
M. septicum 1

(1]

M. fortuitum
complex

(1]
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Tabela 7. Sumario dos resultados da identificacdo pelos métodos moleculares (Continuagao).

Sequenciagao do gene 76S rRNA

Sequenciagao do gene hsp65

Resultados e discusséo

PRA-hsp65 Resultado
GenBank® RIDOM" EzTaxon® GenBank® Web Database*
M. frederiksbergense M. fluoroanthenivorans M. frederiksbergense M. neoaurum® M. neoaurum® Inconclusivo fred 'kAZ'
[1] [1] rederiksoergense

(1]

(1]

(1]

(1]

(1]

M. gordonae

(1]

M. gordonae
(11]

M. gordonae

(1]

M. gordonae
(11]

M. gordonae [3]

M. gordonae 1 [3]

M. gordonae® [7]
M. triplex® [1]

M. gordonae 3 [7]

M. gordonae 8 [1]

M. gordonae
(11]

M. arosiense
M. avium complex
M.bouchedurhonense

M. chimaera

M. colombiense
M. intracellulare

M. vulneris

(1]

M. intracellulare

(1]

M. intracellulare

(2]

M. marseillense

(1]

M. chimaera

(1]

M. intracellulare

(2]

M. intracellulare

(2]

M. chimaera 1
M. intracellulare 1

(2]

M. intracellulare

(2]

M. kumamotonense

(1]

M. terrae

(1]

M. kumamotonense

(1]

M. kumamotonense

M. hiberniae

(1]

M. kumamotonense

(1]

M. kumamotonense

(1]

M. gordonae 4 [1]

M

kumamotonense

(1]

M. lentiflavum

(3]

M. lentiflavum

(3]

M. lentiflavum

(3]

M. lentiflavum

(3]

M. lentiflavum

(3]

M. florentinum 1
M. lentiflavum 1
M. simiae 5

(3]

M. lentiflavum

(3]
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Tabela 7. Sumario dos resultados da identificacdo pelos métodos moleculares (Continuagao).

Sequenciagao do gene 76S rRNA Sequenciagao do gene hsp65 PRA-hsp65 Resultado
GenBank® RIDOM" EzTaxon® GenBank® Web Database*
M. malmoense 2
, , . M. marinum . M. marinum 1
M. marinum M. marinum M. marinum . M. marinum ,
M. pseudoshottsi . M. ulcerans 1 M. marinum
M. ulcerans M. ulcerans M. ulcerans M. pseudoshottsi
M. ulcerans [1] [1
(1] (1] (1] 1] (1]
M. pseudoshottsii 1
(1]
M. monacense M. monacense M. monacense M. monacense® M. monacense® Inconclusivo M. monacense
(1] (1] (1] (1] (1] (1] (1]
M. nebraskense M. malmoense M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense 1 M. nebraskense
(1] (1] (1] (1] (1] (1] (1]
M. M. M. M. M. M. M.
nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum1  nonchromogenicum
[1] [1] [1] [1] [1] [1] (1l
M. peregrinum M. peregrinum . . . ,
M. septicum M. septicum M. seq)t/cum M. pertigr/num M. pertigr/num M. peregrinum 1 [1] M. pertigr/num
1 it [1] [1] [1] [1]
M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi 1 M. xenopi

(1] (1] (1] (1] (1] (1] (1]

Legenda: As bases de dados utilizadas na identificagdo das MNT estdo disponiveis nos seguintes enderecos electrénicos: ?GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov.); °RIDOM (http://rdna.ridom.de/); *EzTaxon (http://www.eztaxon.org/) “Web-Accessible Database of hsp65 Sequences from

Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info), °ldentificado uma percentagem de similariedade inferior a 99% e [n] corresponde ao

numero de estirpes.
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Neste estudo, foi possivel verificar algumas das limitagbes anteriormente
mencionadas na identificacdo das seguintes estirpes: M. abscessus, M. chelonae, M.
frederiksbergense, M. intracellulare, M. kumamotonense, M. marinum e M.

peregrinum.

A sequenciacdo do fragmento (neste caso = 600 pb), com as regides hiper-
variaveis A e B, do gene 16S rRNA, nado permitiu a diferenciacédo entre o M.
abscessus e 0 M. chelonae, a excepgao de duas estirpes de M. chelonae que foram
correctamente identificadas na GenBank. A sequenciacdo do fragmento de 440 pb
do gene hsp65, também nao permitiu a distingao destas duas espécies na base de
dados da GenBank, mas foi possivel identificar correctamente todas as estirpes de
M. abscessus na Web Database. As estirpes de M. chelonae foram diferenciadas em
ambas as bases de dados, embora uma das estirpes tenha apresentado uma
similaridade inferior a 99% na Web Database.

O PRA-hsp65 permitiu identificar de forma inequivoca, todas as estirpes de M.

abscessus e de M. chelonae.

A estirpe identificada como M. frederiksbergense pelo gene 16S rRNA, obteve a
identificacdo de M. neoaurum com o gene hsp65. Estas duas espécies sao
filogeneticamente préximas e escotocromogénicas, pelo que ndo sao passiveis de
diferenciacdo com base nas caracteristicas fenotipicas. O padrao PRA foi
igualmente inconclusivo. A identificagcao pelo gene hsp65 foi de M. neoaurum, com
similaridade de 98% na GenBank e Web Database, com 10 ou 8 pb de diferenca,
respectivamente. Deste modo, foi valorizada a identificagdo obtida através da

sequéncia do gene 716S rRNA, em que se obteve 100% de similaridade para o M.
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frederiksbergense. Também neste caso, a base de dados RIDOM nao tem nenhuma

sequéncia de M. frederiksbergense.

Duas estirpes foram identificadas como M. intracellulare. O gene hsp65
demonstrou ser mais preciso na identificacdo destas estirpes. Na sequenciacao do
gene 16S rRNA foi observada alguma ambiguidade nos resultados. Embora ambas
tenham sido identificadas na base de dados RIDOM como M. intracellulare, na
EzTAxon uma foi identificada como M. marseillense e a outra como M. chimaera
(ambas pertencentes ao MAC). Curiosamente, na GenBank, uma das estirpes foi
identificada como M. intracellulare, enquanto a outra foi identificada como varias
espécies de MNT todas pertencentes ao MAC. O padrao PRA de ambas as estirpes

resultou em duas espécies: o M. chimaera tipo 1 e M. intracellulare tipo 1.

A estirpe identificada como M. kumamotonense, foi erradamente identificada
como M. terrae na base de dados RIDOM, uma vez mais devido a falta de
actualizacdo da mesma. Quanto a identificagdo através da sequéncia do gene
hsp65, esta estirpe foi identificada como M. kumamotonense em ambas as bases de
dados, e adicionalmente como M. hiberniae na GenBank. A existéncia de padrdes
de restricdo muito semelhantes € uma das limitagdes da técnica PRA, que pode
induzir em erro na identificacdo da espécie em estudo. Neste caso, os padrdes de
restricdo para a enzima BstEIlll eram iguais e diferiam apenas em 5-10 pb para a
enzima Haelll. As espécies com os padrdes de restricdo semelhantes foram o M.
kumamotonense tipo 1 e M. gordonae tipo 4. Neste caso, a producdo de pigmento

foi essencial para a correcta identificagcado ao nivel da espécie. Tanto o M. hiberniae
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como o M. gordonae sao escotocromogeénicas e o M. kumamotonense € nao-

cromogénico.

A producao pigmento também teve um papel crucial na identificagdo da estirpe
identificada como M. marinum. Tanto a sequenciagao dos genes 16S rRNA e hsp65,
como o PRA-hsp65, nao permitiram uma identificacdo precisa para esta estirpe
quando utilizados isoladamente. O 716S rRNA nao diferenciou entre M. marinum e M.
ulcerans e a sequéncia do gene hsp65 identificou adicionalmente como M.
pseudoshottsii. Nesta estirpe, foi observado um padrao PRA que corresponde a
mais do que uma espécie (M. malmoense tipo 2, M. marinum tipo 1 e M. ulcerans
tipo 1) e um outro muito semelhante (M. pseudoshottsii tipo 1).

Sendo o M. marinum e o M. pseudoshottsii fotocromogénicos, a identificacdo
desta estirpe foi feita através da analise da sequéncia 716S rRNA, conjuntamente

com a classificagao de Runyon.

Por ultimo, a estirpe de M. peregrinum obteve resultados ambiguos na
identificacdo pelo gene 16S rRNA: M. septicum na base de dados EzTaxon e M.
peregrinum e M. septicum nas restantes bases de dados (GenBank e RIDOM). O
gene hsp65, mais uma vez, demonstrou ter maior poder de resolugao e tanto a sua
sequenciacao como o PRA, identificaram esta estirpe, sem ambiguidades como M.

peregrinum.

A eficiéncia dos diferentes métodos moleculares (PRA-hsp65 e sequenciagao
dos genes hsp65 e 16S rRNA) na identificacdo de MNT foi avaliada isoladamente e
quando complementados com a avaliagado duma caracteristica fenotipica (produgao

ou auséncia de pigmento).
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Esta analise elegeu a sequenciagdo do gene hsp65 como a técnica mais
precisa (Figura 5.). Outra conclusao retirada foi que a analise da produgao de
pigmento, quando utilizada em conjunto com os meétodos moleculares, potencia a
precisao de identificacdo das estirpes para os diferentes métodos. A técnica que
mais beneficiou desta associagao foi o PRA-hsp65, que sofreu um incremento de

7% quando complementada com a caracteristica fenotipica.
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Figura 5. Comparacao da eficiéncia dos métodos moleculares usados isoladamente vs.
combinados com métodos fenotipicos.

Numero de estirpes identificadas, expresso em percentagem, através da sequenciagao do
gene 16S rRNA e gene hsp65 PRA-hsp65) e em conjunto com uma caracteristica
fenotipica(produgao ou auséncia de pigmentacgao).

Legenda: C.F. — caracteristica fenotipica (presenca ou auséncia de pigmentagao).

Quando se comparou a eficiéncia dos varios métodos moleculares entre si foi
possivel observar que a utilizagdo de apenas um alvo molecular (gene hsp65) pelas

diferentes técnicas, permitiu apenas identificar 89% das estirpes de MNT (Figura 6.).
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A sequenciagdo dos genes 16S rRNA e hsp65, quando utilizadas em conjunto,
permitiram identificar 94% das estirpes estudadas. Este numero ndo aumentou
quando se combinaram os trés métodos moleculares utilizados. Contudo, a
utilizacdo de caracteristicas fenotipicas (neste caso, presenga ou auséncia de
pigmentacdo) em conjunto com os métodos moleculares permitiu aumentar o

numero de estirpes identificadas.

Seq. 165 rRNA e hsp65 94
Seq. 165 rRNA + PRA- 83
hsp65
Seq. hsp65 + PRA-hsSp65 89
Seq. 165 rRNA e hsp65 + 04
PRA-hsp65
Seq. 165 rRNA e hsp65 + %6
PRA-hSp65 + CF.
0 25 50 75 100
Estirpes identificadas (%)

Figura 6. Comparagao entre os diferentes métodos moleculares vs. caracteristica fenotipica.
Percentagem de identificagdo das estirpes através da sequenciacdo do gene 76S rRNA e
gene hsp65, PRA-hsp65) e em conjunto com uma caracteristica fenotipica.

Legenda: C.F. — caracteristica fenotipica (presenca ou auséncia de pigmentagao).

O exposto anteriormente, demonstra claramente que as técnicas utilizadas
apresentam limitagées na identificagcdo de MNT ao nivel da espécie. Assim, para a
identificacdo de espécies destes microrganismos, é necessario a utilizagédo de mais
do que um gene como marcador molecular e, muitas vezes, complementar a analise

genotipica com a fenotipica. A sequenciagao de fragmentos dos genes 716S rRNA e
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hsp65, ndao permite a diferenciacdo de algumas espécies de micobactérias. A
sequenciacao integral do gene permite a identificagdo de algumas MNT. Contudo,
uma vez que algumas estirpes possuem sequéncias iguais ou idénticas (1 ou 2
nucledtidos de diferenga) para um determinado gene, esta estratégia ndo é
suficiente. Este facto realga a necessidade de utilizar varios marcadores moleculares
em simultaneo.

O gene hsp65 é outro marcador molecular muito utilizado que apresenta
algumas vantagens sobre o gene 716S rRNA. Entre elas, encontramos a capacidade
de diferenciacdo entre espécies intimamente relacionadas, tais como o M.
abscessus e 0 M. chelonae; M. szulgai e o M. malmoense e entre M. kansasii e o M.
gastri®®. Esta diferenciagdo é dificil de ser conseguida com a analise do gene 16S
rRNA, devido a pequena variagdo na sequéncia®. A analise das sequéncias 16S
rRNA nao permite a discriminagdo entre as seguintes espécies de MNT: M.
abscessus | M. chelonae; M. avium / M. intracellulare; M. peregrinum / M. septicum;

M. kansasii / M. gastri: M. marinum / M. ulcerans'*®174192.212,

Embora seja raro, algumas estirpes de micobactérias (complexo M. terrae e M.
celatum) tém duas copias do gene 16S rRNA com diferentes sequéncias no mesmo

microrganismo'?®"39,

Nestes casos, € necessario ter alguns cuidados na
interpretacdo dos resultados devido aos polimorfismos na sequéncia. A analise do

gene hsp65, conhecido como um gene de copia unica, pode resolver esse problema.

As bases de dados utilizadas na interpretacdo dos resultados da sequenciagao
também levantaram alguns problemas. No nosso estudo, observamos que uma

mesma sequéncia, duma determinada MNT, deu origem a diferentes classificacbes
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ao nivel da espécie, consoante a base de dados utilizada. Um outro problema,
particularmente relevante para as novas espécies, reside na desactualizagdo das

bases de dados, nomeadamente da GenBank e da RIDOM '8,

De acordo com a descrigao de Tortoli, as bases de dados genéticas podem ser
agrupadas em dois grandes grupos: as controladas e as néo controladas'®.

No nosso estudo, utilizamos bases de dados pertencentes a ambos os grupos. A
GenBank pertence ao primeiro grupo e as restantes (RIDOM, EzTaxon e Web
Database) ao segundo grupo.

As sequéncias submetidas na GenBank carecem de validagcdo, tanto na
qualidade das sequéncias, como na actualizagao da classificagcdo taxonémica das
micobactérias. Entre as deficiéncias encontradas, salientamos a existéncia de
“espécies” com designacdes nao validadas, espécies mal classificadas e em alguns
casos a classificagdo ficou limitada ao género®'®'%2. Como nao existe um controlo
das sequéncias submetidas nesta base de dados, sequéncias idénticas podem dar
percentagens de similaridade diferentes'®®. Deste modo, é possivel obter uma
identificacdo perfeita a partir de uma sequéncia com baixa qualidade. Além disso,
esta base de dados contém uma enorme quantidade de sequéncias com falhas, o
que pode levar a erros na identificacdo, porque mesmo que as sequencias estejam
correctas, a pontuagao mais alta pode ser dada a uma sequéncia com similaridade

de 99% se o tamanho do fragmento submetido for maior'®?.

Embora as bases de dados controladas incluam sequéncias com excelente

qualidade e correctamente caracterizadas, a sua utilizagdo € limitada devido a
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desactualizacdo das mesmas (RIDOM) e pela exclusdo de sequéncias que nao

pertencam a estirpes de referéncia (EzTaxon e Web Database).

O hsp65 pode ser utilizado ndo s6 em técnicas de sequenciagdo, mas também
numa técnica designada por PRA. Esta técnica consiste na digestdao enzimatica do
produto de amplificacdo do gene e na analise dos fragmentos resultantes. Embora o
PRA-hsp65 apresente a vantagem de ser uma técnica de baixo custo, que permite a
diferenciacdo entre M. abscessus / M. chelonae e M. fortuitum / M. peregrinum>*
também apresenta algumas desvantagens. Entre estas, salientamos a falta de
uniformidade nos protocolos para a electroforese, o que resulta no aparecimento de
diferentes algoritmos para uma mesma espécie, com igual sequéncia hsp65 na
regido analisada®>**%1%° Qs algoritmos PRA publicados apresentam padrdes que
diferem dentro de uma faixa de 5-15 pb, o que torna a interpretagao dos resultados

dubia®.

Este método requer um software apropriado para determinar o tamanho dos
fragmentos, expresso em pb, resultantes da digestdo pelas enzimas. Esta
ferramenta é particularmente importante para a analise dos fragmentos originados
pela enzima Haelll, que estdo dependentes de polimorfismos que originam

fragmentos menores que 200 pb>*.

A existéncia de espécies com elevada taxa de polimorfismos na regido de
interesse, 0 que origina multiplos padrées PRA para uma mesma espécie (e.g., M.
gordonae), dificulta a interpretacdo dos resultados obtidos®. As espécies com
significado clinico, como o M. avium e o M. kansasii, ttm entre 5 a 6 padroes PRA

distintos. Esta variabilidade pode resultar numa elevada frequéncia de padrdes
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ambiguos e de dificil interpretagdo®. Outras dificuldades resultam da existéncia de
padroes de restricdo partilhados por mais que um espécie, de padrées PRA
semelhantes para espécies diferentes e na inexisténcia de padroes PRA para as
novas espécies emergentes, o que torna dificil a correcta identificagcdo das

mesmas 268100

Um laboratorio que pretenda implementar a técnica PRA-hsp65 para a
identificacdo de MNT, deve comecgar por analisar estirpes de referéncia

3449 o validar o seu

representativas das principais espécies isoladas localmente
protocolo (preparagcdo do gel, marcadores de peso molecular apropriados e
condigdes de corrida)'®. Os tamanhos das bandas dos fragmentos devem ser
determinados através de soffware adequado (e.g., QuantyOne)**. Os padrdes
obtidos devem ser comparados com os algoritmos publicados na literatura ou que
constam do PRASITE, a fim de resolver pequenas diferencas e construir uma tabela
personalizada para utilizagdo interna. A analise PRA-hsp65 € mais rapida e
fidedigna que os métodos fenotipicos, sendo particularmente eficaz na resolugéao
das espécies patogénicas mais comuns®*. No entanto, ¢ possivel aumentar a
precisao da identificagdo por esta técnica, através da andlise de certas

caracteristicas fenotipicas (e.g., producéo de pigmento)'®.
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CAPITULO IV - Concluséo e perspectivas futuras

A correcta identificagcao das estirpes de MNT presentes em amostras clinicas &
crucial para o diagndstico. Uma vez que estes microrganismos s&o maioritariamente
ambientais, o laboratério deve informar o médico do contexto em que a amostra foi

colhida, de forma a que este possa avaliar a relevancia clinica do mesmo.

Do ponto de vista da analise laboratorial este trabalho demonstrou que um
resultado fidedigno s6 €& conseguido através da combinagcdo de metodologias
diferentes. Todos os métodos actualmente disponiveis, tanto os baseados nas
caracteristicas genotipicas como nas fenotipicas, apresentam vantagens e
desvantagens que foram discutidas anteriormente. Contudo, quando combinados,
permitem superar algumas das desvantagens e maximizar as vantagens. Por
exemplo, enquanto o PRA-hsp65 pode falhar na identificacdo de algumas estirpes,
outras podem nao ser correctamente identificadas pela sequenciagao de fragmentos
do gene 16S rRNA ou do hsp65. As caracteristicas culturais basicas, apesar da sua
morosidade (taxa de crescimento e produgdo de pigmento), podem ajudar na
confirmagdo da identificagdo molecular, na deteccdo de culturas mistas, e

classificagao de espécies com padroes PRA-hsp65 iguais.

Um aspecto muito relevante para o sucesso na identificacdo das MNT reside
na formacdo dos analistas. Estas micobactérias sdo microrganismos emergentes
cujo numero aumenta continuamente. Assim, o analista deve estar

permanentemente actualizado relativamente as alteragbes taxonomicas e
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familiarizado ndo s6 com as técnicas laboratoriais, mas também com as ferramentas

maioritariamente informaticas, que permitem a interpretacédo dos resultados.

A principal conclusdo deste trabalho é que apés ter sido estabelecido no
laboratério um procedimento para a identificacdo de MNT constituido por um
conjunto de metologias validadas € crucial a criagdo duma base de dados robusta
com todos os resultados obtidos. Esta base de dados permitira ao laboratério ndo sé
validar os seus proprios resultados como proceder a sua actualizagdo quando e.g.,

sao identificadas novas espécies com relevancia clinica.
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CAPITULO V - Materiais e métodos

1. CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Foram estudadas 54 estirpes isoladas de 45 doentes diferentes, tendo como
critério de selecgdo nao pertencerem ao complexo Mycobacterium tuberculosis. As
estirpes de MNT utilizadas neste estudo foram isoladas em Portugal, durante os

anos de 2008 e 2009 e integram a coleccao de estirpes bacterianas do DDI-INSA.

2. IDENTIFICAGAO FENOTIPICA

A correcta identificagdo das micobactérias depende da pureza das culturas. Uma
cultura micobacteriana contaminada pode originar resultados falso-positivos ou
negativos nos testes de identificagdo. O recurso a coloracéo de Ziehl-Neelsen de um
esfregaco da cultura permite verificar se a mesma esta contaminada e se é

composta ou nao por bacilos acido-alcool resistente (BAAR).

2.1. Cultura em meio sélido e manutencao das estirpes de MNT

Um tubo contendo a estirpe conservada a -80°C foi descongelado e semeado,
em duplicado, em meio de Lowenstein-Jensen (LJ). A incubagao foi efectuada as
temperaturas de 30, 37 e 42°C até se observar um crescimento visivel. Um dos

tubos foi utilizado para extraccado de ADN e preparagao da cultura para avaliagao
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das caracteristicas fenotipicas e o outro para congelar a estirpe de forma a repor a
colecgao.

A manutencado das culturas foi efectuada através da transferéncia de uma
ansa de colonias de MNT do meio de LJ para um tubo de criopreservacédo contendo
300 pl de agua destilada estéril e armazenadas a -80°C até posterior utilizagao.

Nestas condigdes as micobactérias permanecem viaveis durante anos.

2.2. Preparacao da suspensao bacilar

A partir de UFC em meio solido, foi feita uma suspensdo com o cerca de
12x10® UFC/ml (MacFarland 4). As coldnias foram colocadas num tubo estéril com
cerca de 15 esferas de vidro (5 mm de didmetro) e foram homogeneizadas
suavemente com o auxilio de um vortex durante cerca de 30 s. De seguida foram
adicionados 0,5 ml de agua destilada estéril e a suspensao foi homogeneizada com
o auxilio de um voértex durante 10 s. Por fim foram adicionados mais 4,5 ml de agua
destilada estéril e foi repetido o procedimento de homogenizagao. Esta suspenséao
bacilar foi utilizada para a determinacdo da producao de pigmento, presenca ou

auséncia de crescimento as temperaturas de 30, 37 e 42°C e tempo de crescimento.

2.3. Crescimento das culturas de MNT a diferentes temperaturas

Para determinar as relagbes térmicas das MNT foi verificada a presenca ou
auséncia de crescimento de culturas incubadas a diferentes temperaturas. Para tal,

foram inoculados 0,2 ml da suspenséao bacilar em trés tubos contendo meio de LJ.
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Estes tubos foram incubados as temperaturas de 30, 37 e 42°C até ser observado

crescimento visivel.

2.4. Tempo de crescimento das culturas de MNT

O tempo de crescimento deve ser determinado em culturas com coldnias bem
isoladas, i.e., sem desenvolvimento confluente. Deste modo, foi ajustada a turvagao
da suspensao bacilar anteriormente preparada, juntando agua destilada estéril até
igualar a opacidade do padrao n°1 da escala de MacFarlan. Foram inoculados 0,2 ml
da suspensao em trés tubos contendo meio de LJ e incubados as temperaturas de
30, 37 e 42°C. O aparecimento de colénias nos tubos foi verificado com uma
periodicidade semanal. As culturas que apresentaram crescimento visivel em menos
de 7 dias foram registadas como micobactérias de crescimento rapido. Aquelas para
as quais o crescimento foi detectado apds mais de 7 dias foram registadas como

MNT de crescimento lento.

2.5. Producao de pigmento das culturas de MNT

A produgao de pigmento e as condigcdes de aparecimento sdo propriedades
caracteristicas das micobactérias. As espécies cujas colonias adquirem cor (que
pode variar do amarelo ao laranja) quando expostas a luz sdo designadas por
fotocromogénicas; as escotocromogénicas produzem pigmento quando cultivadas
tanto na auséncia como na presencga da luz e as nao-cromogénicas apresentam
colénias geralmente nao pigmentadas (cor creme) tanto na auséncia como na

presenca da luz.
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A partir da suspensao padronizada (MacFarlan 1) foram efectuadas diluicbes
decimais até 103, Para tal, foram adicionados 0,5 ml da suspensao inicial a 4,5 ml
de agua destilada (10™"). Para a diluicdo 10, foram adicionados 0,5 ml da diluicdo
10" a 4,5 ml de agua destilada e assim sucessivamente.

Foram semeados 2 tubos de LJ com 0,2 ml de da diluigao 10 de modo a se
obterem culturas bem isoladas. Os tubos foram embrulhados com papel de aluminio
e incubados as diferentes temperaturas (30°, 37° e 42°C).

Quando se observou crescimento visivel, o tubo incubado na obscuridade foi
exposto a luz, com a tampa desenroscada. A exposicdo a luz duma lampada
fluorescente colocada a cerca de 30 cm de altura foi mantida durante duas horas. De
seguidamente o tubo foi novamente colocado, meio roscado, na estufa. Foi registado
se ocorreu formacgao de pigmento nas culturas mantidas na presenca de luz. No dia
seguinte o aspecto das UFC dos dois tubos foi comparado e foi registado se

aparecia ou nao pigmentacao nas culturas mantidas na obscuridade.

3. IDENTIFICAGAO MOLECULAR

Para a identificagdo das espécies micobacterianas foi efectuada a amplificagao e
sequenciacao de um segmento do gene que codifica a proteina de choque térmico
65-kDa (hsp65) e de um segmento do gene que codifica para a unidade ribossomal

16SrRNA através das técnicas de PCR e sequenciagao automatica.
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3.1. Extracg¢ao de ADN genémico

A extraccdo de ADN genomico foi realizada utilizando o kit comercial
QlAamp® DNA Mini (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha), de acordo com as
instru¢des do fabricante.

A extraccdo de ADN gendmico de cada estirpe foi realizada a partir da cultura
em meio soélido LJ. Em resumo, as culturas foram transferidas com o auxilio de uma
ansa para um tubo estéril rolhado, ressuspendidas em 180 ul de tampao ATL e
incubadas durante 10 min a 95°C. De seguida foram adicionados 20 pl de
Proteinase K. O tubo foi incubado a 56°C até lise completa (1-2h). Apds a lise
celular, foram adicionados 200 ul de tampao AL. O conteudo do tubo foi
homogeneizado, por agitagao no voértex e foi a incubar a 70°C por 10 min. Apds esse
periodo foram adicionados 200 ul de etanol 96-100%. O conteudo do tubo foi
homogeneizado, por agitagdo no vortex e transferido na totalidade para uma coluna
QlAamp Mini Column com um tubo colector de 2 ml e centrifugado a 6.000 xg
(Centrifuga 5415D, Eppendorf) durante 1 min. O tubo colector foi descartado e a
coluna tranferida para um tubo colector limpo ao qual se adicionou 250 pl de tampéo
AW1. Este foi centrifugado como anteriormente. Este procedimento foi repetido mais
uma vez apos o que se adicionaram, por duas vezes, 250 pl de tampao AW2 e se
centrifugou primeiro a 6.000 xg, 1 min e depois a 16.000 xg, 3 min. O tubo colector
foi entao rejeitado e a coluna tranferida para um tubo colector limpo. Foi efectuada
uma nova centrifugacgao (6.000 xg, 1 min) para eliminar qualquer vestigio de solugao
de lavagem. Para a eluicdo do ADN, a coluna foi transferida para um tubo cénico de
1,5 ml com tampa, foram adicionados 50 ul de tampao AE e centrifugou-se (6.000

xg, 1 min). O ADN extraido foi conservado a -20°C até ao momento da utilizagao.
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3.2. Amplificagcao de um fragmento do gene hsp65

Os iniciadores (doravante designados por primers) utilizados para amplificar o
fragmento de 440 pb do gene hsp65 (entre as posigcdes 398 e 836 da sequéncia
publicada) sdo descritos na tabela 8'°.

A mistura para a reacgao de PCR foi preparada, numa camara de fluxo laminar
vertical (Telstar Mini V/PCR), para um volume final de 50 pl. A sua composic¢ao era a
seguinte: 5 yl (entre 10-50 ng) de ADN; 10% de Glicerol; tampao de PCR 1X [(10
mM Tris-HCI pH8,3; 50 mM KCL; 1,5 mM MgCly; 0,001% (p/v) gelatin) (Applied
Biosystems Inc., Foster City, EUA)]; 1,5 mM de MgCl, (Applied Biosystems Inc.,
Foster City, EUA); 200 uM de cada dNTP (Bioline Ltd, Londres, Reino Unido); 0,5
MM de cada primer (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha); 1U Taqg DNA Polimerase
(Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA) e um volume de agua destilada estéril
suficiente para perfazer o volume final de 50 ul. Em cada ensaio foi usado um
controlo negativo no qual o volume de ADN foi substituido por agua destilada.

A reaccao de amplificagao foi realizada num Termociclador GeneAmp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems Inc., Foster City, EUA) e consistiu numa
desnaturacao inicial (5 min a 94°C), precedido de 45 ciclos constituidos por uma
desnaturacédo (1 min a 94°C), uma hibridagdo dos primers (1 min a 60°C) e uma
extensdo (1 min a 72°C) e, com um ciclo de extensao final (10 min a 72°C). O

produto amplificado foi conservado a -20°C até a sua utilizacao.

90



Materiais e Métodos

Tabela 8. Primers utilizados para amplificar o gene hsp65

Primer Sequéncia 5’ —3’ Tm (°C) Referéncia
Tb11 ACCAACGATGGTGTGTCCAT 63,68 76
Tb12 CTTGTCGAACCGCATACCCT 63,73

A eficiéncia da amplificagdo foi avaliada através duma electroforese dos
produtos de amplificagdo num gel de agarose 1,5% (m/v) (Invitrogen S.A, Barcelona,
Espanha) corado com SYBR® Safe (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha). Em cada
poco foram aplicados 7 ul de amostra ou de um marcador de peso molecular
HyperLadder™ |V (100 - 1000 pb) (Bioline Ltd, Londres, Reino Unido). As amostras
sao constituidas por 3 yl de cada produto amplificado, 2 pl de tampéao de aplicagéo
(0,25% Azul bromofenol; 0,25% Xileno cianol; 15% Ficoll; 120 mM EDTA) e 2 ul
H,O; e o controlo por 0,5 ul de marcador de peso molecular, 2 ul de tampao de
aplicagao e 4,5 ul de agua.

A migracao do ADN no gel foi efectuada em tampé&o Tris/Borato/EDTA pH 8
(doravante designado por TBE: 4,45 mM Tris-base; 4,45 mM acido bérico; 0,125 mM
EDTA;) com uma voltagem constante de 100 V (Fonte de alimentacao - Pharmacia)
durante cerca de 30 min. No final, o gel foi observado no Transiluminador Gel Doc
2000 (Bio Rad Laboratories Ltd.) e a sua imagem foi registada. O produto de PCR foi
utilizado para sequenciagdao e digestdo enzimatica com as enzimas de restricao

BstEll e Haelll.
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3.3. Amplificagcao de um fragmento do gene 76S rRNA

Os primers (Tabela 9) utilizados na amplificacdo do fragmento de 976 pb do
gene 16S rRNA foram desenhados com recurso ao software Beacon Designer 7.0
(Premier Biosoft International, Palo Alto, USA).

A reaccao de PCR foi realizada num termociclador Light Cycler versao 5.32
(Roche Biochemicals, Mannheim, Germany). A reac¢ao de amplificacao foi realizada
num volume final de 15 ul contendo: 2 pyl DNA master SYBR Green [DNA Master
SYBR Green Kit (Roche Diagnostic)]; 4 mM MgCly; 0,3 pM de cada primer
(Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha); 5 ul (= 25 ng) de ADN e um volume de agua
destilada estéril que permita perfazer o volume final da reac¢do. Em cada ensaio
foram introduzidos um controlo negativo e um controlo positivo constituidos por agua
destilada e ADN de uma estirpe de referéncia Mycobacterium avium (ATCC 25291).

As condi¢des de amplificagcao foram as seguintes: desnaturacéao inicial (10 min
a 95°C) seguida de 32 ciclos de hibridagcado (5 s a 61°C) e extensao (39 s a 72°C)
com aquisicdo da fluorescéncia emitida a 530 nm, seguido de um programa de
curvas de fusdao (doravante designado por melting) durante 30 s a 60°C. A
amplificagdo terminou com o arrefecimento durante 30s a 40°C. O produto
amplificado foi conservado a -20°C até a sua utilizacao.

A confirmacao da eficiéncia da amplificacdo foi feita através da analise das

curvas de amplificacéo e de melting.
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Tabela 9. Primers utilizados para amplificar o fragmento do gene 716S rRNA

Primer Sequéncia 5 —3’ Tm (°C) Posicdo (pb)’
16S F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 63,61 8 a 27
16S R GTAAGGTTCTKCGCGTTGC 63,64 984 a 966

'no gene 16S rRNA da Escherichia coli

3.4. Sequenciagao dos genes hsp65e 16S rRNA

Os produtos de amplificacdo obtidos foram purificados com o kit JETQUICK
PCR Purification Spin (Genomed GmbH, Léhne, Alemanha), segundo instrugbes do
fabricante. Resumidamente, para 30 pl de amostra adicionou-se 120 pl da solugéo
H1 (tamp&o de ligagado a coluna). O volume total foi transferido para uma coluna de
purificacado, centrifugado a 18.000 xg (Centrifuga 5415D, Eppendorf) durante 1 min,
tendo sido rejeitado o eluido. Foi realizada outra centrifugagao (1 min a 15.000 xg) e
desprezou-se o eluido. Foram adicionados 500 pl da solugdo H2 (tampao de
lavagem) reconstituida previamente com etanol a coluna e centrifugou-se (1 min a
15.000 xg). A coluna de purificacado foi depois transferida para um tubo colector de
1,5 ml ao qual se adicionou 30 pl de tampao TE (tampao de eluicdo). Este foi
centrifugado 2 min a 15.000 xg. O produto purificado foi conservado a -20°C até a
sua utilizagao.

Os produtos purificados foram posteriormente sujeitos a sequenciagao
enzimatica. Os primers utilizados na reacgao e sequenciacao foram os descritos nas
tabelas 8 e 9. Para o gene 16S rRNA (mais de 600 pb) foram preparadas duas

misturas, uma com o primer forward, outra com o primer reverse.
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A reacgao de sequenciacado foi realizada para um volume final de 10 ul
contendo 2 ul de Big Dye® Terminator 1.1 (Applied Biosystems, Inc.), 1 yl de cada
primer (0,5 yM), um volume de ADN compreendido entre 0,5 e 7 pl correspondendo
a 2,5 a 10 ng de ADN purificado e agua destilada estéril, quando necessaria para
completar o referido volume. O programa de sequenciacao consistiu num ciclo inicial
de desnaturagcdo (30 s a 96°C), seguido de 25 ciclos constituidos por uma
desnaturacao (10 s a 96°C), uma hibridacao (5 s a 50°C) e uma extensao (4 min a
60°C). Estas reacgdes foram realizadas num termociclador GeneAmp: PCR System
9700 (Applied BioSystems, Inc.).

Apods a reacgao de sequenciagcdao os produtos foram centrifugados a baixa
rotacdo e sujeitos a sequenciagdo automatica num sequenciador ABI PRISM®
3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Inc.) na Unidade de Tecnologia e
Inovagao do INSA.

As sequéncias de nucleédtidos dos genes hsp65 e 16S rRNA, foram analisadas
recorrendo  ao programa BioEdit Sequence Alignment Editor 7.0.9.

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

As sequéncias consenso geradas, de cada estirpe, foram comparadas com as
sequéncias de nucledtidos da base de dados do GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) recorrendo a aplicacdo BLAST, Basic Local Alignment

Search Tool (http://blast.ncbi.nIm.nih.qov/BIast.cqi)”. Adicionalmente, as sequéncias

consenso do gene 16S rRNA serdo comparadas com as sequéncias da base de

dados EzTaxon (http://www.eztaxon.org/) e RIDOM - The Ribosomal Differentiation

of Microorganisms (http://rdna.ridom.de/) e as do gene hsp65 na base dados Web-
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Accessible Database of hsp65 Sequences from Mycobacterium Reference Strains

(http://msis.mycobacteria.info)®"°"7°.

4. ANALISE DE PADROES DE RESTRIGAO DO GENE hsp65 AMPLIFICADO

POR PCR (PRA)
4.1. Digestao do ADN com as enzimas de restricao BstEll e Haelll

Apods a amplificagao, procedeu-se a digestao dos produtos de PCR, positivos
para a presencga dos fragmentos de 440 pb do gene hsp65, com a endonuclease de
restricdo BstEll (Roche Diagnostic) que reconhece o local de restricdo G1GTNACC
e com a endonuclease de restricao Haelll (Roche Diagnostic) que reconhece o local
de restricao GG1CC.

A mistura reaccional, para cada enzima, foi realizada num volume final de 15
Ml contendo: 1,25 pl de tampao da enzima [10X SuRE/Cut Buffer M (Haelll) ou B
(BstEIl) (Roche Diagnostic)]; 0,5 pl de enzima de restricao (BstEll ou Haelll); 10 pl
de ADN e agua destilada estéril. A digestao foi efectuada durante 90 minutos em
tubos selados, de forma a minimizar as perdas por evaporagao, a 60°C para a

enzima BstE ou a 37°C para a enzima Haelll.

4.2. Analise da digestao do fragmento do gene hsp65 pelas enzimas BstEll e

Haelll

A eficiéncia da digestao do fragmento do gene hsp65 foi efectuada através da

monitorizagdo da migracdo das amostras (10 pl dos produtos da reacgao
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adicionados de 4 pl de tampéo de aplicagdo) e do controlo (marcador de peso
molecular HyperLadder™ V com fragmentos de ADN de 25-500 pb (Bioline Ltd,
Londres, Reino Unido), num gel a 3,0% de MetaPhor® Agarose (Cambrex Bio
Science Rockland, Inc.) em tampao TBE 0,5X. A migracao foi efectuada a 120V
(Fonte de alimentacao - Pharmacia) durante cerca 2,5h. O gel foi corado com 5 ul de
SYBR® Safe DNA Gel Stain (10,000x) (Invitrogen S.A, Barcelona, Espanha) e
visualizado no Transiluminador Gel Doc 2000 (Bio Rad Laboratories Ltd.) tendo a
sua imagem sido registada. De forma a minimizar erros no calculo dos tamanhos
dos fragmentos das amostras inerentes a migracao das amostras no gel procedeu-
se a aplicagdo do marcador em ambas as extremidades do gel.

Os tamanhos das bandas dos fragmentos foram estimados através do programa
QuantyOne 4.3.0 (Bio Rad Laboratories Ltd.), cuja normalizagéo foi feita usando o
marcador de peso molecular como referéncia. Os fragmentos foram comparados

com os padrdes de PRA descritos na literatura e através da pagina electrénica

PRASITE23,35,40,43,49,54,68,99,1 01,102,107,126,156,157,163,179,1 93.
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Anexo |: Classificagdao das espécies de MNT de acordo com o risco de infecgao

Tabela 10. Classificagdo das espécies MNT de acordo com o risco de infecgdo em seres

humanos (Grupos de Risco | e Il).

Grupo de Risco |

Grupo de Risco ll

agri

. aichiense

alvei

aurum

. austroafricanum
bohemicum
botniense
brumae

chitae
chlorophenolicum
chubuense
confluentis
cookii
diernhoferi
doricum

duvalii

fallax

. frederiksbergense
gadium

gilvum
gordonae
hassiacum
hiberniae
hodleri

. holsaticum
komossense
lacus

ST RXETRERXEEREEREREEREREYE

. madagascariense

M. mageritense

M. moriokaense
M. murale

M. neoaurum

M. obuense

M. parafortuitum
M. parmense

M. peregrinum

M. phlei

M. poriferae

M. psychrotolerans
M. pulveris

. rhodesiae
sphagni

terrae

. thermoresistibile
. tokaiense

. triviale

tusciae

SIS

. vanbaalenii

. abscessus

. asiaticum
avium

. boenickei
branderi
brisbanense
canariasense
celatum
chelonae
chimaera
conspicuum
elephantis
farcinogenes
flavescens
fortuitum
gastri
genavense
goodii
haemophilum
heckeshornense
. heidelbergense
houstonense
immunogenum
. interjectum
intermedium

. intracellulare

. kansasii

SSESSSSSSSSSXSSXSSXESESXESERXESEEXERXEERXEERXEER

. kubicae

. lentiflavum

. lepraemurium
malmoense
marinum
monacense
montefiorense
mucogenicum
neworleansense
nonchromogenicum
novocastrense
palustre
parascrofulaceum
paratuberculosis
porcinum
saskatchewanense
scrofulaceum
senegalense
septicum
shimoidei

shottsii

simiae

smegmatis
szulgai

triplex

vaccae

SN S R R R R R R R R R R R E R R R R

. wolinskyi
M. xenopi
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Tabela 11. Espécies MNT que ainda nao foram classificadas (2011).

M. algericum

M. aromaticivorans
M. arosiense

M. arupense

M. aubagnense

M. bolletii

M. colombiense

M. conceptionense
M. cosmeticum

M. crocinum

M. europaeum

M. florentinum

M. fluoranthenivorans
M. insubricum

M. kumamotonense
M. kyorinense

M. llatzerense

M.

massiliense

M.
M.

nebraskense
noviomagense

M. pallens

M. phocaicum

M. pseudoshottsii

M. pyrenivorans

M.

SSSXSXESEXEERE

riyadhense
rufum
rutilum

. salmoniphilum

senuense
seoulense
setense
sherrisii

. shinjukuense
. stomatepiae
. vulneris

Tabela 12. Espécies de Mycobacterium pertencentes ao grupo de risco Il

Grupo de Riscol lll

M. bovis
M. leprae
M. microti

M. pinnipedii
M. tuberculosis

M. ulcerans
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Anexo Il — Caracteristicas fenotipicas das estirpes estudadas

Tabela 13. Propriedades das estirpes de Mycobacterium.

D Relago6es térmicas Cresc. Pigmento Class.
30°C 37°C 42°C + 7dias Obsc. Lum. Runyon
E1 - + - + - - CLN
E2 + + - - - - CRN
E3 + + + - - - CRN
E4 + + - + + + CLE
E5 - + - + - - CLN
E6 - + - + - - CLN
E7 + + - + + + CLE
ES + + + - - - CRN
E9 + + - - - - CRN
E10 + + + + - - CLN
E11 + + + + - - CLN
E12 + + - - - - CRN
E13 + + - - - - CRN
E14 - + + + - - CLN
E15 + + - - - - CRN
E16 + + - + + + CLE
E17 + + - + + + CLE
E18 + + - + + + CLE
E19 + + - + + + CLE
E20 + + + - - - CRN
E21 + + + - - - CRN
E22 + +/- - + + + CLE
E23 + + - + - - CLN
E24 - + - + - - CLN
E25 + + - + + + CLE
E26 + + + - - - CRN
E27 + + + - + + CRE
E28 + + - + + + CLE
E29 + + - + + + CLE
E30 + + - + + + CLE
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Tabela 13.Propriedades das estirpes de Mycobacterium (Continuacao).

D Relago6es térmicas Cresc. Pigmento Class.
30°C 37°C 42°C + 7dias Obsc. Lum. Runyon
E31 - + - + - - CLN
E32 + + - - - - CRN
E33 + + - - + + CRE
E34 + + - - - - CRN
E35 + + - + + + CLE
E36 + + - + - - CLN
E37 + + - - - - CRN
E38 + + - - - - CRN
E39 + + - + + + CLE
E40 + + + - - - CRN
E41 - + - + - - CLN
E42 + + - + + + CLE
E43 - + - + - - CLN
E44 - + - + - - CLN
E45 - + - + - - CLN
E46 - + - + - - CLN
E47 - + - + - - CLN
E48 - + - + - - CLN
E49 + - - + - + CLF
E50 + + - - - - CRN
E51 + + - - - - CRN
E52 + + - + + + CLE
E53 - + - + - - CLN
E54 + + + - - - CRN

Legenda: ID: identificagdo da estirpes; + resultado positivo; - resultado negativo; CLE (Crescimento
Lento Escotocromogénica); CLF (Crescimento Lento Fotocromogénica); CLN (Crescimento Lento
Nao-cromogénica); CRE (Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN (Crescimento Rapido Nao-

cromogeénica).
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Anexo lll — Algoritmo dos padroes PRA-hsp65

Anexos

. . . Class.
BstEll Haelll Espécie Tipo Runyon
195 90 60 M. confluentis 1 CRN
180 145 M. gilvum 1 CRE
175 90 60 M. gadium 1 CRE
175 90 M. tusciae 1 CLE
170 130 M. triviale 1 CLN
160 90 60 M. vaccae 1 CRE
160 85 55 M. flavescens 3 CRE
145 130 M. florentinum 1 CLN
145 130 M. lentiflavum 1 CLE
440 145 130 M. simiae 5 CLF
145 90 60 50 M. komossense 1 CRE
145 90 60 M. parafortuitum 1 CRE
145 70 60 55 M. brumae 1 CRN
140 100 60 50 M. holsaticum 1 CRE/CRN
140 60 50 M. novocastrense 1 CRF
140 55 50 M. flavescens 1 CRE
135 130 65 M. duvalii 1 CRE
130 115 70 60 M. aurum 2 CRE
130 105 70 M. szulgai 1 CLE
125 105 60 M. nebraskense 1 CLE
265 130 M. leprae 1
200 70 60 55 M. immunogenum 2 CRN
200 60 55 50 M. chelonae 1 CRN
160 110 M. haemophilum 1 CLN
145 70 60 55 M. immunogenum 1 CRN
320 130 140 130 50 M. elephantis 1 CRE
140 95 80 M. cosmeticum 1 CRE
140 90 80 M. canariasense 1 CRN
140 65 60 M. mucogenicum 1 CRN
130 115 60 50 M. botniense 1 CLE
125 95 80 M. lacus 1 CLN

Figura 7. Algoritmo dos padroes PRA-hsp65 baseados na analise dos fragmentos de 441 pb do gene

hsp65. Padrées BstEll: 440 pb; 320/130 pb.

Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricao BstEIl e Haelll. Coluna 3:
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrdao PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento
Lento Nao-cromogénica; CRE-Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rapido

Nao-cromogénica. (Adapatado de35).
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L . Class

BstEll Haelll Espécie Tipo Runyon
245 140 M. fluoranthenivorans 1 CRN
195 70 60 50 M. aichiense 1 CRE
185 145 M. fallax 1 CRN
185 140 M. terrae 2 CLN
180 160 55 M. frederiksbergense 1 CRE
180 130 M. terrae 1 CLN
175 90 60 M. sphagni 1 CRN
170 140 M. neoaurum 1 CRE
170 140 M. parafortuitum 2 CRN
160 125 60 M. rhodesiae 1 CRE
145 140 60 M. diernhoferi 1 CRE
145 130 60 M. montefiorense 1 CLN
145 130 50 M. triplex 1 CLN
145 130 M. cookii 1 CLE
145 130 M. lentiflavum 2 CLE
320 15 145 130 M. simiae 4 CLF
145 80 60 M. aubagnense 1 CRN
145 65 60 M. mucogenicum 2 CRN
145 65 60 M. phocaicum 1 CRN
145 60 50 M, arupense 1 CLN
140 135 50 M. pulveris 1 CRN
140 90 60 M. chitae 1 CRN
140 90 60 M. mucogenicum 3 CRN
140 90 60 M. nonchromogenicum 2 CLN
140 60 50 M. terrae 3 CLN
130 115 60 M. gordonae 4 CLE
130 110 70 60 M. gordonae 8 CLE
130 110 70 M. kumamotonense 1 CLN
130 95 75 60 M. kansasii 5 CLF
125 105 M. genavense 1 CLN
240 120 100 |{130 70 45 10 M. noviomagense 1 CLN

Figura 8. Algoritmo dos padroes PRA-hsp65 baseados na analise dos fragmentos de 441 pb do gene
hsp65. Padrées BstEIll: 320/115 pb; 240/120/100 pb.

Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricao BstEll e Haelll. Coluna 3:
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrdao PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento
Lento Nao-cromogénica; CRE-Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rapido
Nao-cromogénica. (Adapatado de35).
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. . . Class.
BstEll Haelll Espécie Tipo Runyon
225 110 M. shottsii 1 CLN
200 90 60 M. moriokaense 1 CRN
200 70 60 50 M. abscessus 2 CRN
200 70 60 50 M. bolletii 1 CRN
200 70 60 50 M. massiliense 1 CRN
190 105 80 M. ulcerans 2 CLN/CLE
185 130 M. genavense 2 CLN
185 130 M. simiae 1 CLF
180 135 70 50 M. thermorresistibile 1 CRE
180 100 50 M. hassiacum 1 CRE
160 95 50 M. poriferae 1 CRE
160 60 50 M. austroafricanum 1 CRE
160 60 50 M. vanbaalenii 1 CRE
155 140 M. simiae 2 CLF
145 140 100 50 M. peregrinum 1 CRN
145 140 75 M. parascrofulaceum 5 CLE
145 130 95 M. scrofulaceum 1 CLE
145 130 60 M. parmense 1 CLE
145 130 M. avium subsp. avium 3 CLN
145 130 M. interjectum 1 CLE
145 130 M. intermedium 1 CLF
235 210 145 130 M. intracellulare 3 CLN
145 130 M. saskatchewanense 1 CLE
145 130 M. seoulense 1 CLE
145 130 M. simiae 6 CLF
145 110 80 M. pseudoshottsii 1 CLF
145 105 80 M. malmoense 2 CLN
145 105 80 M. marinum 1 CLF
145 105 80 M. ulcerans 1 CLN/CLE
145 105 M. bohemicum 1 CLE
145 70 60 55 M. abscessus 1 CRN
140 125 100 50 M. peregrinum 2 CRN
140 125 100 50 M. porcinum 1 CRN
140 125 100 50 M. septicum 1 CRN
140 125 60 50 M. boenickei 1 CRN
140 125 60 50 M. senegalense 3 CRE
140 115 70 M. terrae 4 CLN
140 105 80 M. intracellulare 2 CLN
140 100 60 M. kubicae 1 CLE
140 90 60 M. chlorophenolicum 1 CRE
140 90 60 55 M. chubuense 1 CRE
140 90 60 M. conspicuum 1 CLE

Figura 9. Algoritmo dos padroes PRA-hsp65 baseados na analise dos fragmentos de 441 pb do gene
hsp65. Padrdes BstEIl: 235/210 pb.
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricao BstEll e Haelll. Coluna 3:
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrdao PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento
Lento Nao-cromogénica; CRE-Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rapido

Nao-cromogénica. (Adapatado de35).
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L . Class.
BstEll Haelll Espécie Tipo Runyon
140 90 60 M. obuense 1 CRE
140 80 60 50 M. phlei 1 CRE
130 115 M. gordonae 5 CLE
130 115 M. heidelbergense 1 CLN
130 115 M. interjectum 2 CLE
130 105 80 60 M. branderi 1 CLN
130 105 80 M. kansasii 1 CLF
130 105 60 M. avium subsp. avium 2 CLN
235 210 130 105 60 M. colombiense 1 CLN
130 105 M. avium subsp. avium 1 CLN
130 105 M. avium subsp. 1 CLN
paratuberculosis
130 105 M. avium subsp. silvaticum 1 CLN
130 95 80 M. parascrofulaceum 3 CLE
130 95 M. palustre 1 CLE
130 80 60 M. celatum 1 CLN/CLE
120 115 110 M. intracellulare 4 CLN
115 105 M. asiaticum 1 CLF
180 160 M. doricum 1 CLE
175 80 M. aurum 1 CRE
160 145 60 M. agri 1 CRN
160 90 60 M. monacense 1 CRE
145 140 100 60 M. peregrinum 3 CRN
145 130 M. simiae 3 CLF
145 125 60 M. goodii 1 CRN
145 125 60 M. mageritense 1 CRN
145 125 60 M. smegmatis 1 CRN
145 100 50 M. alvei 1 CRN
145 80 60 M. murale 1 CRN
235 130 85 |140 125 60 50 M. senegalense 2 CRE
140 125 60 M. wolinski 1 CRN
140 120 95 M. gordonae 6 CLE
140 105 70 M. shimodei 1 CLN
140 80 60 M. hodleri 1 CRE
140 80 60 M. tokaiense 1 CRE
130 105 80 M. celatum 2  CLN/CLE
130 105 70 M. gastri 1 CLN
130 105 70 M. kansasii 6 CLF
130 105 M. kansasii 2 CLF
130 95 70 M. kansasii 3 CLF
130 95 M. parascrofulaceum 4 CLE

Figura 10. Algoritmo dos padroes PRA-hsp65 baseados na andlise dos fragmentos de 441 pb do
gene hsp65. Padrdes BstEll: 235/210 pb e 235/130/85 pb.
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricao BstEll e Haelll. Coluna 3:
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrdao PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento
Lento Nao-cromogénica; CRE-Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rapido

Nao-cromogénica. (Adapatado de35).
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L . Class

BstEll Haelll Espécie Tipo Runyon
160 115 60 M. gordonae 9 CLE
160 105 60 M. heckeshornense 1 CLE
155 110 M. gordonae 7 CLE
145 130 60 M. chimaera 1 CLN
145 130 60 M. intracellulare 1 CLN
235 120 100 |145 130 M. lentiflavum 3 CLE
145 105 80 M. malmoense 1 CLN
140 125 100 M. brisbanense 1 CRN
140 60 M. hiberniae 1 CLE
130 115 M. gordonae 3 CLE
130 110 95 M. gordonae 10 CLE
215 110 M. gordonae 2 CLE
180 140 50 M. senegalense 4 CRE
160 115 60 M. gordonae 1 CLE
160 105 60 M. xenopi 1 CLN
150 130 70 M. tuberculosis complex 1 CLN
145 130 M. sherrisii 1 CLN
145 120 60 55 M. fortuitum 1 CRN

M. fortuitum subsp.

145 120 60 55 acez‘amido/yl‘icump 1 CRN
145 60 55 M. nonchromogenicum 2 CLN
235 120 85 |140 125 60 55 M. conceptionense 1 CRN
140 125 60 55 M. farcinogenes 1 CLN
140 125 60 50 M. houstonense 1 CRN
140 125 60 50 M. neworleanense 1 CRN
140 125 60 50 M. senegalense 1 CRE
140 120 60 55 M. fortuitum 2 CRN
140 95 M. parascrofulaceum 1 CLE
135 90 85 M. fortuitum 3 CRN
130 115 75 60 M. kansasii 4 CLF
130 95 M. lentiflavum 4 CLE
130 95 M. parascrofulaceum 2 CLE

Figura 11. Algoritmo dos padroes PRA-hsp65 baseados na andlise dos fragmentos de 441 pb do
gene hsp65. Padrdes BstEll: 235/120/100 pb e 235/120/85 pb.
Coluna 1 e 2: tamanho dos fragmentos gerados pelas enzimas de restricao BstEll e Haelll. Coluna 3:
nome da espécie de Mycobacterium. Coluna 4: tipo de padrdao PRA-hsp65. Coluna 5: CLE-
Crescimento Lento Escotocromogénica; CLF-Crescimento Lento Fotocromogénica; CLN-Crescimento
Lento Nao-cromogénica; CRE-Crescimento Rapido Escotocromogénica; CRN-Crescimento Rapido

Nao-cromogénica. (Adapatado de35).
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Anexo IV- Resultados da identificagao das estirpes

Tabela 14. Sumario dos resultados da identificagéo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos.

Métodos moleculares

Métodos fenotipicos

hsp65 £ Relagoes o ) Resultado
ID. 16S rRNA © | térmicas (°C) |E % final
Web PRA-hsp65 | J 5 e @
a
GenBank® RIDOM" EzTaxon® GenBank b © ~ |30 | 37 | 42 |2 |O
Database (3 o

E1 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1

E2 M. chelonae M. chelonae M. salmoniphilum M. chelonae M. chelonae M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae

M. abscessus M. chelonae
M. abscessus
subsp. bolletii
E3 M. fortuitum M. fortuitum M. neworleansense M. peregrinum M. peregrinum M. peregrinum 2 + + + + N CRN M. fortuitum
complex
M. neworleansense M. porcinum M. porcinum M. porcinum M. porcinum M. porcinum 1
M. porcinum M. septicum 1

E4 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - AlL  CLE M. gordonae

E5 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1

E6 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1

E7 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - AlL  CLE M. gordonae

140



Anexos

Tabela 14. Sumario dos resultados da identificacdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagao)

Métodos moleculares Métodos fenotipicos
ID 16S rRNA hsp65 £ _RelagGes o | .. Resultado
. ® 0 térmicas (°C) = E final
: .© )
) ConBank® Web PRA-hsp65 § 5 g @
a c enBan ~ R O
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 37 42 & o
E8 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum
M. fortuitum subsp.
acetamidolyticum 1
E9 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus
subsp.
abscessus
M. bolletii M. chelonae M. abscessus M. chelonae
subsp. bolletii
M. chelonae M. chelonae
M. massiliense
E10 M. M. . M. M. . M. . M. - + + + N CLN M.
nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum nonchromogenicum  nonchromogenicum nonchromogenicum1 nonchromogenicum
E11 M. M. terrae M. M. M. M. - + + + N CLN M.
kumamotonense kumamotonense Kumamotonense kumamotonense  kumamotonense kumamotonense
M. hiberniae
E12 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus
subsp.
abscessus
M. bolletii M. chelonae M. chelonae M. chelonae
M. chelonae

M. massiliense
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificagdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagéo)

Métodos moleculares

Métodos fenotipicos

ID 16S rRNA hsp65 £ _RelagGes ° | Resultado
. o | térmicas (°C) € = final
Web PRA-hsp65 | ¢ 35 g | @
a b c GenBank® o~ 2| 06
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 37 42 & o
E13 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. chelonae M. chelonae M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae
subsp.
abscessus
M. bolletii M. chelonae M. chelonae
M. chelonae
M. massiliense
E14 M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi M. xenopi 1 - - + + N CLN M. xenopi
E15 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus v + + + - N CRN M. abscessus
subsp.
abscessus
M. bolletii M. chelonae M. chelonae M. chelonae
M. chelonae M. abscessus
subsp. bolletii
M. massiliense
E16 M. M. M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - A CLE M. lentiflavum
lentiflavum
M. florentinum 1
M. M. simiae 1
E17 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E18 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificacdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagao)

Métodos moleculares

Métodos fenotipicos

D 16S rRNA hsp65 £ ’Re!agoeos o . Resultado
. ® 0 térmicas (°C) 3 = final
- N w
) ConBani® Web PRA-hsp65 § 5 £ @
a c enBan ~ 2 O
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 37 42 & ()
E19 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E20 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum
M. fortuitum subsp.
acetamidolyticum 1
E21 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum
M. fortuitum subsp.
acetamidolyticum 1
E22 M. nebraskense M. malmoense M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense M. nebraskense 1 - + - - A CLE M. nebraskense
E23 M. arupense M. terrae M. arupense M. arupense M. arupense M. arupense 1 - + + - N CLN M. arupense
E24 M. avium M.intracellulare M. marseillense M. intracellulare M. intracellulare M. intracellulare 1 - - + - N CLN M. intracellulare
complex
M.bouchedurhonense M. chimaera 1

M. arosiense

M. chimaera

M. colombiense

M. intracellulare

M. vulneris
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificagdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagéo)

Métodos moleculares Métodos fenotipicos
D 16S rRNA hsp65 £ _Relagoes ° | Resultado
. o o | térmicas (°C) c = final
Web PRA-hsp65 | ¢ 5 g | 9
a b c GenBank® o~ 2| G
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 | 37 | 42 & o
E25 M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - E CLE M. lentiflavum
M. florentinum 1
M. simiae 1
E26 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum Inconclusivo Inconclusivo Inconclusivo + + + + N CRN M. fortuitum
E27 M. monacense M. monacense M. monacense M. monacense M. monacense®  Inconclusivo + + + + A CRE M. monacense
E28 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E29 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E30 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae® M. gordonae 3 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E31 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M.bouchedurhonense M. avium subsp. M. colombiense 1
avium
M. avium complex M. avium subsp.
paratuberculosis

M.bouchedurhonense
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificacdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagéo)

Métodos moleculares

Métodos fenotipicos

ID 16S rRNA hsp65 £ _RelagGes ° | Resultado
. ® 0 térmicas (°C) c = final
; © o
) ConBank® Web PRA-hsp65 § 5 g @
a c enBan ~ 2 o
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 | 37 | 42 & o
E32 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus
subsp. abscessus
M. bolletii M. chelonae M. abscessus M. chelonae
subsp. bolletii
M. chelonae M. chelonae
M. massiliense
E33 M. M. M. Inconclusivo M.
frederiksbergense fluoroanthenivorans frederiksbergense M. neoaurum® M. neoaurum® + + + - A/L  CRE fréder,ksbergense
E34 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus
subsp. abscessus
M. bolletii M. chelonae M. abscessus M. chelonae
subsp. bolletii
M. chelonae M. chelonae
M. massiliense M.immunogenum
E35 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. triplex® M. gordonae 8 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E36 M. arupense M. terrae M. arupense M. arupense M. arupense M. arupense 1 - + + - N CLN M. arupense
E37 M. peregrinum M.peregrinum M. septicum M. peregrinum M. peregrinum M. peregrinum 1 + + + - N CRN M. peregrinum
M. septicum M. septicum
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificagdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagéo)

Métodos moleculares Métodos fenotipicos
D 16S rRNA hsp65 £ _Relagoes ° | Resultado
. ® 0 térmicas (°C) € = final
: .© )
) ConBank Web PRA-hsp65 § 5 g @
a c enBan ~ R O
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 37 42 & o
E38 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. abscessus 1 + + + - N CRN M. abscessus
subsp.
abscessus
M. bolletii M. chelonae M. abscessus M. chelonae
subsp. bolletii
M. chelonae M. chelonae
M. massiliense
E39 M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum M. lentiflavum 1 - + + - A CLE M. lentiflavum
M. florentinum 1
M. simiae 5
E40 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum
E41 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1
E42 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E43 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1
E44 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificagdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagéo)

Métodos moleculares Métodos fenotipicos
ID 16S rRNA hsp65 £ _RelagGes ° _ | Resultado
. © | térmicas (°C) 3 = final
Web PRA-hsp65 | & 5 g | 9
a b c GenBank® o~ 2| G
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 | 37 | 42 & o
E45 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 2
M. colombiense 1
E46 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium1
M. avium subsp.
paratuberculosis1
M.avium subsp.
silvaticum 1
E47 M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium M. avium subsp. - - + - N CLN M. avium
avium 1
M. avium subsp.
paratuberculosis 1
M. avium subsp.
silvaticum 1
E48 M.avium complex M.intracellulare M. marseillense M. avium M. triplex M. avium subsp. - - + - N CLN M.avium
M. arosiense M. M. seoulens avium 2 complex
M. colombiense saskatchewanense® . M. colombiense 1
M. intracellulare saskatchewanense
M. marseillense
E49 M. marinum M. marinum M. marinum M. marinum M. marinum M. malmoense 2 - + - - N CLF M. marinum
M. ulcerans M. ulcerans M. ulcerans M. ulcerans M.pseudoshottsi M. marinum 1

M.pseudoshottsi

M. ulcerans 1
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Tabela 14. Sumario dos resultados da identificacdo das estirpes de micobactérias pelos métodos moleculares e fenotipicos (continuagao)

Métodos moleculares Métodos fenotipicos
D 16S rRNA hsp65 £ 'Re!agoeos o . | Resultado
. ® 0 térmicas (°C) 3 = final
: .© )
) ConBani® Web PRA-hsp65 § 5 £ @
a c enBan ~ 2| O
GenBank RIDOM EzTaxon Database” S 30 37 42 & ()
E50 M. chelonae M. abscessus M. abscessus M. chelonae M. chelonae® M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae
subsp. abscessus
M. chelonae M. abscessus
subsp. bolletii
M. chelonae
E51 M. abscessus M. abscessus M. abscessus M. chelonae M. chelonae M. chelonae 1 + + + - N CRN M. chelonae
M. bolletii M. chelonae subsp. abscessus
M. chelonae M. abscessus
M. massiliense subsp. bolletii
M. chelonae
E52 M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae M. gordonae 1 - + + - A/L  CLE M. gordonae
E53 M. intracellulare  M.intracellulare M. chimaera M. intracellulare M. intracellulare M. intracellulare 1 - - + - N CLN M. intracellulare
M. chimaera 1
E54 M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum M. fortuitum 1 + + + + N CRN M. fortuitum
M. fortuitum
subsp.

acetamidolyticum1

|
Legenda: (+) indica a existéncia de crescimento nas condi¢des indicadas; (-) indica a auséncia de crescimento nas condigdes indicadas; (N) nao-

cromogeénica; (A) amarela; (L) laranja. As bases de dados utilizadas na identificagdo das MNT estao disponiveis nos seguintes enderegos electrénicos:

®GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov.); °RIDOM (http://rdna.ridom.de/); °EzTaxon (http://www.eztaxon.org/); “Web-Accessible Database of hsp65

Sequences from Mycobacterium Reference Strains (http://msis.mycobacteria.info) e °ldentificado uma percentagem de similariedade inferior a 99%.
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