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RESUMO

Nos ultimos anos tem sido observado um aumento de relatos de infecgbes
associadas as micobactérias nédo tuberculosas (MNT). No entanto, o
conhecimento da frequéncia e as espécies envolvidas nas infecgdes
pulmonares no Brasil sao limitados. Neste trabalho foi avaliada a ocorréncia de
especies de MNT isoladas no Laboratério de Micobactérias do Instituto
Evandro Chagas, Laboratério de Regional de Saude Publica da Regido Norte.
Foram analisadas todas as MNT isoladas de espécimes clinicos pulmonares e
nao pulmonares de individuos com infeccdo, de acordo com os critérios da
American Thoracic Society e Ministério da Saude entre os anos de 2004 a
2007. As MNT foram caracterizadas por PCR-restriction analysis (PRA-hsp65)
e sequenciamento dos genes do RNAr 16S, hsp65, rpoB. Foram identificados
51 individuos com infecgédo pulmonar, sendo as seguintes MNT envolvidas: M.
abscessus (n=2), M. bolletii (n=4), M. massiliense (n=9), M. avium (n=5), M.
colombiense (n=5), M. fortuitum (n=4), M. simiae (n=2), M. interjectum (n=4), M.
intracellulare (n=5), M. kansasii (n=1), M. scrofulaceum (n=1) e M. terrae (n=1).
Em oito individuos foram isoladas MNT nao identificadas ao nivel de espécie,
podendo representar nova entidade taxonémica pertencente ao complexo M.
simiae. O presente estudo descreveu a diversidade de MNT isoladas de
especimes clinicos pulmonares no estado do Para, Regido Amazbnica
Brasileira. O achado de casos infec¢gées pulmonares diagnosticados e tratados
sem sucesso por varios meses como tuberculose apontam para a necessidade
de isolamento e identificagdo da micobactéria envolvida antes estabelecimento
de faléncia terapéutica.

Palavras-chave: micobactérias nao tuberculosas, infeccdo pulmonar,
identificacdo molecular, diversidade de espécies.



ABSTRACT

Recent years has seen an increase in reports of infections associated with
nontuberculous mycobacteria (NTM). However, knowledge of the frequency and
the species involved in pulmonary and non-pulmonary infections in Brazil are
limited. We evaluated the occurrence of species of NTM isolated Mycobacteria
Laboratory of the Instituto Evandro Chagas, Regional Laboratory of Public
Health of the North. We analyzed all NTM isolates from pulmonary clinical
specimens of individuals with infection, according to the criteria of the American
Thoracic Society and the Department of Health between the years 2004 to
2007. The NTM were characterized by PCR-restriction analysis (PRA-hsp65)
and 16S rRNA, hsp65 e rpoB genes sequencing. We identified 51 patients with
infection caused by NTM, which the M. abscessus (n=2), M. bolletii (n=4), M.
massiliense (n=9), M. avium (n=5), M. colombiense (n=5), M. fortuitum (n=4),
M. simiae (n=2), M. interjectum (n=4), M. intracellulare (n=5), M. kansasii (n=1),
M. scrofulaceum (n=1) e M. terrae (n=1) species that involved in lung infection.
In eight individuals the NTM isolates were not identified at the species level,
which may represent new taxonomic entity from M. simiae complex. This study
describes the diversity of NTM isolated from pulmonary clinical specimens in
the state of Para, Brazilian Amazon Region. The finding cases of lung infections
diagnosed and treated unsuccessfully for several months as tuberculosis
suggest the need for isolation and identification of mycobacteria involved before
establishment of treatment failure.

Key-words: nontuberculous mycobacteria; pulmonary infection; molecular
identification; species diversity.
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1 INTRODUGCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As micobactérias pertencem ao filo Actinobacteria, classe Actinobacteria,
subclasse Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, subordem Corynebacterineae,
familia Mycobacteriaceae e género Mycobacterium (EUZEBY, 2009). Mais de cem
espécies foram descritas para este género, sendo algumas patogénicas e outras
saprofitas (TORTOLI, 2003). Elas podem ser classificadas em complexo M.

tuberculosis, M. leprae e em micobactérias ndo tuberculosas (MNT).

As infecgbes humanas por micobactérias sdo causadas principalmente
por espécies do complexo M. tuberculosis, complexo M. avium e M. kansasii (KIM et
al., 2005). A doenga humana como resultado da infecgdo por MNT é classificada em
quatro sindromes clinicas distintas: doencga pulmonar, linfadenite, doencga cutanea e
doenca disseminada. Dentre essas, a doenca pulmonar cronica € a mais comum
condig&o clinica localizada (LEAO et al., 2004; KOH et al., 2006).

A doenca pulmonar por MNT pode estar associada a comprometimento
pulmonar estrutural. e clinicamente pode se estender desde a forma assintomatica,
doenga branda com sintomas clinicos minimos até a bronquectasia e doenca
pulmonar cavitaria com significante morbi-mortalidade (DE GROOTE; HUITT, 2006).

O isolamento de espécies de MNT de uma amostra respiratoria é
insuficiente para evidenciar a presenga de doenca pulmonar. O diagnostico deve ser
baseado em critérios clinicos, radiograficos e bacteriolégicos. As Sociedades
Americana e Britanica Toracica (BRITISH THORACIC SOCIETY, 2000; GRIFFITH et
al., 2007) tém divulgado diretrizes referentes ao diagndéstico de doengas pulmonares

por MNT, e ambas realgam a dificuldade com relagao a diferenciacédo de pacientes
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com doenga clinica pulmonar causada por MNT daqueles de quem os isolados de

espécimes clinicos levantam apenas suspeita clinica de doenca (KOH et al., 2005).

O diagnodstico de doenga por MNT exige muita cautela, pois o seu
isolamento de espécimes clinicos nao estéreis do organismo pode significar
colonizacgao transitoria ou contaminacgao. Por isso, a correlagao clinico-laboratorial €
de fundamental importancia para o estabelecimento do diagnéstico de doenga por
MNT e para determinacéo da estratégia terapéutica (GRIFFITH et al., 2007).

Nos ultimos anos no Brasil tem sido relatado um aumento do numero de
infeccbes por MNT, mas sem nenhum informe sistematico destas infecgbes que
incluam dados de incidéncia precisos, em contraste com as informacdes
epidemioldgicas da tuberculose (BRASIL/MS, 2008). Por outro lado, Servigos de
Saude de paises europeus relatam atualmente que em alguns paises o numero de
MNT isoladas ultrapassa o de M. tuberculosis (PASTEUR INSTITUTE, 2005).

O Instituto Evandro Chagas/Secretaria de Vigilancia em Saude/Ministério
da Saude (IEC/SVS/MS), em Belém, tem diagnosticado numeros crescentes de
infeccbes por MNT associadas a doengas pulmonares, cirurgias de redugédo de
estdmago, cirurgias laparoscopicas, mesoterapias, uso de medicamentos injetaveis
e implante de préteses, tendo a frequéncia de isolamento aumentada em 4 vezes
nos ultimos dois anos (LIMA et al, 2005; LOPES et al, 2005a,b).

Condicdes de imunossupressdo como a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), transplantes e co-morbidades também tém contribuido para o
aumento significativo de micobacterioses (ALMEIDA et al, 2003). O Instituto de
Infectologia Emilio Ribas — IIER, S&o Paulo/SP, no periodo de 2000 a 2001
caracterizou 112 micobactérias nado tuberculosas entre 574 isolados do género
Mycobacterium obtidos de uma populagdo predominantemente positiva para o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV-positiva) (BACHA et al., 2004).
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Essa situacdo reforca a necessidade de um diagndstico preciso e
precoce, uma vez que a elevada frequéncia de MNT identificadas na populagao HIV-
positiva torna questionavel a opgao clinica de tratamento (limitado ao Esquema | de
tratamento da tuberculose) baseada em manifestagbes clinicas e/ou radiologicas
sugestivas de tuberculose (BRASIL/MS, 2002).

1.2 CARACTERISTICAS DAS MICOBACTERIAS

O género Mycobacterium é o unico da familia Mycobacteriaceae e
compartilha muitas caracteristicas comuns com os géneros Corynebacterium e
Actinomyces. Dentre essas, a produgcdo dos acidos graxos de cadeias longas
ramificadas, denominados acidos micélicos (DUCATI et al., 2004). As micobactérias
sdo aeroObias estritas, consideradas fracamente Gram-positivas, apresentam forma
de bastonete fino (Figura 1), ndo possuem flagelos, ndo formam esporos, n&o
produzem toxinas e ndo possuem capsula. Inclui espécies de vida livre e patégenas
de vertebrados (WINN et al., 2008; DUCATI et al., 2004).

Figura 1. Fotomicrografia de micobactéria
corada pela técnica de Ziehl-Neelsen. Fonte:
Kubica (2008).

A parede celular das micobactérias contém um glicopeptideo unido por

meio de ligagcbes fosfodiéster a um polissacarideo de cadeia ramificada denominado
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arabinogalactana. As terminacbes distais da arabinogalactana estdo esterificadas

com o acido micolico (Figura 2) (WINN et al., 2008).

&
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Figura 2. Estrutura da parede celular de micobactéria:
1 — outros lipideos, 2 — acido micdlico, 3 -
arabinogalactana, 4 — peptideoglicano, 5 — membrana
plasmatica, 6 — lipoarabino manano, 7 — fosfatidil

inositol manosideo. Fonte: Tambe (2009).

grupos de crescimento lento, moderado e rapido (RUNYON, 1959).

Ihes a designacao de bacilos alcool-acido resistentes (BAAR) (WINN et al., 2008).

Os acidos micdlicos sdo acidos graxos complexos, beta-hidroxilados e
alfa-substituidos, que ocorrem como ésteres. O complexo glicopeptideo-acido
micdlico-arabinogalactana forma o esqueleto da parede celular micobacteriana. As
cadeias de carbono dos acidos micolicos estdo intercaladas com as de numerosos
lipidios e glicolipideos associados a parede. Os lipideos sao responsaveis por 60%
do peso seco da parede celular das micobactérias (WINN et al., 2008). A velocidade

de crescimento entre as espécies € bastante variavel, diferenciando-as entre os

Uma propriedade compartilhada entre as micobactérias e que as distingue
das demais bactérias refere-se a retencao de fucsina basica pela parede celular,

mesmo apos serem submetidas a descoloragdo com alcool acidificado, conferindo-
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Certas espécies de bactérias, sobretudo Nocardia e Rhodococcus, retém
a carbolfucsina somente se for utilizado um agente descorante menos enérgico.
Essas espécies sdo denominadas “parcialmente &acido-resistentes”. A grande
concentracéo de lipidios é responsavel pela: hidrofobicidade das micobactérias em
meio liquido; pelo lento crescimento quando comparadas a E. coli; pela resisténcia

aos acidos, aos desinfetantes, aos anticorpos e a dessecacao (WINN et al., 2008).

Os bastonetes apresentam-se retos ou levemente curvos medindo 0,2 -
0,7um de espessura por 1,0 - 10 ym de comprimento. Algumas espécies sao de
dificil crescimento, necessitando de meios especiais e, outros ndo sao cultivaveis
como € o caso do M. leprae (WINN et al., 2008). S&do catalase positivos, arilsulfatase
positivos e lisozima resistentes. Sdo relativamente resistentes a dessecagéao, a alcali
e a muitos desinfetantes quimicos, tornando-se dificil prevenir sua transmissao em

instituicoes e em meios urbanos em geral (DUCATI et al., 2004).

1.3 CLASSIFICACAO DAS MICOBACTERIAS

O género Mycobacterium é constituido por espécies do complexo M.
tuberculosis, M. leprae e outras denominadas coletivamente micobactérias nao
tuberculosas (MNT) (COLLINS et al., 1997; BROSCH et al., 2002). Até o momento,
143 espécies, incluindo subespécies, estdo registradas na lista de nomes
bacterianos aprovados (DSMZ, 2009).

As espécies do complexo M. tuberculosis compreendem as espécies M.
tuberculosis, M. bovis, M. bovis-BCG, M. africanum, e M. microti. Recentemente,
foram incluidas neste complexo o M. bovis subespécie caprae (TORTOLI, 2003) e
M. pinnipedii (COUSINS et al., 2003). Ja as MNT abrangem uma grande diversidade
de espécies micobacterianas com diferentes caracteristicas fenotipicas ou genéticas
(TORLOLI, 2003; DSMZ, 2009). A classificagao tradicional de Runyon (1959) para
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MNT reconhece quatro grupos com base em caracteristicas fenotipicas como

velocidade de crescimento e pigmentagao das colénias (Tabela 1).

Tabela 1. Classificagao fenotipica das micobactérias

Grupos Classificagao Caracteristicas

Colbnias que desenvolvem pigmentagao
amarela apods exposicado a luz. Coldnias

Grupo | Fotocromogénicas visiveis acima de sete dias de cultivo em
meio solido

Coldnias que desenvolvem pigmento
amarelo na presenga e na auséncia de luz.

Grupo Il Escotocromogénicas Colbnias visiveis acima de sete dias de
cultivo em meio sélido

Colbnias que nao produzem pigmentos.
Colbnias visiveis acima de sete dias de

Grupo 1l Nao fotocromogénicas : R

cultivo em meio sélido

Colbnias visiveis em sete dias ou menos de
Grupo IV Crescimento rapido cultivo em meio sélido

Fonte: Runyon (1959).

Os grupos | a lll comportam os microrganismos de crescimento lento e o
grupo IV os de crescimento rapido. As MNT de crescimento lento podem ainda ser
divididas em trés grupos, de acordo com as caracteristicas de pigmentacdo das
colbnias (Tabela 1) (FORBES; SAHM; WEISSFELD, 1998).

No grupo | estdo incluidas micobactérias fotocromogénicas como M.
marinum e M. kansasii. No Grupo |l encontram-se as escotocromogénicas como M.
scrofulaceum e M. gordonae. O Grupo lll inclui as ndo cromogénicas como M. avium
e M. intracellulare, assemelhando-se ao género Nocardia. E, finalmente o Grupo IV
engloba as micobactérias de crescimento rapido como M. fortuitum, M. abscessus,
M. phlei e M. smegmatis (HADAD et al., 2005).

O sistema de classificagcdo de Runyon (1959) tem sido uma ferramenta
primaria para os microbiologistas e fornece uma facil identificagdo de grupos de
MNT, entretanto tornou-se pouco relevante atualmente devido aos avangos na

micobacteriologia (KOH, KWON; LEE, 2002). Adicionalmente, esse sistema tem
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pouco valor para o clinico devido micobatérias de uma classe particular causar
diferentes padrbes de doencga, sendo mais apropriado o agrupamento baseado no
tipo de sindrome clinica que elas produzem (BRITISH THORACIC SOCIETY, 2000;
GRIFFITH et al., 2007). Uma classificagdo de microrganismos em grupos de risco,
capaz de causar infeccdo no homem também tem sido usada para as micobactérias
(Tabela 2).

Tabela 2. Classificagdo das micobactérias de acordo com o risco para infeccdo em humanos’

Risco Caracteristicas Espécies
M. agri M. flavescens M. neoaurum
M. aichiense M. gadium M. obuense
M. alvei M. gastri M. parafortuitum
M. aurum M. gilvum M. phlei
M. austroafricanum M. gordonae M. porcinum
Risco de infeccdo individual e M. branderi M. hassiacum M. poriferae
comunitaria b%ixo Doencas M. brumae M. hiberniae M. pulveris
- a8 1. chitae M. hodleri M. rhodesiae
nunca ou raramente descritas . o
: M. chlorophenolicum M. interjectum M. senegalense
| em adultos normais. As ;
- ~ M. chubuense M. komossense M. smegmatis
espécies séo geralmente ; . ;
o . M. confluentis M. lentiflavum M. sphagni
classificadas como patégenos : .
raros M. conspicuum M. Iepraemur/um M. terrae o
M. cookii M. madagascariense M. thermoresistibile
M. diernhoferi M. mageritense M. tokaiense
M. duvalii M. moriokaense M. triplex
M. fallax M. mucogenicum M. triviale
M. farcinogenes M. neoaurum M. vaccae
Risco de infeccdo  individual M. abscessus M. intracellulare M. shimoidei
moderado. e 'stéﬁc'a de doenca M. asiaticum M. kansasii M. simiae
com sev’er;(c;a de ! média Ea M. avium M. malmoense M. scrofulaceum
i comunidade As  espécies M. celatum M. genavense M. szulgai
indicadas ) S50 eraIFr)nente M. chelonae M. marinum M. ulcerans
classificadas como g atéaenos M. fortuitum M. peregrinum M. xenopi
o patog M. haemophilum M. paratuberculosis
potenciais ou oportunistas
Risco de infeccdao pelo ar, M. tuberculosis
doenga é severa e as vezes M. bovis
fatal apds a infecgdo. Risco alto M. africanum
para o individuo, mas moderado M. microti
1] ; e
para a comunidade. As espécies M. leprae

indicadas séo geralmente
classificadas como patdgenos
estritos

Fonte: Adaptado de Leéo et al. (2004).
1. Muitas espécies recentemente descritas ainda ndo foram classificadas em grupos de risco. Existem quatro grupos de

risco, porém somente os grupos de risco |, Il, e Ill podem ser aplicados as micobactérias (LEAO et al., 2004).
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1.4 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DAS INFECCOES

Com o advento do tratamento efetivo para a tuberculose a partir de 1950,
espécies de micobactérias comegaram a ser cultivadas rotineiramente, e foi
reconhecido que alguns casos aparentes de tuberculose se deviam a MNT
(WOLINSKY, 1979).

As MNT causam diversos tipos de doenca tanto em pacientes
imunodeprimidos como em imunocompetentes (PORTAELS, 1995). Entre esse
grupo de organismos, as MCR se encontram entre as espécies isoladas com maior
frequéncia no laboratdrio, além disso, estdo frequentemente associadas a infeccoes
de feridas em tecidos moles, trato respiratério, infeccbes ortoarticulares e
bacteremias relacionadas ao uso de cateteres (KOH et al., 2002; ESTEBAN et al.,
2007).

Muitas dessas infecgcbes estdo relacionadas com a presenca de corpos
estranhos (BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2002). Dentre as micobactérias
mais isoladas no laboratério clinico tém-se o Mycobacterium abscessus, M. chelonae
e M. fortuitum, ainda que em muitos casos essas bactérias possam ser isoladas de
amostras sem possuir significado clinico. Este € o caso do M. peregrinum e M.
mucogenicum, que na maioria das vezes apresentam-se como espécies

colonizadoras ou contaminantes (ESTEBAN et al., 2007).

As micobactérias sao habitantes naturais de uma ampla variedade de
reservatorios ambientais, incluindo aguas naturais e de sistema de distribuicao
municipal, solo, aerossois, protozoarios, animais e humano (PRIMM et al., 2004). A
agua é considerada a principal fonte primaria da infeccdo humana pelo complexo M.
avium (GOSLEE; WOLINSKY, 1976). Essa informagao é corroborada com achados
de um estudo epidemioldgico envolvendo pacientes com SIDA, que demonstrou que
individios que beberam de uma mesma fonte de agua apresentaram isolados de M.
avium com perfis idénticos (VON REYN et al., 1994).
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A prevaléncia de muitas espécies de micobactérias ambientais nas aguas
de abastecimento municipal € explicada pela elevada resisténcia inata daquelas ao
cloro e biocidas. Além disso, as micobactérias ambientais sdo capazes de formar
biofilmes (M. fortuitum, M. chelonae e M. avium) e essas populagdes podem persistir

mesmo na presenga de sistema corrente (PRIMM et al., 2004).

As micobactérias ambientais tém extraordinaria capacidade de
sobrevivéncia sob baixos niveis de nutrientes em agua de torneira (NYKA, 1974). M.
intracellulare persistiu com apenas uma perda de log de viabilidade apés 1,4 anos

em agua estéril deionizada (NIKA, 1974).

A toleréncia a temperaturas extremas resulta em contaminagao de agua
quente de torneira e maquinas de gelo por espécies como o complexo M. avium, M.
xenopi, M. phlei e M. chelonae (PORTAELS, 1995). Em investigacdo no Zaire,
Portaels (1995) identificou complexo M. avium, M. scrofulaceum, M. fortuitum, M.
terrae, M. nonchromogenicum, M. gordonae, M. parafortuitum e M. marinum em

varios biotipos e latitudes.

Reservatoérios artificiais como aguas de torneira e piscina tém
demonstrado ser colonizados por consideravel espectro de espécies de
micobactérias, algumas que vivem exclusivamente em habitats artificiais
(PORTAELS, 1995). Este é o caso de M. kansasii e M. xenopi, que nao sao
encontrados em reservatorios naturais, mas tem sido frequentemente isolados de
aguas de abastecimento e esgoto, entretanto seus reservatérios naturais s&o
desconhecidos (COLLINS, GRANGE e YATES, 1984). M. ulcerans, M.
haemophilum, M. genavense e M. szulgai nunca foram isolados do ambiente,
entretanto a epidemiologia das doengas que estas espécies causam sugere sua
presenga no meio ambiente (PORTAELS, 1995).

Embora as micobactérias sejam amplamente encontradas no meio
ambiente, tem sido observado um padrao de distribuicdo. Varios fatores influenciam

a ocorréncia de micobactérias no meio ambiente. Bibdtipo, temperatura, composi¢ao
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e pH do solo e agua desempenham um importante papel na distribuicdo de

micobactérias e de cada espécie, em particular (PORTAELS, 1995).

E marcante a variabilidade geografica da prevaléncia de doenca e das
espécies de MNT causadoras de doengas (KOH et al., 2002). A doenga pulmonar
por MNT nos Estados Unidos € comumente causada pelo complexo M. avium
(MAC), seguida pelo M. kansasii (GRIFFITH et al., 2007).

No Reino Unido, o M. kansasii € o mais comum patdégeno na Inglaterra
(BRITISH THORACIC SOCIETY, 2000), enquanto que o M. malmoense & mais
frequente na Escdcia. No Japéo, o MAC é a causa mais comum de doenga pulmonar
por MNT (TSUKAMURA et al., 1988). Na Coréia, relatos apontam como patégenos
mais frequentemente relacionados a doenga pulmonar por MNT o MAC, seguido
pelo grupo M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus. J& na Africa do Sul as
espécies mais frequentes na doencga pulmonar sdao M. kansasii € M. scrofulaceum
(MARRAS e DALEY, 2002). Dados de epidemiologia das infecgdes por MNT na
América Central e América do Sul sao limitados (MARRAS; DALEY, 2002).

Sao pouco precisos os dados sobre frequéncia de doenga pulmonar e
espécies de MNT em infecgdes no Brasil, sendo, no entanto detectado aumento de
casos a partir da pandemia da AIDS (FERREIRA et al., 2002). No estado de S&o
Paulo entre 1991 e 1997, as MNT com maior frequéncia de isolamento foram MAC e
M. kansasii (UEKI et al., 2005). Zamaroli et al. (2008), descreveu treze diferentes
espécies associadas a infeccdo na Baixada Santista, Sdo Paulo, das quais M.
kansasii e M. fortuitum foram mais frequentes em individuos HIV negativos e M.
avium em HIV positivos. Em Belém, estado do Para, Sousa (2003) encontrou, entre
os anos de 1999 a 2002, cinco espécies de MNT causando doencga dentre as quais
se destacaram o M. avium e o M. fortuitum, sendo este ultimo relacionado a casos

de infecgdes extra-pulmonares.

Surtos por infeccbes por MNT tém sido frequentemente registrados no
mundo (WALLACE JUNIOR, BROWN-ELLIOT, GRIFITTH, 1998). Um total de 15

surtos por MNT foi relatado no Brasil entre os anos de 1998 e 2007. As infec¢des
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ocorreram apos procedimentos cosméticos ou médicos invasivos, envolvendo as
espécies M. fortuitum, M. abscessus, M. chelonae, M. porcinum, M. immunogenum,
M. massiliense e M. bolletii (SAMPAIO et al., 2006a; SAMPAIO et al., 2006b; VIANA-
NIERO et al., 2008). Em Belém, estado do Para, um surto atingindo 311 pacientes,
com 66 casos confirmados laboratorialmente foram descritos. As espécies
identificadas nos surtos foram M. massiliense, em pacientes previamente
submetidos a cirurgia laparoscopica, e M. bolletii, em pacientes pds-mesoterapia
(VIANA-NIERO et al., 2008).

No Brasil, entre janeiro de 2003 até abril de 2008 foram notificados 2.102
casos de infecgdes por MNT associadas a surtos. Estes casos estavam relacionados
a procedimentos médicos invasivos, cuja distribuicdo foi: Rio de Janeiro (1.014),
Para (315), Espirito Santo (244), Goias (230), Parana (110), Rio Grande do Sul (79),
Sao Paulo (43), Mato Grosso (21), Distrito Federal (16), Minas Gerais (10), Piaui
(09), Mato Grosso do Sul (08), Bahia (02) e Paraiba (01) (BRASIL/MS, 2009).

1.5 RESPOSTA IMUNE AS INFECCOES POR MICOBACTERIAS

As MNT séao definidas como espécies de pobre patogenicidade, o que as
distingue do complexo M. tuberculosis e M. leprae (NEWPORT, 2003). Embora, a
maioria dos individuos esteja constantemente exposta a MNT, elas nao
desenvolvem doenga (TIMPE e RUNYON, 1954). As infecgbes com patdgenos
intracelulares como as micobactérias e salmonelas, na maioria dos casos séo
efetivamente controladas pela resposta imune mediada por células (VAN DE
VOSSE; HOEVE; OTTENHOFF, 2004).

A ligagdo de patdogenos as células dendriticas e macrofagos, via
receptores inatos de reconhecimento padrdo como os membros da familia do
receptor Toll-like (TLR), DC-SIGN e manose representa a primeira etapa do encontro
entre o sistema imune do hospedeiro humano e a bactéria invasora (OTTENHOFF et
al., 2005).
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A ativacao de TLR2 ou TLR4 induz a produgao precoce de interleucina-12
(IL-12) e fator de necrose tumoral-a. (em inglés: tumor necrosis factor-a. — TNF-a) de
subgrupos especificos de fagécitos (VAN DE VOSSE, HOEVE e OTTENHOFF,
2004). A IL-12, subsequentemente, direciona a produgéo de IFN-y na fase inicial da
resposta imune e desempenha um papel chave na ativagdo, diferenciacédo e
expansdo das ceélulas T helper 1 (Th1) (HOLLAND, 2001). Estas células s&o as
principais fontes de interferon-y (INF-y durante a resposta imune adaptativa e sao

necessarias para o controle da fase crénica de infecgdo (OTTENHOFF et al., 2005).

O INFy, em sinergia com TNF-a, ativa macrofagos infectados mediando o
inicio do mecanismo efetor principal da resposta imune mediada por célula
(NEWPORT, 2003). O receptor de INF-y, expresso na superficie das células
dendriticas e macrdéfagos, interage com o INF-y, levando a ativagado de duas familias
de proteinas Janus kinases (JAK) e transdutoras de sinal e ativadoras de transcrigéo
1 (em inglés: sinal transducers and activators of transcription 1 — STAT1), que resulta

na ativacado de genes responsivos ao INF-y (Figura 3) (NEWPORT, 2003).
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Figura 3. Esquema de interacdo entre macrofago e células T/NK na infecgéo por
micobactérias. A micobactéria infecta o macrofago levando a produgéo de IL-12. A
IL-12 atua sobre as células T/NK através de seu receptor IL-12R, aumentado a
producao de INF-y, IL-2 e TNF-a. O INF-y liga-se ao seu receptor INF-yR no
macrofago, levando ao inicio da sinalizagao celular via STAT1, o que ativa um

amplo numero de genes responsivos ao INF-y. Fonte: Adaptado de Holland (2001).
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A IL-12, produzida por células dendriticas e subgrupos de macréfagos,
age sobre as células T, formando uma ligagao principal entre as respostas imunes
inatas e adaptativas (NEWPORT, 2003).

Embora certos fatores de risco, como doencas pulmonares estruturais
(bronquiectasia, pneumoconioses, doenca pulmonar obstrutiva crénica, histéria de
tuberculose anterior), estejam associados com o desenvolvimento de infecgéo
pulmonar, a maioria dos individuos & imunocompetente e responde ao tratamento
antimicrobiano (NEWPORT, 2003).

No caso da imunossupressao, as MNT apresentam-se como patdégenos
oportunistas que pode causar doenga disseminada severa (YOUNG, 1993). Antes da
emergéncia do virus HIV, casos de infecgdo disseminada de MNT eram raros e
ocorriam em: transplantados, em pacientes com historia de um periodo longo de uso
de corticosterdides, leucemia ou imunodeficiéncia herdada, incluindo a
imunodeficiéncia combinada severa, doenga granulomatosa cronica e sindrome de
DiGeorge (NEWPORT, 2003).

Elevadas taxas de consanguineos afetados em alguns casos de doenca
por MNT sugerem que uma nova imunodeficiéncia genética, na rota de citocinas
Tipo 1, possa estar envolvida (PATEL; HOLLAND, 2005). Pacientes com deficiéncias
nas cadeias ligantes e transdutoras de sinais do INF-y (respectivamente, INF-yR1 e
INF-yR2), na subunidade PO040 interleucina 12 (IL-12), na sub-unidade (1 do
receptor de IL-12 (IL-12R B1) e na familia de proteinas STAT1 foram identificados
(HOLLAND, 2001).

A sindrome geral de susceptibilidade micobacteriana que eles conferem
tem sido categorizada como susceptibilidade mendeliana a doengas micobacterianas
(em inglés: mendelian susceptibility to mycobacterial diseases — MSMD), sendo
todas essas envolvidas na resposta imune do tipo Th1, que representa a rota central
da resposta imune mediada por células aos patdgenos intracelulares, como as
micobactérias (OTTENHOFF et al., 2002).
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Cerca de 50% dos pacientes com MSMD tém infecgbes com Salmonella,
enquanto que uma pequena fragao apresenta infecgdes virais (PATEL; HOLLAND,
2005). Na maioria dos casos familiares, a heranga & autossémica e recessiva, mas
herancas recessivas ligadas ao X e autossOmicas dominantes foram relatadas
(FRUCHT et al., 1999; JOUANGUY et al., 1999).

O espectro de infecgdes e o fendtipo de severidade correlacionados, bem
como os defeitos genéticos, fornecem os mecanismos envolvidos na imunidade
contra micobactérias e ajuda na sua diferenciagdo na imunidade a virus e outras
bactérias (PATEL; HOLLAND, 2005).

1.6 DOENGAS CAUSADAS POR MICOBACTERIAS NAO TUBERCULOSAS

1.6.1 Doencga Pulmonar

A doencga pulmonar por MNT geralmente ocorre em pacientes com
doenca pulmonar crénica como pneumoconiose, doeng¢a pulmonar obstrutiva
crénica, tuberculose pré-existente, bronquite crbénica, bronquiectasia e doenca
esofagica associada a aspiragcao crénica de material alimentar pelas vias aéreas
(KATOCH, 2004).

Avaliacdo clinica é frequentemente complicada devido a similaridade da
sintomatologia com as doencas pulmonares pré-existentes Os sinais e sintomas das
doencas causadas pelas MNT sio variaveis e inespecificos. Na maioria das vezes, a
sintomatologia clinica se assemelha a evolugdo crénica da tuberculose. Os
pacientes podem apresentar: tosse crénica com expectoracio e menos
frequentemente fadiga, febre, hemoptise e perda de peso (KOH et al., 2002;
GRIFFITH et al., 2007).
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A doenca por MNT pode ocorrer, também, em pacientes imunodeprimidos
como os submetidos a transplante renal, portadores de doencas linfoproliferativas,
leucoses e/ou em uso de drogas imunodepressoras (McWHINNEY et al., 1992; ENA
et al., 2005; SAFDAR et al., 2005).

Aproximadamente 80% das doencgas pulmonares por micobactérias de
crescimento rapido sdo causadas pela espécie M. abscessus e ocorrem mais
frequentemente em individuos com mais de 50 anos, mulheres e ndo fumantes
(BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2002; KOH et al., 2002).

Figura 4. Raio-X de térax de um
individuo com  doenga  cavitaria
destrutiva devido a MAC. Fonte: Prendki
et al. (2008).

No Brasil, as espécies mais frequentemente associadas a doenca
pulmonar por MNT s&o: M. kansasii e M. avium. Outros patdogenos como, M. xenopi,
M. malmoense, M. lentiflavum, M. abscessus e M. szulgai s&o isolados
ocasionalmente (SILVA et al., 1987; FERRAZOLI et al., 1992; BARRETO; CAMPOS,
2000; CHIMARA, 2005).
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1.6.2 Doenga em Sitios Extra-Pulmonares

1.6.2.1 Doenca de Pele e Tecidos Moles

As doencas causadas por MNT na pele ou tecidos moles, geralmente
apresentam sinais e sintomas de inflamagao, com nédulos e ou abscessos, podendo
evoluir com drenagem de secrecgao, fistulas ou deiscéncias de suturas (Figura 5). O

periodo de incubacéo pode variar de uma semana a dois anos (HADAD et al., 2005).

As espécies mais comumente associadas a doencas de pele sédo: M.
marinum, M ulcerans, M. fortuitum, M. chelonae e M abscessus. Geralmente as

lesdes ocorrem apds traumatismos, fraturas ou injecées (GRIFFITH et al., 2007).

Figura 5. Aspecto da infecgdo cutédnea causada
por MNT. Fonte: Scholze et al. (2005)

Recentemente, tém sido descritos muitos casos de infeccbes e surtos
causados por M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus. Esses surtos ocorreram por
quebra da barreira corneana, cutanea ou mucosa nasal, por procedimentos médicos
para fins terapéuticos ou estéticos, muitas vezes realizados em clinicas de estética
(FREITAS et al.,, 2003; CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2004; PRADO; CASTILHO, 2004).
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1.6.2.2 Doenga do Globo Ocular

As doengas oculares por MNT, como ulcera de cérnea e ceratites (Figura
6) sdo geralmente precedidas de trauma ou uso de lentes de contato, sendo o grupo
de MCR frequentemente envolvido (FREITAS et al., 2003).

Doencas causadas por MNT podem ocorrer devido a uma complicagao de
cirurgias refrativas, podendo levar a importante diminuigdo da acuidade visual. Um
rapido reconhecimento clinico com a confirmagdao laboratorial e uma terapia
adequada sao fundamentais para melhora clinica do paciente (CHUNG et al., 2000;
WINTHROP et al., 2003).

Figura 6. Doenca do globo ocular por MNT.
Fonte: Lalitha et al. (2004).

Muitos casos de infecgdo por M. chelonae foram descritos apos cirurgias
a laser, principalmente, naquelas para corregdo de miopia (CHUNG et al., 2000;
FREITAS et al., 2003). Sampaio et al. (2006b) relataram um surto de ceratite
causado M. immunogenum apos cirurgia de correcao de miopia em Sao Paulo,

Brasil.

1.6.2.3 Doencga do Trato Geniturinario

As doencas do trato geniturinario por MNT s&o muito raras. Alguns
estudos descrevem a ocorréncia em pacientes imunodeprimidos submetidos a
transplante renal (QUNIBI et al., 1990, QUEIPO et al., 2003). Formas ainda mais

raras sao representadas pelo acometimento da préstata e do epididimo (MIKOLICH,;
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MATES, 1992). A caracterizagao de infec¢ao do trato urinario por MNT é um dilema
diagndstico, uma vez que a urina nao se constitui em material confiavel, devido ao
elevado indice de isolamento de MNT saprofitas comumente encontradas na uretra
terminal (HADAD et al., 2005).

1.6.2.4 Linfadenite Cervical

A linfadenite cervical (Figura 7) é a forma clinica mais frequente da
infeccdo por MNT em criangas (HAZRA et al.,, 1999). A idade das criangas na
maioria dos casos € em torno de 6 meses a 2 anos, e coincide com o periodo da
erupgcao dos dentes (PRIMM et al., 2004). A infeccdo € limitada aos linfonodos
cervical e mandibular, e o aumento de volume dos mesmos € a primeira evidéncia
de infeccdo (PRIMM et al., 2004). A inflamagédo granulomatosa € o achado mais
comum na avaliagdo do excisado cirurgico de casos de linfadenopatia crénica
(SUSKIND et al., 1997).

Figura 7. Linfadenite cervical causada por

micobactéria. Fonte: Thomson; Miles (2006).

Ainda ndo se tem estabelecido um tratamento padronizado para a
linfadenite cervical por MNT em criangas. A excisao cirurgica de todos os linfonodos
afetados tem sido a pratica frequente, embora registros de tratamento bem
sucedidos com antimicrobianos sejam frequentes. Entretanto, um recente estudo
multicéntrico apontou a excisdo cirurgica como sendo mais efetiva que a terapia
antimicrobiana (LINDEBOOM et al., 2007).
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Foi observado que a incidéncia de linfadenite cervical causada por MNT
em criangas na Suiga elevou-se dramaticamente apds a cessacgao de vacinagdao com
BCG, indicando que a vacinagdo protegia as criangas contra a infecgdo dos
linfonodos pelas MNT (PRIMM et al., 2004).

1.6.2.5 Doenca Disseminada

Em geral os pacientes com doenga disseminada apresentam alguma
alteracao do sistema imunolégico (PORTAELS, 1995). Os principais fatores de risco
incluem infeccdo por HIV, doengas hematoldgicas, transplante de o6rgaos e
tratamento com corticoides (HOLLAND, 2001). A infec¢do disseminada € muito mais
frequente em pacientes com SIDA que em pacientes HIV negativos (GRIFFITH et
al., 2007).

A espécie mais frequentemente isolada de pacientes com SIDA é o M.
avium. Outras espécies de MNT podem causar doencga disseminada, a exemplo do
M. kansasii que geralmente esta associado com doencga pulmonar e M. genavense;
que requer meios especiais para seu isolamento (HADAD et al., 2005). Espécies
menos frequentes relacionadas a doenga disseminada incluem: M. fortuitum, M.

marinum, M. simiae, M. malmoense (GRIFFITH et al., 2007).

1.7 DIAGNOSTICO DE INFECGCAO

1.7.1 Critérios para o Diagnéstico de Doeng¢a Pulmonar

O isolamento de MNT nao é suficiente para evidenciar a presenca de
doenca pulmonar, sendo necessario o diagndstico baseado em critérios clinicos,

radiograficos e bacterioldgicos (GRIFFITH et al., 2007).
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1.7.1.1 Critérios Clinicos

Presenca de sinais e sintomas compativeis, com exclusido de outros
agentes etiolégicos de doenga pulmonar (GRIFFITH et al., 2007). Entretanto, os
sinais e sintomas da doencga pulmonar por MNT s&o geralmente variaveis e nao
especificos. Os pacientes geralmente apresentam tosse produtiva e fadiga. A
infeccdo pulmonar ocorre comumente no contexto de doenga pulmonar pré-
existente, especialmente doenga pulmonar obstrutiva crénica, bronquiectasia,
pneumoconiose e tuberculose prévia (KOH, KWON, LEE, 2002).

1.7.1.2 Critérios Radiograficos

Presenca de infiltrados, cavitagdo e multiplos nddulos em radiografia de
térax (GRIFFITH et al., 2007) e/ou multiplos nédulos menores que 10mm de
diametro ou bronquiectasia multifocal em tomografia computadorizada de alta
resolugao do pulmao (KOH et al., 2005). Tais achados que dependem, em parte, das
espécies envolvidas na infecgdo pulmonar (KOH, KWON; LEE, 2002).

1.7.1.3 Critérios Bacterioldgicos

Na auséncia de diagnostico baseado especificamente em achados
clinicos e radiograficos, a doenga pulmonar por MNT requer a confirmagéo
microbiolégica (KOH, KWON; LEE, 2002).

Culturas de escarro positivas para MNT devem ser interpretadas

cautelosamente, pois o achado de MNT em uma unica amostra nao significa doenca,
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especialmente quando a baciloscopia for negativa e a cultura apresentar poucas
colonias (GRIFFITH et al., 2007).

Para amostras de escarro e lavado bronco-alveolar sera considerado
como indicativo de doenca pulmonar: trés culturas positivas com baciloscopia
negativa ou duas culturas positivas e uma baciloscopia negativa. Caso apenas um
lavado bronco-alveolar esteja disponivel, uma cultura é suficiente para baciloscopias
de 2+, 3+ ou 4+, ou crescimento em meio sélido de 2+, 3+ ou 4+. Uma bidpsia
transbronquica ou pulmonar disponivel com MNT é suficiente para estabelecer o
diagnostico (GRIFFITH et al., 2007). Alternativamente, se a bidpsia demonstrar
inflamac&o granulomatosa, baciloscopia positiva e uma ou mais amostras de escarro
ou lavado bronco-alveolar positivos, mesmo se o numero de microrganismos for
baixo (GRIFFITH et al., 2007).

1.7.2 Métodos de Identificagao

1.7.2.1 Tradicionais

Com o recente aumento de infecgcbes causadas por M. tuberculosis e
micobactérias n&o tuberculosas, ha uma demanda aumentada para métodos de
diagndstico mais especificos, sensiveis e rapidos para sua detecgao e identificagéo
(KIM et al. 2005).

Inicialmente, a capacidade de crescimento das micobactérias em meios
contendo agentes inibidores seletivos €& utilizada como ferramenta para
diferenciacdo de MNT do complexo M. tuberculosis. O crescimento das
micobactérias pertencentes ao complexo M. tuberculosis € inibido em meios
contendo 500ug/mL de acido p-nitrobenzéico (PNB), o que ndo ocorre com as MNT
(BRASIL/MS, 1994; WINN et al., 2008).
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As caracteristicas das coldénias, como tempo de crescimento e
pigmentacao, podem fornecer uma identificacdo presuntiva do organismo (Figura 8)
e por isso podem ser usadas para sugerir quais testes bioquimicos ou sondas de
acidos nucléicos deve-se usar para a identificacao definitiva (NOLTE; METCHOCK,
1995).

e

Figura 8. Aspecto das colbnias

escotocromogénicas de M. kansasii.

Dentre os testes fenotipicos, provas bioquimicas chaves sao utilizadas

para identificacdo das micobactérias (Tabela 3).

Tradicionalmente, as micobactérias sao identificadas por ensaios
fenotipicos, como avaliacdo de caracteristicas morfologicas, taxa de crescimento,
preferéncia por temperatura de crescimento, pigmentacdo das colbnias e perfis
bioquimicos. Estes métodos estdo bem estabelecidos e padronizados.

Tabela 3. Provas bioquimicas para identificacdo de micobactérias.

Grupos Caracteristicas

Complexo Mycobacterium tuberculosis Niacina, reducgédo do nitrato, catalase a 58°C

Reducdo de nitrato, hidrdlise do Tween 80,

Fotocromogénicas
catalase, urease

Reducéo de nitrato, hidrélise do Tween 80, urease,

Escotocromogénicas ;
9 crescimento em NaCl a 5%

Reducao do nitrato, redugao de telurito, catalase a
N&o fotocromogénicas 68°C, catalase semi-quantitativa, hidrdlise do
Tween 80

Aril-sulfatase, redugao de nitrato, incorporagao de

Crescimento rapido . .
P ferro, crescimento em agar MacConkey

Fonte: FORBES; SAHM; WEISSFELD (1998)
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1.7.2.2 Teste de Sensibilidade

Por cerca de 20 anos, os testes de sensibilidade foram usados como
ferramenta adicional para separagcdo taxonémica das MCR. Muitas espécies
apresentam um unico perfil de sensibilidade as drogas, e esses perfis ndo sao
importantes apenas por razdes terapéuticas, mas também podem ser usados com
propésitos taxondmicos para auxiliar na identificagdo dos organismos (BROWN-
ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2002).

Os agentes antimicrobianos mais utilizados sao a polimixina B, amicacina,
canamicina e cefoxitina O grupo M. fortuitum é facilmente separado do “complexo M.
chelonae-M. abscessus pela técnica de disco-difusdo em agar com polimixina B,
sendo o ultimo grupo resistente com auséncia de zona de crescimento proximo ao
disco com antimicrobiano (HADAD et al., 2005).

A susceptibilidade do grupo M. fortuitum a sulfonamidas, fluoroquinolonas
e amicacina, bem como a outros antimicrobianos, com baixas concentracdes
inibitérias minimas (CIM), auxilia na separagdo com o “complexo M. chelonae-M.
abscessus (DE GROOTE; HUITT, 2006).

Ja a separagao de M. chelonae e M. abscessus se faz com a utilizacdo de
cefoxitina e tobramicina. Isolados de M. chelonae tém CIM maior que 256 Ig/mL a
cefoxitina e CIM de 4 Ig/mL ou menos para tobramicina. Em contraste, isolados de M
abscessus tem CIM entre 16 e 64 Ig/mL para cefoxitina, e CIM para tobramicina de
16 Ig/mL ou mais. Diferente do grupo M. fortuitum, todas as amostras de M.
chelonae e M. abscessus s&o susceptiveis a claritromicina (DE GROOTE; HUITT,
2006).
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1.7.2.3 Sorotipagem

Métodos de sorotipagem usando anticorpos especificos para aptenos
oligossacaridicos localizados na superficie celular foram descritos para MNT
(KATOCH, 2004). Kitada et al. (2002) detectaram 31 sorotipos distintos de membros
do complexo M. avium-M. intracellulare-M. scrofulaceum (MAIS) através da pesquisa
de glicolipidios de superficie celular. Dentre esses alguns estdo preferencialmente
associados a doenga pulmonar em pacientes com SIDA (KRZYWINSKA;
KRZYWINSKA; SCHOREY, 2004).

Isoenzimas e eletroesferograma de proteinas baseados em esquemas
para identificacdo rapida e caracterizacdo de amostras de M. tuberculosis e MNT
foram desenvolvidos, podendo ser usados em pequenos laboratérios (SHARMA et
al., 1995). Apesar de serem técnicas faceis, necessitam de infraestrutura especial e

profissionais experientes para executa-las (KATOCH, 2004).

1.7.2.4 Cromatografia

Estudos demonstram que os acidos micolicos em micobactérias sao
espécie-especificos (VOSSLE, 2000). A identificagdo cromatografica de
micobactérias ha muito tempo tem sido objeto de interesse e os métodos sao
alterados conforme a tecnologia evolui (BUTLER; GUTHERTZ, 2001).

Métodos empregados no inicio, como cromatografia em coluna e
cromatografia em camada delgada, foram substituidos pela cromatografia liquido-
gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (TORTOLI, 2003).

Os métodos atuais permitem facil extracdo de suficiente quantidade de
acidos micdlicos a partir de pequenas quantidades de bactérias (VOSSLER, 2000).
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Sistemas de CLAE com detectores de florescéncia tém aumentado
significativamente a sensibilidade do método, além de reduzirem a massa celular e o
tempo de identificagcdo de micobactérias (SOMOSKOVI et al., 2002).

Apesar de Butler e Guthertz (2001) relatarem a CLAE como um método
seguro para distinguir espécies de micobactérias, estudos comparativos
demonstraram discrepancias na identificacdo de MNT (THIBERT et al., 1993; LEITE
et al., 2005). Além disso, a CLAE baseada nos padrdes dos acidos micolicos néo
permite separar MCR (BROWN-ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2002).

1.7.2.5 Métodos Moleculares

Métodos moleculares, como a amplificacdo de acidos nucléicos, podem
ser usados diretamente em espécimes clinicos de pacientes suspeitos de doenca
micobacteriana (SOMOSKOVI et al., 2002). Porém, os resultados devem ser

cautelosamente avaliados.

1.7.2.5.1 Sondas Comerciais

Sondas género-especificas para triagem foram testadas em espécimes
clinicos pulmonares e extra-pulmonares, demonstrando sensibilidade inicial de
78,5% e especificidade de 93,5%, entretanto apresentaram a limitacdo de fornecer
resultados falso-positivos na presenga de MNT clinicamente n&o significantes nos
espécimes (SOMOSKOVI et al., 2002).

Sondas comerciais de acido desoxirribonucléico (DNA) complementares
ao acido ribonucléico ribossémico (RNAr) estdo disponiveis para a identificacdo

rapida de culturas de M. tuberculosis, complexo Mycobacterium avium, M.
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intracellulare, M. gordonae e M. kansasii, com acuréacia de 90% (LEAO et al., 2004;
FIELD; COWIE., 2006). Entretanto, as sondas disponiveis para MCR nos Estados
Unidos e Europa permitem a identificagdo de apenas algumas espécies (BROWN-
ELLIOTT; WALLACE JUNIOR, 2002).

Os principais sistemas comerciais disponiveis que utilizam sondas para
identificacdo de micobactérias compreendem: (1) Accuprobe™® (Gen-Probe), que
utiliza a técnica de amplificacdo por transcricao reversa de RNAr 16S com deteccao
por quimioluminescéncia e permite a diferenciagcado entre de espécies do complexo
M. tuberculosis e as MNT mais frequentemente associadas a infeccdes. E
especifico, rapido (resultados em 2 horas) e fornece um diagnostico precoce de
infeccdo por organismos do complexo M. tuberculosis; (I1) Inno LiPANP Mycobacteria
(Innogenetics) e Genotype Mycobacteria"® (Hain Diagnostika) utiliza o principio de
hibridizagao reversa com sondas imoveis. Inicialmente, se realiza a amplificagao da
regido intergénica 16S-23S do gene do RNAr seguida de reacdo de hibridizagao
reversa. Apresenta sensibilidade e especificidade idéntica a Accuprobe™’, no
entanto, o tempo de realizagdo da técnica € mas longo (6 horas) e o custo para
implantacao laboratorial € maior (CATTOIR, 2004).

1.7.2.5.2 Analise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo enzimatica do
produto de PCR de hsp65 (PRA-hsp65)

A analise do polimorfismo dos fragmentos de restrigdo enzimatica do
produto de PCR de hsp65, conhecida como PRA-hsp65 (do inglés Polymerase
Chain Reaction Restriction Analysis of the gene hsp65), permitiu grandes avangos
na identificacdo de MNT (BROWN-ELLIOTT et al., 2002). O método de PRA-hsp65
consiste na PCR de uma sequéncia génica codificadora da proteina de choque
térmico de 65 KDa (hsp65), seguida pela restricdo enzimatica e analise dos
fragmentos resultantes, sendo que os perfis dos fragmentos sao espécies-
especificos e diferenciam muitas espécies de MCL (PLIKAYTYS et al., 1992).
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Telenti et al. (1993), modificaram o método de Plikaytys et al. (1992)
usando um fragmento menor do gene hsp65 e duas endonucleases de restrigao
(BstEIl - isolada de Bacillus stearothermophilus, e Haelll - isolada de Haemophilus
aegyptius), sendo a espécie definida por comparagao do polimorfismo o que resultou
na diferenciagdo de mais de 30 espécies de MNT. Mais de 90% das MCR
clinicamente significantes foram reconhecidas com as duas enzimas (STEINGRUBE
et al., 1995).

Atualmente, a avaliagcdo de PRA-hsp65 tem se mostrado como método
vantajoso na identificacdo de muitas espécies de MNT conhecidas (SILVA et al.,
2001; HAFNER et al., 2004; KIM et al., 2005; LEAO et al., 2005; WANG et al., 2005;
MARTIN et al., 2007; CHIMARA et al., 2008). A técnica PRA-hsp65 é amplamente
usada, e um algoritmo baseado neste enfoque permite diferenciar atualmente 54
especies micobacterianas, incluindo membros do grupo de MCR (BRUNELLO et al.,
2001).

1.7.2.5.3 Sequenciamento

O sequenciamento de genes constitutivos tem sido amplamente aplicado
para caracterizacdo de micobactérias, sendo que a metodologia baseada no
sequenciamento do gene de RNAr 16S é considerada “padrao ouro” (NEONAKIS et
aL., 2008). Este gene consiste em uma sequéncia de aproximadamente 1.500 pb,
mas geralmente os primeiros 500 pb sdo adequados para a identificacdo de
espéecies comumente isoladas nos laboratérios clinicos. Apesar de ser considerado
como referéncia para identificagdo, em algumas situacbes as sequéncias desse
gene apresentam poucas variagdes nucleotidicas entre espécies do género
Mycobacterium, o que revela a necessidade de utilizagdo de outros alvos mais
variaveis (GOMILA; RAMIREZ; LALUCAT, 2007).



43

Roth et al. (1998) determinaram sequéncias espacgadoras ITS (16S-23S
rRNA internal transcribed spacer) e demonstraram que elas sao capazes de

diferenciar MCL que apresentam sequéncias idénticas do gene de RNAr 16S.

Uma sequéncia de 441 pb muito variavel do gene hsp65 (presente em
todas as micobactérias) vem sendo bastante utilizada e tem comprovado ser util na
distincdo de espécies micobacterianas (RINGUET et al., 1999; BROWN-ELLIOTT;
WALLACE JUNIOR, 2002).

O sequenciamento do gene rpoB (codificador da sub-unidade [ da RNA
polimerase) foi proposto como método adicional a identificagdo baseada no gene do
DNAr 16S de micobactérias, sendo utilizado para apoiar o delineamento de novas
espécies (ADEKAMBI; COLSON; DRANCOURT, 2003). Adékambi et al. (2003)
verificaram que as sequéncias de rpoB sao mais variaveis que as do gene do DNAr
16S nas MCR, sugerindo que rpoB pode aumentar a discriminagcdo molecular entre
as mesmas. Este estudo também encontrou percentual de homologia inter-espécies
e intra-espécies de 84,3 — 96,6% e 98,2 — 99,9%, respectivamente, o que demonstra
que a escolha da regidao do gene rpoB estudada é uma boa opgao para uso na
identificacdo de MCR (ADEKAMBI et al., 2003).

Outros genes foram descritos para diferenciagdo de espécies e incluem:
gyrB (gene que codifica a sub-unidade 3 da DNA girase), recA (gene que tem funcao
crucial na recombinagao de DNA homdélogo e reparo de danos no DNA), secA (gene
que codifica componente da principal rota de secre¢cdo de proteinas através da
membrana citoplasmatica) e sodA (gene que codifica a enzima superdxido
dismutase) (GOMILA; RAMIREZ; LALUCAT, 2007).
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1.8 REDE HIERARQUIZADA DE LABORATORIOS DO SISTEMA UNICO DE
SAUDE PARA O DIAGNOSTICO E CONTROLE DA TUBERCULOSE E OUTRAS
MICOBACTERIAS

O sistema nacional de laboratérios de saude publica compreende um
conjunto de redes nacionais de laboratérios, organizadas em sub-redes, por agravo
ou programas, de forma hierarquizada, por grau de complexidade das atividades
relacionadas a vigilancia em saude. De acordo com as atribuigbes, as unidades
laboratoriais sdo classificadas como (BRASIL/Portaria 2.031/2004):

I. Centros Colaboradores (CC): sdo unidades laboratoriais especializadas e
capacitadas em areas especificas, que apresentam os requisitos necessarios para

desenvolver atividades de maior complexidade e de ensino e pesquisa;

II. Laboratérios de Referéncia Nacional (LRN): sdo unidades laboratoriais de

exceléncia técnica altamente especializada;

lll. Laboratérios de Referéncia Regional (LRR): s&o unidades laboratoriais
capacitadas a desenvolver atividades mais complexas, organizadas por agravo ou
programas, que prestam apoio técnico-operacional aquelas unidades definidas para

sua area geografica de abrangéncia;

IV. Laboratérios de Referéncia Estadual (LRE): sdo os Laboratorios Centrais de
Saude Publica — LACEN, vinculados as secretarias estaduais de saude e com area

geografica de abrangéncia estadual;

V. Laboratérios de Referéncia Municipal (LRM): sdo unidades laboratoriais
vinculadas as secretarias municipais de saude e com area geografica de

abrangéncia municipal;
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VI. Laboratérios Locais (LL): sdo unidades laboratoriais que integram a rede

estadual ou municipal de laboratoérios de saude publica;

VII. Laboratérios de Fronteira (LF): sdo unidades laboratoriais localizadas em regides
de fronteira para a viabilizagcdo do diagndstico de agentes etiologicos, vetores de
doencgas transmissiveis e outros agravos a saude publica, bem como a promogéao do
controle analitico para a verificacdo da qualidade sanitaria dos servigos prestados e

de produtos.

A execucdo dos exames para o controle da tuberculose e outras
micobactérias é orientada pela centralizacdo, em laboratorios de referéncia, em
funcdo da exigéncia de recursos humanos, ambientais e materiais mais
especializados (BRASIL/MS, 2008).

Dentro da rede hierarquizada, a identificagdo das MNT ¢é realizada pelo
Laboratério de Referéncia Nacional (Centro de Referéncia Professor Hélio Fraga) e
Laboratérios de Referéncias Regionais (BRASIL/MS, 2008). Os locais de execugao

de exames na rede hierarquizada s&o apresentados na tabela 4.

A identificacdo de MNT pode ser realizada por métodos fenotipicos,
moleculares ou pela combinagdo de ambos, sendo o PRA-hsp65 o método

molecular preconizado pelo Ministério da Saude Brasileiro (BRASIL/MS, 2008).
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Tabela 4. Rede hierarquizada de execugao de exames para o diagnostico e controle da tuberculose e outras

micobactérias.

Identificacdo do

. ~ 7 T
Complexo M. tuberculosis Identificacdo de MNT Teste de Sensibilidade

Drogas de 12

Laboratérios Baciloscopia Cultura Outras Drogas

Identificacdo ldentificacdo Identificagdo ldentificacao Linha
Fenotipica  Molecular  Fenotipica  Molecular Método das Concentragao
Proporgbes Inibitéria Minima

LRN' X X X X X X X X
LRR? X X X X X X X X
LRE/LACEN? X X X
LRM* X X X
LF® X X X

LL® X
Fonte: Adaptado de Brasil (2008).
1. Laboratorios de Referéncia Nacional (LRN); 2. Laboratérios de Referéncia Regional (LRR); 3. Laboratérios de Referéncia Estadual (LRE); 4. Laboratérios

de Referéncia Municipal (LRM); 5. Laboratérios de Fronteira (LF); 6. Laboratérios Locais (LL); 7. Micobactérias nao tuberculosas (MNT); X indica a realizagao

do exame.
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Ha o consenso de que a identificagcdo das micobactérias ao nivel de
espeécie seja importante por razdes epidemiologicas, de saude publica e
terapéuticas. Contudo, os testes fenotipicos tradicionais sé&o laboriosos, consomem
muito tempo e os resultados geralmente n&o sao fornecidos em tempo oportuno para
auxiliar nas decisdes clinicas. Além disso, uma identificagao incorreta pode ocorrer
pelo fato de diferentes espécies apresentarem perfis morfolégicos e bioquimicos
indistinguiveis (YAM et al., 2006).

No Brasil, informacdes sobre a situacdo da infeccdo pulmonar por MNT
nao sao precisas, o que pode ser devido a sua nao inclusdo como agravo de
notificagdo compulsoria, sendo a solicitagdo de diagnostico requisitada a critério
médico. Neste contexto, o Laboratério de Micobactérias da Secéo de Bacteriologia
do IEC/SVS, que atua como referéncia regional para o diagnéstico da tuberculose, é
0 unico no Estado do Para com estrutura para oferecer o servigo de identificacéo

molecular de MNT para comunidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Descrever a diversidade das espécies de micobactérias néao
tuberculosas (MNT) de origem pulmonar identificadas no Laboratério de
Micobactérias da Segao de Bacteriologia do IEC/SVS/MS, referéncia regional para

diagnostico da tuberculose, no periodo de 2004 e 2007.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Classificar as MNT segundo tempo de crescimento e presenga de
pigmentacgao;

e Aplicar o PRA-hsp65 como metodologia de identificagdo molecular
preconizada pelo Ministério da Saude;

¢ Realizar o sequenciamento dos genes do RNAr 16S, hsp65 e rpoB;

e Avaliar a concordancia dos resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento dos
genes do RNAr 16S, hsp65 e rpoB;

e Descrever a diversidade das espécies de MNT isoladas de espécimes clinicos

pulmonares.



49

3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

No periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2007, 125 culturas foram
classificadas como de micobactérias ndo tuberculosas (MNT) e consideradas com
significancia clinica, de acordo com os critérios da Sociedade Toracica Americana
(GRIFFITH et al.,, 2007). As culturas de MNT obtidas foram provenientes de
espéecimes clinicos de 51 individuos classificados clinicamente como sintomaticos
pulmonares. As MNT selecionadas foram isoladas consecutivamente e estdo

estocadas na Secgao de Bacteriologia e Micologia do IEC/SVS/MS.

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidas as MNT provenientes de espécimes clinicos de origem
pulmonar encaminhadas ao IEC/SVS/MS, no periodo de janeiro de 2004 e
dezembro de 2007 que atenderam aos critérios diagndsticos de doenga causada por
micobactérias sugeridos pela Sociedade Americana Toracica (GRIFFITH et al.,
2007).

3.3 CRITERIO DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes com mais de uma espécie de micobactéria

isolada de seus espécimes clinicos.
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3.4 ASPECTOS ETICOS

As condutas da pesquisa seguiram os termos da resolugédo no 196/1996
do Conselho Nacional de Saude, e da declaracdo de Helsinque—Toquio sobre

pesquisas biomédicas em humanos (BRASIL/MS, 2007).

Foi solicitado aos pesquisadores responsaveis pelo isolamento e
identificacao das cepas, bem como a direcao do IEC/SVS autorizacio para utilizacao
das MNT estocadas na Seg¢ao de Bacteriologia e Micologia (SABMI) para o
desenvolvimento deste projeto. O projeto foi submetido a avaliagdo do Comité de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto Evandro Chagas (CEP/ IEC) e
aprovado sob o Parecer n° 0010/2008, CAAE: 0001.0.072.073-08.

3.5 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

3.5.1 Isolados micobacterianos

Os 125 isolados micobacterianos foram obtidos apds o cultivo de
espécimes clinicos pulmonares, descontaminados pelo método de lauril-sulfato, em
meio de cultura Léwenstein Jensen, com e sem PNB (acido p-nitrobenzéico - 0.5

mg/mL).

Posteriormente foram incubados a 35-37°C na auséncia de luz. Todos os
procedimentos de processamento das amostras foram realizados em cabine de

segurancga bioldgica classe Il B2.

A distingao presuntiva entre MNT e complexo M. tuberculosis foi realizada
através do teste de inibicdo de crescimento em meio com PNB (0,5 mg/mL), no qual
todas as espécies do complexo M. tuberculosis nao crescem. A avaliacido fenotipica
foi baseada na observagao dos aspectos das coldnias (morfologia, pigmentagao e

tempo de crescimento). Os isolados foram posteriormente estocados a - 80°C. A
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cepa de referéncia H37Rv (M. tuberculosis) foi utilizada como controle de testes
(BRASIL/MS, 1994; BRASIL/MS, 2008).

3.5.2 Extracao do DNA micobacteriano

O protocolo de extragao utilizado seguiu as condigdes estabelecidas em
Lima et al. (2007). A extracdo do DNA foi realizada a partir de culturas de
micobactérias estocadas a -80°C, utilizando 300uL de tamp&o de lise (Tris HCI pH
9,0 300mM, EDTA 100mM, sucrose 4,8%, SDS 1,25%), 300uL de tampédo de
homogeneizacgao (Tris HCI pH 8 10mM, NaCl 60mM, EDTA pH 8 10mM, sacarose
5%), 15uL de proteinase K (20mg/mL de agua ultrapura) e incubagéo a 56°C por 12
horas. Os detritos celulares foram removidos por tratamento com 600uL de solugéo
de fenol-cloroférmio-alcool isoamil 25:24:1 (Invitrogen). O DNA foi precipitado com
100uL de acetato de sodio 3M, pH 4,8 (Sigma) e 500uL de isopropanol (Merk),
centrifugado a 13.000 rpm por 10 minutos e tratado com 500uL de alcool etilico 70%
(Merk). Posteriormente, foi centrifugado a 13.000 rpm a 4°C. O alcool foi removido
por evaporagdo e o DNA hidratado com 100uL de tampéao TE 1X (Tris HCI pH8
10mM, EDTA pH8 1mM). A avaliacdo da pureza e a quantificagdo do DNA foram
realizadas por espectrofotometria utilizando o equipamento UV1101 Biotech
Photometer (WPA Ltd.)

3.5.3 Analise do polimorfismo dos fragmentos de restricido enzimatica do
produto de PCR de hsp65 (PRA-hsp65)

3.5.3.1 Amplificagdo do fragmento de 441pb do gene hsp65

Todas as amostras foram primariamente caracterizadas pela analise de
suas caracteristicas fenotipicas sobre culturas (tempo de crescimento e
pigmentacao) e por PRA-hsp65. O PRA-hsp65 foi utilizado como método molecular
preconizado pelo Ministério da Saude para identificagdo de MNT (2008).
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Inicialmente, um fragmento de 441 pb do gene hsp65, fragmento de Telenti, foi
amplificado com os oligonucleotideos TB11 (5° ACCAACGATGGTGTGTCCAT 3’) e
TB12 (5 CTTGTCGAACCGCATACCCT 3’), como descrito previamente (TELENTI et

al, 1993). M. tuberculosis H37Rv foi incluido como controle positivo das reagoes.

A mistura para reagdo de PCR foi constituida por tampao de PCR 1x (50
mM KCI; 10 mM Tris-HCI pH 8.3 - Invitrogen), 1,5 mM MgCl, (Invitrogen); 200uM
dNTP (Invitrogen), 25 pMol de cada oligonucleotideo (Invitrogen), 0,5 U da enzima
Tag DNA Polimerase (Invitrogen), 5uL de DNA gendmico e agua purificada
autoclavada para completar volume final de 50uL. As condi¢cbes para amplificagao
foram: um ciclo de 95°C por 5 minutos; 45 ciclos de 94°C, 60°C e 72°C por 1 minuto
e um ciclo de 72°C por 10 minutos para finalizacdo de extensdo, realizada em
termociclador (Thermo Hybaid/CE 3832).

3.5.3.2 Digestao Enzimatica

Para digestdo enzimatica foram utilizadas as enzimas BstEll (5'-
GIGTNACC-3' e 3-CCANTGTG-5) e Haelll (5-GGICC-3' e 3-CCTGG-5). Os
produtos de PCR foram digeridos separadamente. Para a digestdo enzimatica com
BstE 1l, um total de 12uL do produto de PCR foi adicionado a uma mistura contendo
10 U de enzima, 2,5uL de tampao de enzima (BioLabs) e 9,5uL de agua purificada
autoclavada. A mistura foi incubada a 60°C por 3h. Para a digestdo enzimatica com
Hae 11, 21,5uL do produto de PCR foi adicionado a uma mistura contendo 10 U de

enzima, 2,5uL de tampéo de enzima (Invitrogen) e incubado a 37°C por 3h.

3.5.3.3 Eletroforese

Um total de 8 pL dos produtos de restricdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose Seakem LE 3% (BioWhittaker Molecular

Applications) a 5V/cm, contendo 0,375 X de SyberSafe (Invitrogen), um do corante
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fluorescente que se intercala com as moléculas de DNA, e tampao de eletroforese
foi Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X. Foram utilizados marcadores de peso molecular de

50 pb e 25 pb (Invitrogen).

Apds a eletroforese, os produtos foram visualizados e registrados no
sistema de deteccdo Biolmaging Systems (UVP, EUA). Os perfis de PRA foram
analisados por simples comparagao visual com os marcadores de peso molecular,
sendo interpretados com algoritmos publicados (TELENTI et al., 1993; DEVALLOIS
et al., 1997; BRUNELLO et al., 2001; LEAO et al., 2004; FERDINAND et al., 2004;
CHIMARA et al, 2008; BRASIL/MS, 2008) e disponiveis no PRASITE
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html).

3.5.4 Analise das sequéncias dos genes do RNAr 16S, hsp65 e rpoB

3.5.4.1 Selecgao dos Alvos

Um dos alvos selecionados para identificagdo de MNT foi o gene do RNAr
16S, com sequéncia completa de aproximadamente 1.500 pb. E considerado o
‘padrdao ouro” para identificacdo micobacteriana e 500 pb s&o considerados
suficientes para distingdo das espécies (TURENNE et al., 2001). Entretanto, as
poucas variagdes encontradas nas sequéncias gene de RNAr 16S n&o permite a
diferenciagdo de algumas espécies, particularmente MCR (BROWN-ELLIOTT;
WALLACE JUNIOR, 2002).

Para contornar essa limitacao, selecionaram-se alvos amplamente usados
na identificacdo de MNT, como hsp65 e rpoB, para classificagcdo mais precisa
(DEVULDER et al., 2005). O gene hsp65 apresenta 1.620 pb e codifica a proteina de
choque térmico de 65KDa, presente em todas as micobactérias. O sequenciamento
de um fragmento de 441pb desse gene é extensamente aplicado a diferenciagao de
MNT (RINGUET et al., 1999; McNABB et al., 2004). A analise de rpoB, gene de
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3.516 pb codificador da subunidade 3 da RNA polimerase, vem sendo utilizado para
a identificagdo de MNT, particularmente a regido V considerada como alvo promissor
para diferenciacdo de MCR (ADEKAMBI et al., 2003).

3.5.4.2 Amplificagao dos Fragmentos dos Genes do RNAr 16S, hsp65 e rpoB

Uma amostra por individuo, cujo perfil de PRA-hsp65 foi idéntico entre
todos os isolados daquele individuo, foi selecionada por amostragem aleatoria
simples e incluida no sequenciamento. Um total de 50 amostras foi usada para
identificacdo baseada na analise comparativa das sequéncias parciais do gene do
RNAr 16S, hsp65 e rpoB. Os oligonucleotideos utlizados para amplificagdo dos alvos

citados anteriormente estao listados na tabela 5.

Tabela 5. Oligonucleotideos utilizados para amplificagcdo das sequéncias parciais do gene de
RNAr 16S, hsp65 e rpoB.

Gene Oligonucleotideos Sequéncia (5° > 3) T (°C) Produtos (pb) Referéncias
16S rRNA F AGTTTGATCCTGGCTCAG shin et al
RNAr 16S 55 499
16S rRNA R GTATTACCGCGGCTGCTG (2006)
HSPO3 F ATCGCCAAGGAGATCGAGCT Kim et al
hsp65 62 644
HSPO3 R AAGGTGCCGCGGATCTTGTT (2005)
Myco F GGCAAGGTCACCCCGAAGGG Adékambi et
rpoB 64 764
Myco R GCGGCTGCTGGGTGATCATC al. (2003)

A reacdo de amplificacdo foi preparada para um volume final de 25uL,
sendo constituida por tampéo de Taq DNA Polimerase 1x (50 mM KCI; 10 mM Tris-
HCIl pH 8.3 - Invitrogen), 0,2 mM de cada dNTP (Invitrogen), 1,5mM de MgCl,
(Invitrogen), S5pmol/uL de cada oligonucleotideo (Invitrogen), 0,5 U de Taqg DNA
Polymerase (Invitrogen), 20ng do DNA e 13puL de agua deionizada estéril. A
amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador Thermo Hybaid/CE 3832,

segundo as condi¢des descritas previamente, com algumas modificagbes (Tabela 5).
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A amplificagdo do gene de RNAr 16S foi realizada sob um ciclo de 94°C
por 5 minutos, 30 ciclos de 94°C, 55°C e 72°C por 1 minuto, e uma extensao final a
72°C por 10 minutos. O protocolo de amplificacdo de hsp65 foi um ciclo a 94°C por 5
minutos, 30 ciclos de 95°C, por 1 minuto, 62°C por 45 segundos e 72°C por 1,5
minutos, seguidos de extensao a 72°C por 5 minutos. Ja para rpoB se utilizou um
ciclo de desnaturagao a 95°C por 1 minuto, 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 64°C
por 30 segundo e 72°C por 1,5 minutos, e uma etapa de extenséo final de 72°C por

5 minutos.

3.5.4.3 Purificagdo dos Produtos da PCR

Os produtos de PCR (8 uL) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose Seakem LE 1% (BioWhittaker Molecular Applications) a 5V/cm, contendo
SyberSafe 0,375X (Invitrogen), um do corante fluorescente que se intercala com as
moléculas de DNA, e tamp&o de eletroforese Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X.
Posteriormente foram visualizados e registrados em sistema de detec¢éo Biolmaging
Systems (UVP, E.UA.).

Para a mensuragao dos tamanhos dos fragmentos amplificados utilizou-se
o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Os fragmentos
amplificados foram recortados do gel e purificados com S.N.A.P.™ Gel Purification

Kit (Invitrogen), conforme as instru¢des do fabricante.

3.5.4.4 Reacao de Sequenciamento

Os produtos de PCR purificados foram diretamente sequenciados
utilizando o kit Big Dye (Terminator v3.1 Cycle Terminator - Applied Biosystems), de
acordo com as instrugdes do fabricante. Em cada reagao foram utilizados 2 pL de
uma mistura contendo os terminadores marcados, dNTP e Taq DNA polimerase

(terminator ready reaction mix - Applied Biosystems), 2 uL de tampao de
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sequenciamento 2,5X (Applied Biosystems), 1,6 pmol de oligonucleotideo, 1 pL de
produto de PCR e agua deionizada autoclavada suficiente para completar um
volume final de 10 yL. A reagao foi realizada em termocilador (Thermo Hybaid/CE
3832), programado para 30 ciclos a 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos.

3.5.4.5 Precipitagao dos Produtos Sequenciados

Para a precipitacdo dos produtos sequenciados, utilizou-se o protocolo
isopropanol/etanol (Applied Biosystems). Inicialmente foram preparadas as solugdes
de isopropanol (Merk) a 75% e etanol (Merk) a 70%, e armazenadas em temperatura
ambiente. Foi adicionado 40 pL de isopropanol 75% em cada amostra e deixou-se
em repouso de 15 minutos em temperatura ambiente protegida da luz.
Posteriormente, centrifugou-se por 25 minutos a 3.000 g (~ 4.000 rpm). Descartou-
se o sobrenadante invertendo a placa sobre papel absorvente e aplicando-se um
pulso na centrifuga. Adicionou-se 200uL de etanol 70% em cada amostra e
centrifugou-se por 10 minutos a 3.000 g (~ 4.000 rpm). Descartou-se o sobrenadante
como citado anteriormente e repetiu-se a etapa do etanol a 70% por mais uma vez.
Apds o ultimo descarte a placa com o produto precipitado foi submetida a
temperatura de 60°C por 4 minutos. Finalmente, depois de seco o produto foi
armazenado a -20°C com a placa selada com adesivo até o momento de ser

submetida a eletroforese capilar.

3.5.4.6 Preparo das Amostras para Eletroforese Capilar

As amostras precipitadas foram ressuspensas utilizando Formamida Hi-Di
(Applied Biosystems), que se encontrava congelada antes do uso. Adicionou-se 10
ML de formamida em cada pogo da placa e homogeneizou-se bem com o produto
precipitado, sem que ficassem bolhas no fundo. Posteriormente, a placa foi selada e

as fitas de DNA foram desnaturadas a 95°C por 5 minutos em termociclador
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(Thermo Hybaid/CE 3832), e imediatamente colocada em recipiente com gelo por 2

minutos.

3.5.4.7 Eletroforese Capilar e Analise dos Resultados

Os produtos foram submetidos a eletroforese capilar na plataforma de
analise genética ABI 3130 (Applied Biosystems), que utiliza o sistema de
eletroforese capilar para separacdo de fragmentos. As extremidades dos capilares
sao revestidas por um eletrodo o que gera condi¢gdes para o um processo conhecido
como eletroinjecdo, onde as moléculas de DNA suspensas sao introduzidas nos
capilares (Applied Biosystems). Neste trabalho foi utilizado um conjunto de capilares
de 50 cm, padrdo para sequenciamento, e um polimero de dimetilpoliacrilamida
(POPT7), que atua como meio onde ocorre a eletroforese. Os resultados obtidos apds
a eletroforese foram analisados com o programa Sequencing Analysis, versao 5.2
(Applied Biosystems), sendo que os parédmetros adotados para avaliagdo da

qualidade das sequéncias foram aqueles estabelecidos pelo fabricante.

3.5.4.8 Andlise das Sequéncias

As sequéncias completas dos produtos amplificados do gene do RNAr
16S e rpoB foram usadas nas analises. Para o gene hsp65 apenas uma sequéncia
de 423 pb (posicdo 414 a 836 de M. tuberculosis H37Rv) foi analisada, devido
algumas sequéncias de MNT disponiveis no GenBank, que foram utilizadas para
comparagoes, apresentarem tamanho inferior aos dos isolados neste estudo. Este
fragmento esta incluido nos 441 pb da sequéncia de hsp65 usada em estudos
anteriores para diferenciacdo de micobactérias (TELENTI et al., 1993; DEVALLOIS
et al., 1997; RINGUET et al., 1999; McNABB et al., 2004).

As sequéncias foram alinhadas e suas similaridades foram obtidas
utilizando o algoritmo de multiplo alinhamento no programa Bioedit (versdo 7.0.9;

Tom Hall [http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html]). Os dendogramas foram
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inferidos das sequéncias nucleotidicas dos genes do RNAr 16S e hsp65 de isolados
deste estudo e daquelas do GenBank usando o método neighbor-joining com
modelo de corre¢cdo Kimura-2-parametros no programa MEGA (versao 4.0; Tamura,
Dudley, Nei and Kumar [http://www.megasoftware.net/]). A analise de Bootstrap
(1.000 replicagdes) foi aplicada tomando M. paurometabola KCTC 9821 como grupo

externo. As sequéncias do GenBank utilizadas para comparagdes com as amostras

de MNT deste estudo estao listadas na tabela 6.

Tabela 6. Sequéncias do GenBank usadas para comparacgoes.

Espécie Identificagdo da cepa RNAr 16S hsp65 rpoB

M. abscessus ATCC 19977 =CIP 104536  AF547892 AY458075 AY147164
M. bolletii CCUG 50184 = CIP 108541 AY859681 AY859675 AY859692
M. chelonae ATCC 35752 = CIP 104535 AF547909 MCU17928 AY859692
M. massiliense CCUG 48898 = CIP 108297 AY593980 AY596465 AY593981
M. fortuitum ATCC 13756 AJ536039 DQ866789 DQ866802
M. houstonense  ATCC 49403 = DSM 44676 DQ987744 DQ987725 DQ866802
M. kansasii ATCC 12478 = CIP 104589  AF480601 AY299189 EU591500
M. gastri ATCC 15754 = CIP 104530 AF480602 AY299182 ND

M. avium ATCC 25291 = CIP 104244 EF521895 DQ284768 EF521907
M. intracellulare  ATCC 13950 = CIP 104243  AF547939 DQ284774 EF521909
M. chimaera DSM 44623 = CIP 107892 AY859018 AY943198 EF521908
M. colombiense  CECT 3035 = CIP 108962 AM062764 EU239785 EF521910
M. scrofulaceum ATCC 19981 = CIP 104516  AF480604 AF547871 EU591494
M. simiae ATCC 25257 = CIP 104531  AF547966 AF547875 EU109303
M. interjectum ATCC 51457 = DSM 44165  AF547937 AY299186 ND

M. interjectum MS102 ND AY550236 ND

M. interjectum N364C AY215270 ND ND

M. terrae MS267 ND AY550213 ND

M. terrae ATCC 15755 DQ058407 AY299142 EU591502
M. terrae N177 AY215361 ND ND

M. asiaticum DSM 44297 AF547896 AY299133 ND

ND: sequéncia nao disponivel no GenBank.
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1. Acido p-nitrobenzéico (PNB), 2. micobactérias ndo tuberculosas; 3. micobactérias de crescimento

rapido (MCR); 4. micobactérias de crescimento lento.
Figura 9. Fluxograma dos procedimentos laboratoriais para identificagdo de

micobactérias nao tuberculosas.
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4 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo, 125 amostras de MNT foram isoladas de
espécimes clinicos respiratérios de 51 individuos, sendo 25 do sexo masculino e 26
feminino. Estes individuos constituiram 3,8% (51/1.317) do total de encaminhados
para pesquisa de micobactérias e 6,9% (51/742) dos individuos com cultura de
BAAR. Em média foram detectados 12 individuos por ano com infeccado pulmonar
por MNT. Todos foram anteriormente diagnosticados e tratados para tuberculose
pulmonar, sendo que o motivo de encaminhamento para o laboratério foi faléncia
terapéutica com suspeita de tuberculose resistente. As amostras pulmonares deste

estudo foram designadas P01 a P51.

De acordo com o tempo de crescimento das micobactérias, 37,2% (19/51)
dos individuos apresentaram MCR n&o pigmentadas (P01 a P19). Quanto aos 32
pacientes com MCL, 12 apresentaram amostras com pigmentagéo variavel (P39 a
P50), 2 foram escotocromdgenas (P20 e P23), 2 fotocromégenas (P21 e P22) e 16
nao pigmentadas (P24 a P38 e P51).

4.1 Identificacao por analise do polimorfismo dos fragmentos de restricao
enzimatica do produto de PCR de hsp65 (PRA-hsp65)

Doze diferentes perfis de PRA-hsp65 foram detectados, sendo
distribuidos entre MCR (n=3) e MCL (n=9). Em trés individuos nao foi possivel
realizar a identificacdo dos isolados de MNT devido apresentarem perfis
desconhecidos, com os seguintes padrdes de restricdo: Bstell: 441, Haelll: 110/105
(P49 e P50) e Bstell: 320/115 e Haelll: 140/100/90 (P51). Apesar do perfil da
amostra P39 nado estar disponivel na base de dados do PRASITE
(http://app.chuv.ch/prasite/index.html) e no manual do Ministério da Saude, foi

considerada a identificagdo proposta por Ferdinand et al. (2004) para este perfil. Os
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resultados de PRA-hsp65, bem como a comparagao com o0 sequenciamento, estdo

demonstrados nos apéndices 1 e 2.

4.2 Analise das sequéncias do gene do RNAr 16S, hsp65 e rpoB

4.2.1 Gene do RNAr 16S

A analise das sequéncias parciais do gene do RNAr 16S evidenciou 7
diferentes complexos ou grupos genéticos: M. chelonae (15 amostras), M. fortuitum
(4 amostras), M. avium (15 amostras), M. kansasii (1 amostra); M. scrofulaceum (1
amostra), M. simiae (14 amostras) e M. terrae (1 amostra), apresentados na figura
10.

Nao houve variacdes entre as sequéncias das amostras P01 a P15. Estas
amostras compartilharam 100% de similaridade com M. abscessus CIP 104536, M.
chelonae CIP 104535, M. massiliense CIP 108297 e M. bolletii CIP 108541. As
sequéncias das amostras P16 a P19 demonstraram similaridade de 100% com M.
fortuitum ATCC 13756 e 99,1% com M. houstonense ATCC 49403.

Dentre as MCL, a amostra P20 demonstrou 100% de similaridade com M.
kansasii CIP 104539. P21 e P22 foram 100% similares a M. simiae CIP 104531 e
P23 foi 99,7% similar a M. scrofulaceum ATCC 19981. As amostras P24 a P28
compartilharam de 100% de similaridade com M. intracellulare CIP 104243 e 99,5%
com M. chimaera CIP 107892. P29 e P35 a P38 apresentaram similaridade de
99,1% e 99,3%, respectivamente, com M. avium avium CIP 104244. P30 a P34
foram 99,7 a 100% similares a M. colombiense CIP 108962.

As amostras P39 a P50 divergiram 1,3% e apresentaram indel de 11 pb
na regiao hipervariavel B, hélice18, caracteristica de MCR e complexo M. simiae.
P39 a P46 foram 98,7% similares a M. simiae CIP 104531 e 98,4% ao M. interjectum
N364C, enquanto que P47 a P50 apresentaram similaridades de 99,1% com M.



simiae CIP 104531 e 99,7% com M. interjectum amostra N364C. P51

99,5% de similaridade com M. terrae variante N177.
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Figura 10. Dendograma das sequéncias do gene do RNAr 16S de micobactérias ndo
tuberculosas construido através do método neighbor-joining utilizando o modelo de
correcao de distancia Kimura-2-parametros. Os numeros nos nés indicam os valores
de bootstrap obtidos em 1000 repeticbes (expressos em porcentagem). T.
paurometabola KCTC 9821 foi usado como grupo externo.
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4.2.2 hsp65

Falhas de amplificagdo ou dele¢bes ndo foram encontradas nas
sequéncias hsp65. As sequéncias de hsp65 demonstraram ser mais variaveis que as
do gene do RNAr 16S. As substituicdes detectadas nao resultaram em mudangas na

sequéncia de aminoacidos.

Neste fragmento, a diversidade nucleotidica entre as amostras P01 a
P015 foi representada por substituicées do tipo transicional (C <> T). A divergéncia
nucleotidica variou de 1,2 a 1,5% entre PO1 a P15. As amostras P01 e P02
apresentaram 100% de similaridade com M. abscessus CIP 104536. As sequéncias
das amostras P03 a P15 exibiram divergéncias de 0,5 a 0,8%. Entretanto, as
amostras P03 a P06 foram mais similares (99,5 a 99,7%) ao M. bolletii CIP 108541,
e P07 a P15 ao M. massiliense CIP 108297 (99,7%). P06 diferenciou de P03 a P05
pela substituicdo na posicdo 602 (T — C), encontrada em M. abscessus e M.
massiliense. As amostras P16 a P19 apresentaram 100% de similaridade com M.
fortuitum CIP 104534. A outra espécie mais proxima foi M. houstonense ATCC
49403, que compartilhou 99.4% de similaridade. Um polimorfismo caracterizado pela
transversao na posigéao 827 (G — C) foi identificado em todos os isolados de MCR,
quando comparados com as sequéncias de cepas de referéncia disponiveis no
GenBank.

Foi observado que a amostra P20 apresentou 100% similaridade com a
sequéncia de M. kansasii ATCC 12478. P21 e P22 compartilharam similaridade de
98,8 a 99% com M. simiae CIP 104531. A amostra P23 exibiu similaridade de 98,8%
com M. scrofulaceum CIP 105416. As amostras 24 a 28 apresentaram similaridade
de 99,5 a 100% com M. intracellulare ATCC 13950. P29, P35 a P38 foram 99,0 a
100% similares ao M. avium avium CIP 104244. Ja as amostras P30 a P34
demonstraram similaridade de 98,3 a 99,7% com M. colombiense CIP 108962. P39 a
P50 foram 97,8% a 98,1% similares a M. interjectum MS102, porém foi 95,2 a 95,7%
similares a amostra de referéncia M. interjectum ATCC 51457. P51 compartilhou

98,8% de similaridade com o isolado M. terrae MS267.
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Figura 11. Dendograma das sequéncias do gene hsp65 de micobactérias n&o
tuberculosas construido através do método neighbor-joining utilizando o modelo de
correcao de distancia Kimura-2-parametros. Os numeros nos nds indicam os valores
de bootstrap obtidos em 1000 repeticbes (expressos em porcentagem). T.
paurometabola KCTC 9821 foi usado como grupo externo.



65

4.2.3 rpoB

O sequenciamento de rpoB foi aplicado para melhor diferenciagcdo das

espécies de MCR e os agrupamentos obtidos sdo apresentados na figura 12.

As sequéncias das amostras P01 a P02 demonstraram 100% de
similaridade nucleotidica com M. abscessus CIP 104536. As amostras P03 a P06
apresentaram similaridade de 99,7 a 99,8% com M. bolletii CIP 108541 e P07 a P15
foram 99,7% a 100% similares ao M. massiliense CIP 108297. P03 apresentou o
nucleotideo C na posicao 2.605, diferentemente da sequéncia de M. bolletii CIP

108541 que apresentou o nucleotideo G.

A divergéncia nucleotidica entre as amostras P01 a P02 com P03 a P15
variou de 3,6 a 4,4%. A diversidade nucleotidica entre as amostras P03 a P06 foi de
0,2 a 0,3%, enquanto que entre P07 a P15 foi de 0,2 a 0,5%. Esses dois grupos de

amostras divergiram 1,5 a 1,7%.

As amostras P16 a P19 demonstraram similaridade de 99,5 a 100% com
M. fortuitum CIP 104534. As diferengas nucleotidicas com M. fortuitum CIP 104534
deveram-se a substituicbes nas posi¢des 2744 e 3013 (G —> A), € 2932 (G —» C) na
amostra P17, 2662 (T — C), e 3013 (G — C) em P19. Outra espécie mais préxima
de P16 a P19 foi M. houstonense ATCC 49403 que compartilhou similaridade de
98,7 a 99%.
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Figura 12. Dendograma das sequéncias do gene rpoB de micobactérias de
crescimento rapido construido através do meétodo neighbor-joining utilizando o
modelo de correg¢ao de distancia Kimura-2-parametros. Os niumeros nos nés indicam
os valores de bootstrap obtidos em 1000 repeticdes (expressos em porcentagem).
M. tuberculosis H37Rv foi usado como grupo externo.

Nas amostras de MCL avaliadas nao foi possivel a amplificacdo dos
isolados P22, P23, P40, P41, P42 e P43. A amostra P20 apresentou 99,7% de
similaridade com M. kansasii ATCC 12478. P21 foi 97,7% similar ao M. simiae CIP
104531. P24 a P28 exibiram similaridades que variaram de 99,4 a 99,7% com M.
chimaera DSM 446232 e 99 a 99,5% com M. intracellulare ATCC 15985. As
amostras P30 a P34 demonstraram similaridade de 99,5 a 99,8% com M.
colombiense CIP 19981. Para os demais isolados, as similaridades foram menores

que 95% com sequéncias depositadas no GenBank.

Substituicdes nucleotidicas foram detectadas em 35 diferentes posicoes
das amostras P03 a P15, quando comparadas com a sequéncia de M. abscessus
CIP 104536, predominando o tipo transicional. Em geral, as substituicbes se

concentraram entre as posi¢coes 3019 a 3070.

Substituicbes do tipo transversal na posigcao 2659 (C — G) foram
observadas nas amostras P08, P11 e P14. Entretanto, as substituigbes do tipo

transversal nos coédons 954, 959, 963 e 966 resultou em alteragdo da sequéncia de
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aminoacido, com relagdo a sequéncia de referéncia (Tabela 7). Os codons 954 e
966 apresentaram-se especificos para M. abscessus, M. bolletii e M. massiliense,
embora as substituicdes de nucleotideos para as ultimas duas espécies nao

resultassem na mudanca de aminoacidos entre as mesmas (Tabela 7).

Tabela 7. Alteragbes de aminoacidos entre as espécies M. abscessus, M. bolletii e M.

massiliense.
Coddons (posicdes nucleotidicas)
Espécies
954 (3017-9) 959 (3032-4) 963 (3044-6) 966 (3053-5)
GAG GCC GCA ACC
M. abscessus ]
(Acido glutadmico) (Alanina) (Alanina) (Treonina)
GAC GAG GAG CAA
M. bolletii ] ] .
(Acido aspartico) (Acido glutdmico) (Acido glutamico) (Glutamina)
GAT GAG GAG CAG
M. massiliense , . .
(Acido aspartico) (Acido glutamico) (Acido glutamico) (Glutamina)

4.3 Comparacao entre os resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento

Foi obtida concordancia de 100% na identificacao de M. abscessus 1, M.
kansasii 1, M. fortuitum 1 e M. intracellulare 1. As amostras P03 a P15 ndo puderam
se diferenciadas pelo PRA-hsp65 de M. abscessus 2, M. bolletii e M. massiliense,
que compartilham o mesmo perfil. Novos variantes alélicos para M. scrofulaceum e

M. terrae foram encontrados neste trabalho (Apéndice 2).

Nove amostras (P40 a P48) com perfil caracteristico de M. asiaticum pelo
PRA-hsp65 apresentaram similaridades de 97,8 a 98,1% com M. interjectum MS102,
na sequéncia de hsp65, e de 98,4 a 99,7% com M. interjectum N364C nas
sequéncias de RNAr 16S, enquanto que com as sequéncias hsp65 (AY299133) e
RNAr 16S (AF547896) de M. asiaticum DSM 44297 compartilharam similaridades
de 94,3 a 94,7% e 93 a 93,7%, respectivamente. Dois perfis de PRA-hsp65
desconhecidos (BstE Il: 441; Hae Ill: 110/105 e Bste Il: 320/115; Hae 11l: 140/100/90)
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foram encontrados entre as amostras destes estudo representando,
respectivamente, M. interjectum (P49-P50) e M. terrae (P51)., de acordo com as

similaridades encontradas nas sequéncias hsp65.
A sintese dos resultados inferidos das sequéncias do gene do RNAr 16S,
bem como a frequéncia de pacientes com isolados de MNT sao apresentadas na

tabela 8.

Tabela 8. Frequéncia das micobactérias ndo tuberculosas isoladas de espécimes

pulmonares.
Grupos’ Agrupamentos sistematicos Classificacio n %
P baseados nas similaridades do RNAr 16S ¢ ¢
MCR Complexo M. chelonae M. abscessus 2 3,9
M. bolletii 4 7,8
M. massiliense 9 17,6
MCR Complexo M. fortuitum M. fortuitum 4 7,8
MCL Complexo M. avium M. avium 5 9,8
M. colombiense 5 9,8
M. intracellulare 5 9,8
MCL M. kansasii M. kansasii 1 2,0
MCL M. scrofulaceum M. scrofulaceum 1 2,0
MCL Complexo M. terrae M. terrae 1 2,0
MCL Complexo M. simiae M. simiae 2 3.9
M. interjectum 4 7,8
NI? 8 15,7

1. Grupos de micobactérias definidos de acordo com as caracteristicas de crescimento em
meio de cultura solido. MCR: Micobactérias de crescimento rapido; MCL: Micobactérias de

crescimento lento; 2. Nao identificada.
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5. DISCUSSAO

Durante os anos de 2004 a 2007, um total de 51 individuos com infeccéo
pulmonar por MNT foram identificados no laboratdrio de micobactérias do IEC/PA,

com uma frequéncia de detecgdo em torno de 13 individuos por ano.

Diferente da tuberculose, na maioria dos paises a notificacdo para as
doencas causadas por MNT nao é requerida e, portanto, dados precisos de
incidéncia e prevaléncia ndo estdo disponiveis. As informagdes de infeccdo e a
distribuicdo geografica das espécies sao geralmente baseadas em registros
laboratoriais e estudos de vigilancia (MARRAS, DALEY, 2002).

Todos os individuos infectados por MNT deste estudo foram inicialmente
diagnosticados com tuberculose pulmonar, cujo desfecho de tratamento foi de
faléncia terapéutica, o que foi interpretado pelos clinicos como suspeita de
resisténcia. Esse cenario pode estar associado a dificuldade em diferenciar a
infeccdo pulmonar causada por espécies do complexo M. tuberculosis e MNT,
principalmente quando o diagnostico € baseado em aspectos clinicos e baciloscopia
(KOH et al., 2005). Além disso, a faléncia terapéutica pode ser atribuida a resisténcia
natural de algumas MNT a agentes tuberculostaticos recomendados pelo Programa
Nacional de Controle da Tuberculose (BRASIL/MS, 2005; GRIFFITH et al., 2007;
GLASSROTH, 2008).

Dentre o0s agrupamentos sistematicos identificados, trés foram
responsaveis por 86,1% das infecgdes, compreendendo os complexos M. avium (M.
avium, M. coombiense e M. intracellulare - 15 individuos), M. chelonae (M.
abscessus, M. bolletii e M. massiliense - 15 individuos) e M. simiae (M. simiae, M.
interjectum e um grupo geneticamente préximo ao M. simiae - 14 individuos), sendo

esta diversidade diferente daquelas relatadas em alguns estudos no Brasil.

Em um trabalho realizado no estado de S&o Paulo entre os anos de 1991

e 1997, M. kansasii e complexo M. avium representaram as MNT com maior
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frequéncia de isolamento (UEKI et al., 2005). Zamaroli et al. (2008), na Baixada
Santista, Sdo Paulo, detectou treze diferentes espécies associadas a infecgéo, das
quais M. kansasii e M. fortuitum foram mais frequentes em individuos HIV negativo e
M. avium em HIV positivos. Em Sao José do Rio Preto, Sdo Paulo, o complexo M.

avium foi mais frequente nas amostras respiratérias (PEDRO et al., 2008).

S&o poucas as publicagbes descrevendo MNT na regido norte do Brasil.
Barreto e Campos (2000) analisando resultados de culturas de micobactérias
identificadas no periodo de 1994 a 1999, encontraram 35 individuos com infeccao
por MNT, sendo o complexo M. avium, M. terrae e M. fortuitum as espécies de maior
frequéncia. Santos et al. (2006), no ano de 2002, avaliaram amostras respiratorias
de ndo indigenas e indigenas com suspeita de tuberculose pulmonar e identificaram

19 individuos com infec¢ao por MNT, porém sem relatar as espécies encontradas.

Apenas um estudo anterior a este trabalho descreveu infecgdes por MNT
no estado do Para, sendo que Sousa (2003), entre os anos de 1999 a 2002, relatou
19 individuos com micobacteriose causadas por cinco diferentes espécies das quais
se destacaram M. avium e M. fortuitum. No entanto, Sousa (2003) trabalhou apenas
com casos residentes da regido metropolitana de Belém, enquanto que nosso
estudo abrangeu amostras encaminhadas de todo o estado do Para, o que poderia
justificar o maior numero de espécies. Em relagdo as diferengas com a regiao
sudeste, poderiamos sugerir que a variedade de espécies encontradas em nosso
estudo pode estar associada a fatores ambientais, como por exemplo o solo que
exerce importante influéncia na distribuicdo geografica de espécies, como relatado
por Portaels (1995).

Doze diferentes perfis de PRA-hsp65 foram identificados, 3 em MCR e 9
em MCL. Destes, 50% (6/12) foram congruentes com as analises de
sequenciamento do RNAr 16S, hsp65 ou rpoB, correspondendo a amostras de 20
individuos. Portanto, 39,2% (20/50) dos casos de infeccao por MNT foram
identificados corretamente com o uso primario do método de PRA-hsp65. No
entanto, algumas consideragbes sdo necessarias, quanto aos perfis de M.

abscessus 2, M. avium 1.
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Dos 13 individuos com amostras caracterizadas como M. abscessus 2
pelo PRA-hsp65, 4 apresentaram elevada similaridade com M. bolletii e 9 com M.
massiliense pela analise dos genes hsp65 e rpoB. Esse resultado deve-se a estreita
relacdo taxonOmica entre a variante de M. abscessus 2 e as duas espécies
recentemente descritas (ADEKAMBI et al., 2004; ADEKAMBI et al., 2006). Estas trés
espécies compartilham o mesmo perfil de PRA-hsp65 (CHIMARA et al., 2008).

Viana-Niero et al. (2008), Kim et al. (2008) e Simmon et al., (2007)
verificaram que, apés o sequenciamento de hsp65 e/ou rpoB, amostras previamente
caracterizadas como M. abscessus 2 foram todas identificadas como M. massiliense
ou M. bolletii. Esses resultados corroboram com nossas especulagdes de que o tipo
genético M. abscessus 2 possa ter sido reclassificado naquelas espécies se

configurando, portanto, como entidades ja conhecidas na rotina laboratorial.

De acordo com essas informacdes podemos dizer que o PRA-hsp65 foi
capaz de diferenciar M. massiliense e M. bolletii de M. abscessus |. Embora M.
massiliense e M. bolletii serem relatadas com diferentes potenciais patogénicos e de
suscetibilidade aos macrolideos, sendo M. bolletii naturalmente resistente in vitro a
claritromicina (ADEKAMBI et al., 2004; ADEKAMBI et al., 2006), estudos ja
descreveram isolados de M. massiliense resistentes (KIM et al., 2008), tornando-se
necessario a realizagao teste de sensibilidade in vitro para isolados clinicos de
espécies do complexo M. chelonae para melhor manejo das infecgdes, como

recomendado por Adékambi e Drancourt (2009).

Baseado no polimorfismo da posi¢ao 644 (C > G) descrita neste trabalho,
as enzimas de restricdo Sm1 (CITYRAG) ou Sap1 (GCTCTTCN{NNN) poderiam
ser incluidas ao PRA-hsp65 para a diferenciagdo dos isolados de M. bolletii e M.
massiliense. Enquanto Sm1l gera fragmentos de 248 e 193 pb para M. bolletii e n&o
digere a sequéncia hsp65 de M. massiliense, a enzima Sap1 produz fragmentos de
245 e 196 pb para M. massiliense, mas nao gera cortes nas sequéncias de M. bolletii

(dados ndo demonstrados).
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Todas as amostras do complexo M. chelonae deste estudo apresentavam
uma substitu¢cdo na posicao 827 (G — C) do gene hsp65 com relagao a sequéncia
de referéncia M. abscessus CIP 104536 e esta substituicdo foi concordante com
aquelas encontradas em outros isolados do Brasil, bem como em amostras da
Coréia (KIM et al.,, 2007; VIANA-NIERO et al., 2008), Entretanto, evitou-se fazer
inferéncias, tais como a existéncia de um padrao de distribuicdo geografica para este
alelo. Este polimorfismo encontra-se na regido de hibridizagdo do oligonucleotideo
TB12, usado no PRA-hsp65.

Na avaliagao de rpoB, uma variacao alélica ndo descrita para o complexo
M. chelonae foi observada na posigéao 2659 (C ou T — G) de 3 amostras (P08, P11 e
P14). Neste mesmo fragmento foram identificados possiveis nucleotideos
especificos para M. abscessus, M. bolletii e M. massiliense nos codons 954 e 966.
Os aminoacidos dos codons 954 e 966 reforcaram a estreita relagdo entre M.

massiliense e M. bolletii.

Em termos de taxonomia, o grupo de MCR tem sofrido constantes
mudangas, o que se tornou fonte de confusdo para médicos e microbiologistas
(TORTOLI et al., 2003). M. abscessus antes de 1992 foi considerada uma
subespécie de M. chelonae (DALEY; GRIFFTH, 2002). Agora com a classificagao de
M. massiliense e M. bolletii ha a possibilidade de que a variante M. abscessus 2
tenha sido elevada a status de espécie, ou melhor, nas espécies M. massiliense e M.
bolletii, 0 que mais uma vez pode comprometer as informacdes sobre frequéncia de
detecgcao de M. abscessus antes de 2006, quando os nomes dessas espécies foram
validados (EUZEBY, 2009).

E preciso considerar que M. massiliense e M. bolletii foram definidas
como novos taxa baseado em ensaios que incluiram: sequenciamento dos genes do
RNAr 16S, hsp65, sodA, recA e rpoB, determinagdo do conteudo de G+C e
caracterizagao fenotipica, além da anadlise de acidos micdlicos e teste de
sensibilidade aos antimicrobiano apenas para M .bolletii. No entanto, de acordo com
os parametros recomendados pelo comité ad hoc para reavaliacdoda definicao de

espécies em bacteriologia, além da analise das sequéncias dos genes do RNAr 16S
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e de codificadores de proteinas, o ensaio de hibridizagdo DNA-DNA deve ser
considerado como critério molecular para definicdo de espécies (STACKEBRANDT
et al., 2002).

Apesar desta técnica nao ser frequentemente utilizada para a descricédo
de novas espécies, ela representa a mais importante aproximacao para definicao
quantitativa de espécies e é a unica que reflete a total complexidade genémica. A
hibridizacdo DNA-DNA é conhecida como o método superior para a elucidacédo das

relagcdes entre taxons estreitamente relacionados (TORTOLI, 2003).

A identificagdo de amostras de M. colombiense caracterizadas como M.
avium pelo PRA-hsp65 deve-se a estreita relagdo genética entre essas espécies.
Murcia et al. (2006) relatam que M. colombiense compartilha o mesmo perfil de PRA-
hsp65 com a variante M. avium 1, resultado que concorda com amostras de trés
individuos deste estudo. Como M. massiliense e M. bolletii, M. colombiense foi
validada como nova espécie recentemente e também pode ser resultado de
reclassificacdo taxondmica, com elevacdo ao nivel de espécies de variantes de M.
avium ja conhecidas na rotina laboratorial. A descrigao dessa espécie contribui para
o conhecimento da diversidade dos membros do MAC encontrados na regido norte

do Brasil.

Outro achado importante refere-se as amostras com perfil de PRA-hsp65
caracteristico de M. asiaticum 1, que apds o sequenciamento de RNAr 16S e hsp65
apresentaram-se como membros relacionados ao M. simiae. Na analise de hsp65
essas amostras demonstraram similaridade de 97,8% a 98,1% com M. interjectum
MS102. Essas amostras proximas ao M. interjectum, apresentaram-se com
pigmentacdo variavel, ou seja, dos sucessivos isolados de um mesmo individuo
alguns exibiram pigmentagdo enquanto outros foram n&o cromogénicos. Entretanto,
ja se tem descrito uma variante ndo pigmentada de M. interjectum (TORTOLI et al.,
1996)

Na avaliagao dos sitios de cortes gerados pela enzima Hae Il a partir das

sequéncias hsp65 destes isolados, verificamos 12 sitios nas amostras P40 a P48



74

(107, 128, 140, 162, 179, 198, 221, 257, 290, 402). No entanto, na sequéncia de M.
asiaticum ATCC 25276 (AY299133) dez sitios de reconhecimento foram
identificados (107, 128, 162, 198, 221, 257, 290, 402). Apesar das diferengas nos
numeros de sitios de restricdo entre as sequéncias P40 a P48 e da cepa de
referéncia de M. asiaticum, ambas produzem o mesmo perfil de fragmentos

visualizados no PRA-hsp65 (dados ndo demonstrados).

Diferente das falhas do método de PRA-hsp65 citadas anteriomente, que
geravam dificuldades para distingdo entre membros de um mesmo complexo, o
compartilhamento de um unico perfil entre membros de agrupamentos sistematicos
distintos € problematico, podendo o resultado influenciar de forma muito importante
na escolha da terapia medicamentosa e desfecho clinico. Um dos agravantes esta

no fato de que estas entidades foram encontradas em 18% (9/50) dos individuos.

M. asiaticum € uma espécie raramente isolada de espécimes clinicos e,
devido a sua baixa frequéncia, seu perfil de suscetibilidade nao esta bem
estabelecido. Alguns relatos sugerem que M. asiaticum seja suscetivel ao etambutol,
etionamida, rifampicina, isoniazida e estreptomicina, enquanto outros tém relatado
resisténcia a isoniazida e rifampicina (BLACKLOCK et al., 1983; TAYLOR et al.,
1990; WAYNE, SRAMEK, 1992; DAWSON et al., 1995). A suscetibilidade de M.
asiaticum aos macrolideos e quinolonas nao foi determinada (GRIFFITH et al.,
2007). Ja M. interjectum é uma espécie mais conhecida, frequentemente associada
a casos de linfadenite cervical em criangcas (SPRINGER et al., 1993; LUMB et al.,
1997; De BAERE et al., 2001; SUSKIND et al., 1997; HAZRA et al., 1999;
LINDEBOOM et al., 2007). Porém, existem alguns registros de infecgdo pulmonar e
um caso bem documentado de doenca pulmonar cavitaria demonstrou um
tratamento bem sucedido com o uso de claritromicina por 5 meses (TORTOLI,
2003).

Estudos posteriores serao realizados para o estabelecimento taxonémico
das entidades estreitamente relacionadas ao M. simiae deste estudo, com
caracterizagdes bioquimicas completas, analise de acidos micdlicos e testes de

sensibilidade a antimicrobianos, além da analise de outras sequéncias de DNA como
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o ITS, que permite diferenciacdo de MCL cujas sequéncias de RNAr 16S sao muito
similares (ROTH et al., 1998).

Um perfil ndo presente no algoritmo de PRA-hsp65 usado para
identificacdo de MNT foi encontrados na amostra P39. Essa amostra exibiu
similaridade de 98,4% e 97,8% com M. interjectum, respectivamente nas sequéncias
de RNAr 16S e hsp65. Apesar de n&o estar incluido na tabela algoritmica proposta
para andlise do PRA-hsp65 (LEAO et al, 2004; BRASIL/MS, 2008), o perfil
apresentado foi descrito anteriormente por Ferdinand et al. (2004), sendo atribuido
ao M. interjectum. Porém, o perfil das amostras P49 e P50, que apresentaram
similaridades de 99,7% e 97,8% com M. interjectum, respectivamente em RNAr 16S

e hsp65, nao foram descritos em outros trabalhos.

Duas novas variantes alélicas de PRA-hsp65 de espécies ja descritas
foram encontradas entre os isolados. Uma para M. scrofulaceum, cujo perfil foi
comum ao M. simiae 1 e outra para M. terrae, cujo de perfil de PRA-hsp65 ainda n&o

havia sido descrito.

M. scrofulaceum e M. simiae s&o espécies pigmentadas, entretanto, M.
scrofulaceum é escotocromogena e M. simiae é fotocromodgena, caracteristica que
influencia significativamente na definicdo da espécie pelo PRA-hsp65. Essa
observacao, se dada a devida importancia, poderia presuntivamente indicar a nao
concordancia de resultados. Porém, em muitas situagdes, essas informacdes nao
sao fornecidas aos laboratérios de referéncia que recebem isolados de MNT,
restando ao microbiologista o registro de presenga ou auséncia de pigmentacao e

realizacado de subcultivo, o que torna o processo de identificagcdo mais demorado.

Além da importancia epidemioldgica, a identificacdo micobacteriana ao
nivel de espécie tem importancia clinica e implicagbes para o prognéstico
(MARTINEZ, McADAMS, BATCHU, 2007). A identificacao pode ser realizada através
de caracterizag¢des bioquimicas, que tém se tornado cada vez mais complexa diante
do continuo aumento do numero de novas espécies (TORTOLI, 2003). Diante das

limitagdes dos ensaios fenotipicos varios métodos baseados em técnicas de biologia
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molecular tém sido aplicados a identificacdo micobacteriana, e incluem o uso de
sondas comerciais, PRA-hsp65 e analise de sequéncias de DNA (NEONAKIS et al.,
2008).

Dentre os métodos moleculares, o PRA-hsp65 tem sido amplamente
adotado como ferramenta promissora para a rapida identificagdo de MNT (TELENTI
et al., 1993; DEVALLOIS et al., 1997; BRUNELLO et al., 2001; LEAO et al., 2005).
De acordo com um estudo realizado para avaliar a confiabilidade deste método, o
PRA-hsp65 forneceu resultados incorretos para apenas 1,2% dos isolados de MNT
identificados por métodos tradicionais no Instituto Adolfo Lutz, Sdo Paulo (CHIMARA
et al., 2008).

Quando comparamos os resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento de
hsp65 das amostras deste estudo, agora considerando a identificacdo de M.
abscessus 2 e M. avium 1 como satisfatorias para fins de tratamento, pois a nao
distingdo ocorre entre espécies estreitamente relacionadas, cuja terapia
medicamentosa obedece ao mesmo protocolo, observamos discordancia em 25,5%
(13/51) dos resultados. Apesar de ainda ser um valor de discordancia elevado,
verificamos que isso se deve a uma questdo intriseca a diversidade de espécies
encontradas em nossa area geografica e que, portanto, ao se considerar as
peculiaridades regionais, ndo devemos eleger o PRA-hsp65 como metodologia Unica
em laboratérios de referéncia para a identificagdo molecular de MNT envolvidas em

infec¢cbes pulmonares.

Apesar de ter como vantagens a facil execugdo e requerer menores
recursos para implantagdo em laboratorios, o PRA-hsp65 sozinho nao permitiu a
identificacdo das mais frequentes MNT no presente estudo, limitado principalmente
pela diversidade genética das espécies encontradas. As dificuldades encontradas
foram: (I) presenga de espécies distintas com mesmos perfis e, (ll) ocorréncia de
novos perfis (ndo previamente relatados). E, em muitos casos, a diferenciacao de
espécies recentemente descritas daquelas ja previamente conhecidas foi dificil pelo
PRA-hsp65. Os problemas encontrados neste trabalho representam alguns dos

fatores criticos conhecidos quando se trabalha com PRA-hsp65. Hafner et al. (2004)
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descreveram que a frequente descricdo de novos perfis para novas espécies, em
particular para espécies com elevado numero de polimorfismos nas sequéncias de
hsp65, cujas pequenas variabilidades no tamanho dos fragmentos determinam
diferentes tipos genéticos, torna dificil a interpretacdo e limita seu amplo uso para

identificacao.

A analise de sequéncias nucleotidicas do gene do RNAr 16S tem sido
amplamente utilizada para deteccao e definicdo de novas espécies de micobactérias
(TURENNE et al., 2001). Porém, este gene apresenta algumas limitagbes como a
nao diferenciacao da espécie patogénica M. kansasii da nao patogénica M. gastri.
Entretanto, neste estudo, sua utilizacdo foi de importante valor para o
posicionamento dos isolados nos principais agrupamentos sistematicos de

micobactérias.

Embora a taxonomia micobacteriana tenha avangado muito na década
passada, um consideravel numero de taxas ainda permanecem nao identificadas,
representando um importante reservatério de “novas espécies”. Um estudo
avaliando 72 micobactérias de isolados clinicos e ambientais encontrou 53 entidades
taxondmicas sem qualquer espécie correspondente oficialmente conhecida. Elas
estavam homogeneamente distribuidas entre o0s principais agrupamentos
sistematicos de micobactérias (TORTOLI et al., 2003).

As sequéncias parciais de hsp65 apresentaram-se mais variaveis que as
do gene do RNAr 16S, exibindo maior poder discriminatério. Entretanto, a avaliagéo
do gene do RNAr 16S torna-se muito importante, principalmente quando a
diversidade de espécies de micobactérias presentes em determinada area
geografica € desconhecida. O uso de rpoB foi importante apenas para melhor
distincdo de MCR estreitamente relacionadas, com aplicacdo limitada para
identificacdo de MCL devido ao pequeno numero de sequéncias de MCL
disponiveis para comparagdes no GenBank. Em sintese, as dificuldades para
identificacdo de espécies micobacterianas através da analise comparativa de

sequéncias de DNA deveram-se principalmente pela caréncia de sequéncias
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disponiveis para comparacoes e falta de par@metros moleculares para a definicao de

especies dentro do género Mycobacterium, considerando os avangos taxonémicos.

Tem sido proposto que a analise de varios genes como hsp65, rpoB e
SodA, em conjunto com o gene do RNAr 16S, aumente a robustez e o poder
discriminatério para fornecer uma precisa identificacdo (DEVULDER et al., 2005).
Entretanto, em nosso trabalho as analises do gene do RNAr 16S e hsp65 foram
suficientes para identificacdo de isolados clinicos pulmonares, nos casos em que o
método de PRA-hsp65 ndo permitu a separacdo ou identificacdo. A priori, a
metodologia baseada na analise de sequéncias usada neste trabalho sera
implantada na Secgéo de Bacteriologia e Micologia do IEC/PA e aplicada, juntamente
com o método de PRA-hsp65, a identificacdo de MNT isoladas de amostras clinicas.
Entretanto, sera preciso inicialmente, a construgdo de um banco de sequéncias de
DNA de cepas de referéncia no proprio laboratério, visto que a duvidosa qualidade
das sequéncias obtidas em bancos publicos limita a utilizagdo com propdsito de

identificagao.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram a particular
diversidade de MNT envolvidas na infecgdo pulmonar na regido Norte do Brasil.
Apesar de néao refletir a real frequéncia de infecgcdes pulmonares por MNT, os
resultados obtidos nesse estudo demonstraram a diversidade de MNT em casos de
infeccao pulmonar, o que aponta para a necessidade de utilizacdo de ferramentas
moleculares para identificagdo das espécies de MNT em Laboratérios de

Referéncias, e dessa forma fornecer subsidios para melhor manejo dos casos.
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6 CONCLUSOES

a)

b)

d)

f)

g)

As MCL estado entre as mais frequentes MNT isoladas de casos com infecgao

pulmonar encaminhados ao |IEC;

Um total de 25,5% das MNT nao pbéde ser diferenciada ou identificada pelo
PRA-hsp65, o que limita o uso deste método como ferramenta isolada para
identificacdo de MNT;

Para a correta identificacdo de MNT é necessario a avaliagdo de mais de um
marcador molecular, sendo que o sequenciamento dos genes do RNAr 16S e
hsp65 foram suficientes para a identificacdo de espécies de interesse clinico

previamente relatadas;

Os complexos M. chelonae, M. avium e M. simiae, representaram as MNT mais

frequentes na infeccado pulmonair;

Nove amostras de MNT detectadas em nosso estudo podem representar novas

entidades taxonémicas pertencentes ao complexo M. simiae;

A maior diversidade de espécies foi encontrada entre as MCL,;

A identificacdo de MNT em individuos com historico de tratamentos sem
sucesso para tuberculose pulmonar reforca a necessidade de realizacdo de
cultura para confirmacado diagndstica em casos que apresentem faléncia ao

primeiro esquema terapéutico.
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Tabela 1. Comparagdes entre os resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento de rpoB, hsp65 e RNAr 16S para amostras de

micobactérias de crescimento rapido.

APENDICE 1

Similaridade (%) com sequéncias obtidas na base de dados do GenBank

rpoB

hsp65

RNAr 16S

PRA-hsp65

Amostra1 BstEF”ragmento ,(_7:6) - Identificagdo?
P1 235/210 145/70/60/50 M. abscessus 1
P2 235/210 145/70/60/50 M. abscessus 1
P3 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P4 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P5 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P6 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P7 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P8 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P9 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P10 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P11 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P12 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P13 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P14 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P15 235/210 200/70/60/50 M. abscessus 2
P16 235/115/85 145/120/60 M. fortuitum 1
P17 235/115/85 145/120/60 M. fortuitum 1
P18 235/115/85 145/120/60 M. fortuitum 1
P19 235/115/85 145/120/60 M. fortuitum 1

T T T T T £ £ £ £ £ £ 58 8 £ £ ¢ ¢ £t x

. abscessus CIP 104536 (100)

. abscessus CIP 104536 (100)

. bolletii CIP 108541 (99,8)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. massiliense CIP 108297 (100)
. massiliense CIP 108297 (99,8)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,8)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (100)
. massiliense CIP 108297 (99,8)
. massiliense CIP 108297 (100)
. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (99,5)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (99,7)

. abscessus CIP 104536 (100)

. abscessus CIP 104536 (100)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. bolletii CIP 108541 (99,7)

. bolletii CIP 108541 (99,5)

. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. massiliense CIP 108297 (99,7)
. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

M.

. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. abscessus CIP 104536 (100)
. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

. fortuitum ATCC 13756 (100)

fortuitum ATCC 13756 (100)

1. Amostras pulmonares designadas de P1 a P19; 2. Identificagdo baseada em comparagdées com o algoritmo de perfis de PRA-

hsp65 apresentado no Manual nacional de vigilancia laboratorial da tuberculose e outras micobactérias (Brasil, 2008).



Tabela 2. Comparacdes entre os resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento de hsp65 e RNAr 16S para de

micobactérias de crescimento lento.

APENDICE 2

PRA-hsp65 Similaridade (%) com sequéncias obtidas na base de dados do GenBank
Amostra Fragmentos (pb)

BetE o Il Identificagdo2 hsp65 RNAr 16S
P20 235/210 130/105/80 M. kansasii 1 M. kansasii CIP 104589 (100) M. kansasii CIP 104589 (100)
P21 235/210 185/130 M. simiae 1 M. simiae CIP 104531 (99,0) M. simiae CIP 104531 (100)
P22 235/ 210 185/130 M. simiae 1 M. simiae CIP 104531 (98,8) M. simiae CIP 104531 (100)
P23 235/210 185/130 M. simiae 1 M. scrofulaceum CIP 104531 (98,8) M. scrofulaceum ATCC 19981 (99,7)
P24 235/120/100 145/130/60 M. intracellulare 1 M. intracellulare CIP 104243 (100) M. intracellulare CIP 104243 (100)
P25 235/120/100 145/130/60 M. intracellulare 1 M. intracellulare CIP 104243 (99,7) M. intracellulare CIP 104243 (100)
P26 235/120/100 145/130/60 M. intracellulare 1 M. intracellulare CIP 104243 (99,7) M. intracellulare CIP 104243 (100)
P27 235/120/100 145/130/60 M. intracellulare 1 M. intracellulare CIP 104243 (99,5) M. intracellulare CIP 104243 (100)
P28 235/120/100 145/130/60 M. intracellulare 1 M. intracellulare CIP 104243 (99,5) M. intracellulare CIP 104243 (100)
P29 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. avium avium CIP 104244 (99,0) M. avium avium CIP 104244 (99,1)
P30 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. colombiense CIP 108962 (98,8) M. colombiense CIP 108962 (100)
P31 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. colombiense CIP 108962 (99,7) M. colombiense CIP 108962 (100)
P32 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. colombiense CIP 108962 (99,5) M. colombiense CIP 108962 (100)
P33 235/210 130/105 M. avium avium 3 M. colombiense CIP 108962 (98,3) M. colombiense CIP 108962 (99,7)
P34 235/210 130/105 M. avium avium 3 M. colombiense CIP 108962 (98,3) M. colombiense CIP 108962 (99,7)
P35 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. avium avium CIP 104244 (100) M. avium avium CIP 104244 (99,3)
P36 235/210 130/105 M. avium avium 1 M. avium avium CIP 104244 (100) M. avium avium CIP 104244 (99,3)
P37 235/210 145/130 M. avium avium 1 M. avium avium CIP 104244 (100) M. avium avium CIP 104244 (99,3)
P38 235/210 145/130 M. avium avium 1 M. avium avium CIP 104244 (100) M. avium avium CIP 104244 (99,3)
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Tabela 2. Comparagbes entre os resultados de

micobactérias de crescimento lento (continuagao)

PRA-hsp65 e sequenciamento de hsp65 e RNAr 16S para de

PRA-hsp65 Similaridade (%) com sequéncias obtidas na base de dados do GenBank
Amostra1 Fragmentos (pb)
Identificagéo2 hsp65 RNAr 16S
BstE Il Hae lll

P39 441 130/105 . interjectum™ . simiae CIP 104531 (94,3) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (97,8) M. interjectum N364C (98,4)

. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (97,8)
P40 235/210 110/105 . asiaticum 1 . simiae CIP 104531 (94,5) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (97,8) M. interjectum N364C (98,4)

. interjectum ATCC 51457 (95,5) M. interjectum ATCC 51457 (97,8)
P41 235/210 110/105 . asiaticum 1 . simiae CIP 104531 (94,5) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (97,8) M. interjectum N364C (98,4)

. interjectum ATCC 51457 (95,5) M. interjectum ATCC 51457 (97,8)
P42 235/210 110/105 . asiaticum 1 . simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (98,4)

. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (97,8)
P43 235/210 110/105 . asiaticum 1 . simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (98,4)

. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (97,8)
P44 235/210 110/105 . asiaticum 1 . simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (98,7)

. interjectum MS102 (98,1)
. interjectum ATCC 51457 (95,7)

. interjectum N364C (98,4)
. interjectum ATCC 51457 (97,8)
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Tabela 2. Comparagdes entre os resultados de PRA-hsp65 e sequenciamento de hsp65 e RNAr 16S para de

micobactérias de crescimento lento (continuagao)

PRA-hsp65 Similaridade (%) com sequéncias obtidas na base de dados do GenBank
Amostra1 Fragmentos (pb)
Identificacéo2 hsp65 RNAr 16S
BstE Il Hae lll
P45 235/210 110/105 M. asiaticum 1 M. simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (94,7)
M. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (98,4)
M. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (95,7)
P46 235/210 110/105 M. asiaticum 1 M. simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (94,7)
M. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (98,4)
M. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (95,7)
P47 235/210 110/105 M. asiaticum 1 M. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (99,7)
M. interjectum ATCC 51457 (95,2) M. interjectum ATCC 51457 (99,1)
M. simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (99,1)
P48 235/210 110/105 M. asiaticum 1 M. interjectum MS102 (98,1) M. interjectum N364C (99,7)
M. interjectum ATCC 51457 (95,7) M. interjectum ATCC 51457 (99,1)
M. simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (99,1)
P49 441 110/105 Desconhecido M. interjectum MS102 (97,8) M. interjectum N364C (99,7%)
M. interjectum ATCC 51457 (95,5) M. interjectum ATCC 51457 (99,1)
M. simiae CIP 104531 (94,5) M. simiae CIP 104531 (99,1)
P50 441 110/105 Desconhecido M. interjectum MS102 (97,8) M. interjectum N364C (99,7)
M. interjectum ATCC 51457 (95,2) M. interjectum ATCC 51457 (99,1)
M. simiae CIP 104531 (94,7) M. simiae CIP 104531 (99,1)
P51 320/115 140/100/90 Desconhecido M. terrae MS267 (98,1) M. terrae N177 (99,5)

M.

terrae ATCC 15755 (93,1)

M.

terrae ATCC 15755 (96,6)

1. Amostras pulmonares de MCL identificadas como P20 a P50; 2. Identificacdo baseada em comparagdes com o
algoritmo de perfis de PRA-hsp65 apresentado no manual nacional de vigilancia laboratorial da tuberculose e outras
micobactérias (Brasil, 2008), excecao para a amostra P39 que foi comparada com o perfil publicado em Ferdinand et
al. (2004)*.
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