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Sumario

As infecBes provocadas por micobactérias sao das doencgas mais antigas que afetam
a humanidade, estando descritas hd mais de 4000 anos. As micobactérias ditas atipicas
(NTM - "non-tuberculous mycobacteria™), nomeadamente as pertencentes ao complexo
Mycobacterium avium (MAC), sdo ubiquas no meio ambiente, sendo impossivel evitar a
exposicdo ambiental. Estas bactérias sdo ingeridas através da agua e alimentos, mas
também inaladas através de aerossois. Assim, uma grande parte da populacao ja teve
contato com MAC, mas nunca desenvolveu doenga. O interesse pelas doencgas provocadas
por NTM cresceu exponencialmente com o recrudescimento global da epidemia da SIDA,
pois muitas sdo patogénicos oportunistas. A infecdo pulmonar é a forma de apresentacao
mais comum do MAC, mas também pode ocorrer infecdo disseminada. De modo a evitar
o desenvolvimento de doenca oportunista recomenda-se o uso de profilaxia. A dificil
eliminacdo do MAC pelos hospedeiros susceptiveis leva a sua permanéncia no interior
das células fagociticas e acaba por conduzir a formacdo de granuloma pulmonar. O
diagnéstico diferencial baseia-se em métodos fenotipicos e genéticos. Relativamente ao
tratamento, devido a sua camada exterior lipofilica, os medicamentos hidrofilicos
apresentam fraca penetracdo. A terapia habitual utiliza uma combinacéo de antibidticos,

para prevenir o surgimento de resisténcias.

Palavras-chave: NTM, complexo Mycobacterium avium; SIDA, granuloma
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Summary

Infections caused by mycobacteria are of the oldest diseases affecting humanity,
being described and researched about for over 4000 years. The atypical mycobacteria
(NTM - "non-tuberculous mycobacteria™), in particular those belonging to the
Mycobacterium avium complex (MAC), are ubiquitous in the environment, thus making
it impossbile to avoid environmental exposure. These bacteria are ingested through water
and foods but also through inhaled aerosols. Therefore, a large part of the population has
had contact with MAC, but never developed any associated diseases. Interest in diseases
caused by NTM has grown exponentially with the global resurgence of the AIDS
epidemic, because many are opportunistic pathogens. Pulmonary infection is the most
common form of presentation of the MAC, but can also be seen as a disseminated
infection. To prevent the development of opportunistic infection it is recommended to use
prophylaxis. The difficult elimination of susceptible hosts by MAC results in them
staying permanently within the phagocytic cells and ultimately leads to the formation of
pulmonary granuloms. Differential diagnosis is based on phenotypic and genetic
methods. For the treatment, due to its lipophilic outer layer, hydrophilic drugs have poor
penetration. The usual therapy uses a combination of antibiotics, to prevent emergence of

resistance.

Keywords: NTM, Mycobacterium avium complex, AIDS, granuloms
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1 Micobactérias

As micobacterioses tém uma elevada importancia na patologia infeciosa humana,
causando doencas descritas ha mais de 4000 anos, como a tuberculose e a lepra (World
Health Organization, 2014).

A tuberculose é uma doenca cronica frequentemente pulmonar, de transmissao por
via aérea, causada por Mycobacterium tuberculosis, identificado por Robert Koch
(Migliori et al., 2007) e a lepra afeta predominantemente a pele e mucosas e é causada

pelo agente M. leprae.

Atualmente, a tuberculose continua a ser uma das principais causas de morbilidade
e mortalidade em todo o mundo. A persisténcia desta doenca, deve-se ao aparecimento
de estirpes multi-resistentes (MRTB) (World Health Organization, 2013).

Mais recentemente, com a diminuicdo dos casos de tuberculose nos paises
desenvolvidos, as infe¢cBes por micobactérias ndo-tuberculosas (NTM), também
denominadas de atipicas, ttm ganho uma importancia crescente na saude publica. Até ao
surgimento da SIDA ndo se dava grande importancia as infecdes por NTM. Apesar da
maior incidéncia destas infecGes se verificar em individuos imunodeficientes (com HIV,
fibrose cistica ou transplantados), também ocorrem casos em pessoas imunocompetentes.
A doenca pulmonar é a forma de apresentacdo mais frequente de infe¢cbes por NTM,

nomeadamente pelo MAC (complexo Mycobacterium avium) (Van Zeller et al.,2013).

O interesse pelas doengas provocadas por NTM cresceu radicalmente com a
emergéncia global da epidemia da SIDA, pois muitos sao patogénicos oportunistas. Além
da contribuicdo do recrudescimento da SIDA, o aumento significativo do impacto
mundial das doencas causadas por NTM pode também ser atribuido a outros fatores, entre
quais o aumento da sensibilidade dos métodos de diagndstico (Griffith et al., 2007). Com
a melhoria dos exames laboratoriais, mais precisamente a sequencia¢do do gene que
codifica o rRNA 16S, é cada vez mais reconhecida a importancia das doencas causadas
pelas NTM. Actualmente existem mais de 150 espécies descritas de NTM, tendo

aumentado o reconhecimento de espécies clinicamente significativas.
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1.1 Classificacao

De acordo com a tabela 1, pode-se classificar as espécies micobacterianas quanto &

sua patogenicidade, da seguinte forma:

Tabela 1 - Classificagdo das espécies micobacterianas quanto a sua patogenicidade para o Homem
(Adaptado de Ferreira e Sousa, 2000).

Estritamente patogénicas | Potencialmente patogénicas Raramente patogénicas
M.tuberculosis M.scrofulaceum M.gordonae
M. bovis M. kansasii M. terrae
M.africanum M.xenopi M.rivale
M. lepraes M. marinum M. nonchromogenicim
M.ulcerans M.simiae M.flavescens
M. harmaphilum M. szulgai M.farcinogenes
M.avium M.microti
M. paratuberculosis M. lepraemurium
M.asiaticum M.segmatis
M.shimoidei M. termoresistibilie
M. malmoense M. fallax
M.chelonae M phei
M. fortuitum M. vacae
M. parafortuitum
M. aurum
M.chitae
M. duvalii
M. gtivum

Runyon defende que podem ser caracterizadas pelo seu crescimento e pigmentacao
(Saldias et al., 2013). Com base nestas caracteristicas, dividem-se as NTM em quatro

grupos:

- Grupo I:

Crescimento lento — Fotocromogeénicos: as culturas crescem desenvolvendo
pigmento amarelo quando expostas a luz, ndo produzindo o pigmento no escuro. As
culturas so se tornam visiveis apos 2- 6 semanas de incubagdo (exemplo: M. kansasii e

M. marinum);
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- Grupo Il:

Crescimento lento — Escotocromogeénico: o pigmento produzido na presenca como
na auséncia de luz. As culturas necessitam de 2-6 semanas de incubacéo, antes de ocorrer

crescimento visivel (ex: M. scrofulaceum e M. gordonae);

-Grupo Il1:

Crescimento lento — S0 ndo-cromogenicas: Inclui espécies potencialmente
patogénicas e ndo patogénicas. A maioria ndo é pigmentada e o seu crescimento é

extremamente lento (M. avium e M. intracellulare);

-Grupo 1V:

Crescimento rapido - A capacidade de crescer rapidamente, em 2-7 dias. As
colonias podem apresentar pigmentacdo ou ndo. A maioria tem aparéncia lisa, mas
também podem ocorrer variantes rugosas (ex: M. abscessus e M. chelonae) (Saldias et
al., 2013; Balows et al.,1991).

1.2 Caracterizacéo

A familia Mycobacteriaceae compreende o género Mycobacterium (Balows et
al.,1991). Atualmente, devido & melhoria das técnicas de cultura, consideram-se mais de
150 espécies de micobactérias, que diferem no gene rRNA 16S. As micobactérias sao
bacilos imoveis, aerdbias, ndo capsuladas e na grande generalidade ndo formam esporos
(Figura 1) (Johnson e Odell,2014).

Figura 1 - Bacilos de Mycobacterium avium (Adaptado de Microbiologybook, s/d).
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Muitas sdo resistentes a elevadas temperaturas e a pH baixo. A espessura e a
composicdo da parede (Figura 2) torna as micobactérias impermeaveis aos nutrientes
hidrofilicos e relativamente resistentes aos metais pesados, desinfetantes e antibioticos.
Estas caracteristicas contribuem para que as NTM apresentem como reservatorios

sistemas de agua (Johnson e Odell,2014).

]
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Figura 2 - Estrutura da parede celular das micobactérias. Os acidos micélicos estdo ligados a camada
de arabinose-galactose na cadeia lateral de arabinose (Adaptado de Murray et al., 2000).

Por resistirem ao descoloramento com a solucdo alcool-acido, designam-se de
“bacilos alcool-&cido resistentes” (B.A.A.R) (Balows et al.,1991).Esta caracteristica
deve-se a sua parede celular ser rica em lipidos, fazendo uma superficie hidrofébica. O
esqueleto de peptidoglicano € relativamente uniforme em todas as espécies de

micobactérias e forma o componente maior da parede celular. Os acidos micélicos sdo 0s
principais responsaveis por conferirem as micobactérias resisténcia a varios agentes

quimicos, antibioticos e capacidade de formacdo de biofilme (Balows et al.,1991).
Existem meios de cultura apropriados para a cultura de micobactérias, sendo muito

utilizado o meio de Lowenstein-Jensen (a base de ovo e com o agente inibidor verde
malaquite). O aspeto das colonias diferencia consoante a espécie e a estirpe (Ministério

da Saude, 2008).
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2 MAC

2.1 Caracteristicas Gerais

Pertence ao grupo das NTM. Séo bactérias de crescimento lento encontradas no
meio ambiente. As infe¢des causadas podem ser assintomaticas ou com manifestacdes

clinicas. Por vezes podem ser fatais (Balows et al.,1991).

MAC ¢é constituido por um grupo de bactérias aerdbias de crescimento lento, ou
seja, 0 tempo de surgimento das col6nias em meio solido é de dez a vinte e um dias. A
sua parede celular é constituida por trés camadas, sendo a camada exterior lipofilica e a
interior basal peptidoglicano (Schorey e Sweet, 2008). MAC pode residir no ambiente e
também pode ser patogénicos oportunistas intracelulares com a capacidade de persistir
dentro dos macrofagos e resistir aos mecanismos imunes do hospedeiro. As bactérias
produzem maioritariamente colonias lisas e ndo pigmentadas, apresentando crescimento
Otimo a 41°C. (Brooks, Butel e Morse, 2005). A patogenicidade esta relacionada com as
variantes coloniais observadas, nomeadamente com as col6nias peculiarmente em forma
de clpula que (sendo usualmente ndo pigmentadas) tendem a ficar amareladas com a
idade.

2.2 Definicdo e contagio

MAC €é o grupo mais importante das bactérias patogénicas oportunistas
pertencentes a0 NTM. E constituido por varias subespécies e formas morfoldgicas que
diferem na viruléncia. Podem causar infecdo em doentes com SIDA, ou noutra situacdo
de imunodeficiéncia, embora ja tenham sido referidos casos em individuos sem
imunodeficiéncia conhecida (Orme e Ordway, 2014; Nishiuchi et al., 2007; Carrasco et
al., 2014). No entanto, nestes individuos a infecdo é usualmente autolimitada (Guirado et
al., 2012).

MAC podem provocar, entre outras, doenca pulmonar, sobretudo em individuos
ndo imunodeficientes. Manifestacdes pulmonares causadas por MAC, nomeadamente por
M. avium, estdo a ser cada vez mais comuns e apresentam algumas semelhangas com a
infec&o por M. tuberculosis como febre, fadiga, perda de peso, suores noturnos (Balows
etal.,1991). MAC também pode causar linfadenite, mais comum em criangas (exceto em
casos de fibrose cistica ou infecdo por HIV) (Field et al, 2004), doenca disseminada em
individuos com imunodeficiéncia e doencas da pele. A infecdo pode ser iniciada pelas

5
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vias respiratorias ou pelo trato intestinal (Hibiya et al., 2011). A nivel epidemiologico, as
infecGes por MAC sdo mais comuns em paises desenvolvidos do que em paises em

desenvolvimento (Carrasco et al., 2014).

A principal via é através de ingestdo/inalacdo de &gua, particulas ou aerossois,
sendo rara a disseminacdo de pessoa para pessoa (Figura 3). A &gua potavel é uma das
principais fontes de infecédo, especialmente em hospitais. Ap0s a ingestao, a bactéria pode
invadir e colonizar o trato gastrointestinal, o que parece estar relacionado com o
desenvolvimento da doenca disseminada em imunodefientes (Uchiya et al., 2013). A
colonizagdo nos pulmdes pode também ocorrer apds a inalacdo de goticulas de aerossol,
conduzindo a doenca pulmonar (Schorey e Sweet, 2008; Rose e Bermudez, 2014; Uchiya
etal., 2013).

Figura 3 - Transmissdo. Os pontos no ar representam ndcleos de goticulas contendo bacilos de MAC
(Adaptado de CDC, 2013).

A bacteremia por MAC pode ser transitdria (apds invasao dos tecidos), persistente
e levar a extensa infiltracdo dos tecidos (provocando perda de funcdo orgéanica). Aquando
duma infiltracdo dos tecidos, qualquer 6rgdo pode ser afetado, nomeadamente o0s
pulmdes, resultando no aparecimento de nodulos, infiltrados difusos e lesGes
endobrénquicas. Podem também ocorrer pericardites (inflamacao do pericardio, podendo
ser aguda ou cronica), lesdes cutaneas, 6sseas ou do sistema nervoso central, abcessos
dos tecidos moles e comprometimento dos nédulos linfaticos (Brooks, Butel e Morse,
2005).

Os sintomas iniciais causados pela infe¢do por MAC podem ser inespecificos como

a existéncia de febre, sudorese noturna, dor abdominal, diarreia e perda de peso.
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2.3 Espécies pertencentes ao MAC

Tradicionalmente, MAC inclui duas espécies, M. avium e M. intracellulare
(Gonzalez-Pérez et al., 2013; Bermudez et al., 2000).

M. avium € atualmente subdividido em cinco subespécies, de acordo com a anélise
do rRNA 16S: M. avium subsp. lepraemurium , M. avium subsp. paratuberculosis (MAP),
M. avium subsp. silvaticum (MAS) e, mais recentemente, M. avium subsp. hominissuis
(MAH) e M. avium subsp. avium (MAA). MAH causa doenca principalmente em
humanos e suinos e MAA é o agente responsavel por patologias noutros animais causando
tuberculose aviaria e, por vezes, infecdes em mamiferos incluindo bovinos, veados,
javalis, gado caprino e cavalos (Agdestein et al., 2014; Guirado et al., 2012; Radomski et
al., 2010).

Atualmente, os avancos na taxonomia molecular sugerem a inclusdo de mais novas
espécies no MAC, incluindo Mycobacterium chimaera, Mycobacterium colombiense,
Mycobacterium arosiense, Mycobacterium vulneris, Mycobacterium marseillense,
Mycobacterium timonense e Mycobacterium bouchedurhonense (Tabela 2) (Park et al.,
2010).

Tabela 2 - Classificacdo das espécies MAC quanto a sua patogenicidade (Adaptado de Rindi e Garzelli,
2013).

Espécies Sut;gzpec Patogenicidade Principal Hospedeiro
M. avium avium Tuberculose aviaria Aves
hominissu Infecdo pulmonar, linfadenite cervical,
- infecdes disseminadas, COPD, fibrose Humano/suinos
cistica
paratuber Doenga de Johne e possivelmente Doenga Ruminantes (e
culosis de Crohn humanos?)
S'IV;“CU Tuberculose aviaria e doenca de Johne Pombos Madeira
M. intracellulare Infecdo pulmonar Humano
M. colombiense Infecdo disseminada e Linfadenopatia Humano
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M. chimaera Infecdo pulmonar, Fibrose cistica Humano

M. marseillense Infegcdo pulmonar Humano

M. timonense Infecéo pulmonar Humano

i Infecéo pulmonar Humano
boucherdurhonense

M. vulneris Linfadenopatia Humano

M. arosiense Osteomielite, Infecdo pulmonar Humano

Outras MAC Infecdo pulmonar, Infecdo disseminada Humano

Analisando a tabela 2, como referido anteriormente, a maior parte das MAC séo

encontradas nos seres humanos, causando sobretudo infe¢do pulmonar.
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3 Infecao pelo MAC

As células mononucleares sdo o alvo principal das micobactérias patogénicas,

nomeadamente as pertencentes ao MAC.

A infecdo disseminada ocorre habitualmente por via intestinal. A sua resisténcia ao
pH acido do estomago permite-lhes facilmente atingir ao Iimen intestinal e invadir as
células do intestino delgado, principalmente os enterdcitos do ileo terminal, sendo este
um passo fundamental para o estabelecimento da infe¢do disseminada (Uchiya et al.,
2013). No intestino, a replicacdo destes microrganismos leva a formacao de lesdes que
podem ser visualizados por endoscopia. Estas podem ocorrer em qualquer parte do trato
gastrintestinal, sendo o duodeno a mais comum. A replicacdo ndo controlada de MAC
leva a um espessamento da parede do intestino, a qual pode resultar em hemorragia ou
obstrucdo gastrintestinal. A infecdo dissemina-se através dos vasos linfaticos locais para
os linfonodos, onde ocorre fagocitose das bactérias por macréfagos, ndo levando, porém,
a morte bacilar. Assim, a replicacdo bacteriana ird eventualmente resultar na lise das
células fagociticas. No sangue, as bactérias encontram-se também dentro de células
mononucleares. O acesso do MAC a corrente sanguinea é provavelmente responsavel
pela febre e sudorese noturna, os principais sintomas da doenca disseminada. Ao
disseminarem para outros tecidos as bactérias sdo captadas pelas células fagociticas dos

6rgdos do corpo, tais como figado, baco e medula éssea (Horsburgh et al.,1999).

Na infecdo pulmonar (adquirida por via respiratéria), apds a inalacdo das bactérias,
os macrofagos alveolares e as células dendriticas vao captura-las através da fagocitose. A
dificil eliminacdo de MAC leva a sua permanéncia do interior das células fagociticas e
acaba por conduzir a formacéo de granulomas pulmonares (Schorey e Sweet, 2008). A
sua internalizacdo e replicacdo em macréfagos alveolares € crucial para a sua

sobrevivéncia a longo prazo, no tecido dos pulmdes (Uchiya et al., 2013).

Uma vez dentro dos macréfagos, M. avium vive em vacutolos citoplasmaticos que
caracteristicamente nao acidificam e ndo se fundem com os lisossomas (Bermudez et
al.,2000).

As micobactérias produzem catalase para remover o oxigénio reativo produzido
pelas células do hospedeiro, para garantir a sua sobrevivéncia ap6s entrada na célula
(Uchiya et al., 2013).
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A parede celular micobacteriana, constituida por &cidos micolicos, vai-lhe conferir
protecdo, e a capacidade inibitdria da fuséo fago-lisossomal, permite-lhe manter-se dentro
dos macrofagos, tornando-os no seu reservatorio. Os macrofagos infetados libertam
citoguinas pro-inflamatdrias, levando ao recrutamento de neutréfilos, monacitos e células

dendriticas. Nos nodulos linfaticos, estas células ativam as células T (Russell, 2007).

Os macrdfagos infetados vao produzir citoquinas para ativar uma resposta
inflamatdria. As citoquinas 1L-12 e IL-18 véo induzir a atividade das células NK,
libertando IFN-y, ativando os macrdofagos a produzir TNF-a e substancias microbicidas.
Com a sinalizacéo criada e o acumular de células do sistema imunoldgico em redor dos

macrofagos infetados, vai ocorrer a formacédo de granulomas (Figura 4).

Figura 4 - Bacilos de micobactéria identificados pela coloragdo de Ziehl-Neelsen, num granuloma
(Adaptado de Anexo 1).

10
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4 Factores de viruléncia do MAC

A patogenicidade das micobactérias depende das suas propriedades de viruléncia e
da suscetibilidade do hospedeiro. De seguida serdo apresentados alguns dos fatores de
viruléncia conhecidos em MAC.

41 GPLs

Um exemplo de fatores de viruléncia sdo os glicolipidos presentes na parede celular,
como os glicopéptidolipidos (GPLs), que estdo ligados ndo covalentemente a parede
celular das micobactérias ndo tuberculosas, na camada mais externa (Zeharia et al.,2008;
Hsu et al.,2012). Consistem no componente da parede celular mais abundante no MAC.

Os GPLs sdo compostos de um nucleo comum, acil gordo D-Phe-D-alo-Thr-D-Ala-
L-alaninol-O- (3,4-di-O-metil- Rha) e de uma diferente porcao de oligossacarido ligado
no Tre do nacleo (Figura 5), a qual define cada dos 31 serotipos. O nucleo é composto

por um acido gordo, trés aminoacidos e um residuo de ramnose (Kobayashi, 2014).

4
] CH, H; o 0 '
: R-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CHy-0 OH CH;0 i
]
| HC—CH; OCH; E

Oligosaccharide——0

Figura 5 - Estrutura quimica do GPL (Adaptado de Kobayashi, 2014).

Os GPLs sdo classificados como polares e serotipo-especificos (ssGPLs) ou
apolares e serotipo-inespecificos (nsGPLs). Os ssGPLs, podem-se ligar a uma variedade

de acUcares que definem a especificidade do serotipo do MAC (Guirado et al., 2012).

Os GPLs estdo envolvidos na morfologia das coldnias e na hidrofobia, bem como
na formacdo de biofilmes. Exercem atividade pleiotropica, ou seja, a sua a¢do pode ser
diferente consoante a natureza da célula alvo. Assim, no hospedeiro infetado induzem a
producdo de citocinas, atraves de interacdo com os receptores TLR das células do sistema
imunitario, dando inicio a resposta inflamatoéria contra agentes patogénicos (Kobayashi,
2014).

11
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Estes glicolipidos servem como uma barreira de protecdo contra 0s mecanismos
antimicrobianos do hospedeiro presentes no fagossoma, podendo interagir com as
membranas do hospedeiro, promovendo a sobrevivéncia bacteriana. Podem acumular-se
na superficie do MAC, durante o seu crescimento em cultura e tambem no interior do
fagossoma, levando a formacdo de uma camada extracelular semelhante a uma cépsula
(Guirado et al., 2012; Tereletsky e Barrow, 1983).

42 ManLAM

Outros lipidos também se encontram nao covalentemente ligados a parede celular
da micobactéria, como é o caso do LAM (lipoarabinomanano) que é um potente
modulador das funcbes dos macrofagos. MAC apresenta alteracdo na molécula de LAM,

estando esta manosilada, designando-se Man-LAM (lipoarabinomanano manosilado).

O ManLAM é um componente da parede celular que atrasa a fusao fagolisossomal,
tal como o GPL, a qual depende da interacdo com o recetor da manose dos macrofagos
(MR) (Guirado et al., 2012).

ManLAM inibe a producdo de TNF-o e IL-12 por macrofagos. Para além disso,
apresenta atividade anti-inflamatéria e tem a capacidade de inibir a apoptose (Souza et
al., 2013). Em MAC, ManLAM apresenta apenas um residuo de manose terminal, ao

contrario de em M. tuberculosis, podendo apresentar dois ou trés.

4.3 Acidos micolicos

Os acidos micélicos encontram-se em grande quantidade na parede celular, sdo de
origem lipidica e tém o poder de proteger a micobactéria da desidratacdo, agentes

quimicos e antibacterianos (Vander Beken et al., 2011).

4.4  Sistemas de Secrecao

O sistema de secrecdo tipo VII, é composto por cinco sistemas, designados de ESX-
1 a ESX-5, que fazem a secrecdo de proteinas (Houben et al.,2014).

Em todas as micobactérias existem cinco loci diferentes, ESX-1 a 5. M. avium
contém quatro destes loci, ESX-2-5, pois contém uma delecdo que abrange toda a regido
codificante de ESX-1. EXS-1 tem sido apontado como essencial para a viruléncia, uma
vez que a mutacdo de genes pertencentes ao locus ESX-1 resulta em estirpes atenuadas

(Mcnamara et al., 2012). Este parece ser responsavel pela secrecdo de proteinas soltveis

12
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pequenas, tais como CFP-10 (10 kDa Culture Filtrate Protein™) e ESAT-6. Ambas
apresentam alta imunogenicidade, podendo ser utilizadas em diagnéstico (Ganguly et al.,
2008).

A perda de funcdo de ESX-1 em M. avium podera, no entanto, aparentemente ser
compensada por outros fatores, uma vez que M. avium é capaz de manter a viruléncia. De
facto, as micobactérias com deficiéncia em ESX-1, como M. avium, apresentam um
mecanismo de compensacdo pela producdo de GPLs, que ndo estdo presentes noutras

micobactérias patogénicas (Houben et al., 2014).

O sistema ESX-5 é responsavel pela exportacdo da familia de proteinas
micobacterianas PPE (prolina-prolina-glutamato) e PE (prolina-glutamato) (Mcnamara et
al., 2012).

Foi sugerido que algumas proteinas PPE e PE desempenham um papel na
modulacdo da resposta imunitaria e na variagdo antigénica (Griffiths et al.,2008;
Sampson, 2011). A variacdo antigénica, € importante para permitir que o organismo
escape a resposta do hospedeiro (Griffiths et al., 2008). Assim, a auséncia do locus ESX-

5 leva a inibicdo da capacidade de modulacdo da resposta macrofagica pelas bactérias.

O gene PPE25-MAV codifica para uma proteina da familia PPE, que estd implicada
tanto na viruléncia bacteriana como no reconhecimento imunol6gico. A inactivacdo de
PPE25-MAV em M. avium, resultou na perda de viruléncia e de sobrevivéncia
intracelular, abrindo a possibilidade de descoberta de novos alvos farmacol6gicos a serem
explorados no tratamento da infe¢do causada por M. avium (Mcnamara et al., 2012).

A biologia estrutural de proteinas PPE/PE é, portanto, uma area com grande
necessidade de um maior desenvolvimento. Estas proteinas sdo também muito
imunogenicas, tendo sido varias delas avaliadas para possivel inclusdo em novas vacinas
(Sampson, 2011).

45 HSP (protéinas de choque térmico)

O gene hsp65 esta presente em todas as micobactérias, sendo muito atil na

identificacdo de espécies geneticamente relacionadas (Ringuet et al.,1999).

13
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Estas proteinas sdo produzidas em situagdes de stress, ajudando a sobrevivéncia
celular. Como ha homologia entre as HSP bacterianas e humanas, a infe¢do podera levar

a doenca auto-imune (Sechi e Thomas Dow, 2015).

4.6 Capacidade de formacéo de biofilmes

A parede celular hidrofébica permite que as MAC sejam resistentes ao cloro e dai
tenham a capacidade de formar biofilmes em sistemas de agua potavel. M. avium tem a
capacidade de sobreviver em agua num periodo até 26 meses, mesmo nos sistemas de
agua quente potavel, a qual podera conter maior concentracdo de bactérias do que a dgua
fria. A superficie, incluindo nos sistemas de distribuicdo de Adgua, estas bactérias
encontram-se sob a forma de agregados designados de biofilmes, o que Ihes permite uma
maior resisténcia. Esta bactéria consegue sobreviver a procedimentos de desinfecdo de
aguas tradicionais, uma vez que tem a caracteristica de ser resistente ao tratamento com
ozono e cloro. O reservatorio em sistemas de dgua potavel tem uma elevada importancia,
uma vez que pode ser veiculo de transmissdo para seres humanos e animais (Johansen et
al., 2009).
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5 Resposta Imunoldgica

O sistema imunoldgico, além de proteger o hospedeiro contra infe¢des causadas por
microrganismos, também consegue diferenciar os antigenios do préprio (“self") dos que
ndo sdo ("non-self"). A resposta imune pode ser inata ou adaptativa. A inata esta presente
desde o nascimento, ndo possui memoria imunologica, e € a primeira linha de defesa
contra 0s agentes patogénicos. Em contrapartida, a adaptativa, como o préprio nome
indica, € induzida pela inata e apresenta elevada especificidade antigénica, memoria e

diversidade de resposta (Nisengard e Newman, 1994).

A resposta imunologica contra micobactérias é essencialmente mediada por células.
Na primeira fase de eliminagdo do agente patogénico, estdo envolvidos componentes do
sistema imune inato, como células fagociticas (neutréfilos, mondcitos/macrofagos,
células dendriticas) e linfocitos denominados NK ("natural Killer"). Os macrofagos e as
células dendriticas resultam da diferenciacdo de mondcitos que migraram para diferentes
locais do organismo, em resposta a producdo de quimiocinas, e fazem parte da primeira
linha de defesa do organismo, pois reconhecem, fagocitam e destruem muitos patogénicos
(Guirado, Schlesinger e Kaplan, 2013). Varios estudos demonstram que os macréfagos
sdo incapazes de fagocitar MAC em casos de SIDA avancado, o que ocorre facilmente

em individuos imunocompetentes.

Quer na resposta imune inata quer na adaptativa, a producdo de citocinas e
quimiocinas desempenha também um papel fundamental (Horsburgh, 1999). Numa fase
precoce, 0s macrofagos e os neutréfilos sdo chamados ao local, através de quimiocinas
(ex: IL-8) e citocinas pré-inflamatdrias (ex: IL-6), provocando a fagocitose e a destruicdo
intracelular. As células dentriticas e os fagocitos ativados vdo produzir citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-18. A IL-12 potencia a ativagdo das NK
que, juntamente com os linfécitos T, produzem IFN-y (interferdo-gama, citocina que ativa
0s mecanismos microbicidas dos macréfagos - como producdo de espécies reativas de
oxigénio, de azoto e enzimas hidroliticas em pH &cido, restringindo o crescimento
bacteriano). As NK também apresentam como funcgéo a lise da célula infetada com a
bactéria pelo mecanismo de citotoxicidade celular. A resposta imune inata ndo consegue

por si so eliminar a bactéria e por isso é necessario a ativacdo da adaptativa.

Os principais tipos celulares que estdo envolvidos na resposta imune adaptativa sao

os linfécitos B e linfocitos T. Os linfocitos T tém uma acdo importante na iniciacéo e
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regulagdo das respostas imunes. Os linfdcitos B reconhecem os antigénios por intermédio
das imunoglobulinas presentes na sua superficie e secretam anticorpos especificos
(Nisengard e Newman, 1994). Estudos indicam uma importancia das células T CD4+ na
resposta do hospedeiro ao MAC, que é confirmado pela infecdo oportunista observado
em doentes com SIDA (Bermudez et al., 2000). Uma vez que ha uma diminuicéo destas
células com o avancar da doenca, estas ndo vao ser suficientes para conter o agente dentro

do granuloma, dando-se a sua disseminagéao.

Tanto a IL-12 como a IL-18 produzidas por fagdcitos induzem a diferenciacdo de
linfocitos T CD4+ em Th1. Na infecdo micobacteriana, as defesas efetivas do hospedeiro
sdo dependentes da formacdo da resposta imune do tipo Thl. Além de produzirem IFN-
v, induzem DTH (hipersensibilidade do tipo tardio), que resulta na formacdo de
granulomas e na eliminagdo das micobactérias (Arosa, Cardoso e Pacheco, 2012; Barrow,
1997).

As células T CD8+ citotoxicas tém papel fundamental na eliminacdo das bactérias
intracelulares através da lise das células infectadas (Figura 6) (Arosa, Cardoso e Pacheco,
2012; Coelho-Castelo et al., 2009).

A inducdo de morte celular durante a infecdo com agentes patogénicos, pode ser
um componente da resposta imunitaria. A morte celular pode ser benéfica ou nefasta para
0 organismo, como a apoptose e a necrose respetivamente. A apoptose é uma morte
celular programada, que mantém a membrana plasmatica intacta. Durante a resposta
imunitéria a apoptose facilita a morte dos agentes patogénicos (por eliminacdo da célula
nicho) e potencia a atividade microbicida dos macrofagos (pela fagocitose de corpos
apoptoticos de neutrofilos), diminuindo o crescimento bacteriano (Jorddo e Vieira, 2011;
Balcewitz-Sablinska, Gan e Remold, 1999; Behar et al., 2011).

Contrariamente a apoptose, a necrose € um mecanismo que pode ser potenciado
pelas bactérias para promoc¢do da sua disseminacédo, por libertacdo do contetudo celular
do macréfago (Jorddo e Vieira, 2011; Behar et al.,, 2011). Nos individuos
imunocompetentes, M. avium induz preferencialmente apoptose, permitindo a sua

eliminacdo (Fratazzi et al., 1999).
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Figura 6 - Principal mecanismo de invasdo (Adaptado de Paz, 2011).

Se os macrofagos ndo conseguirem eliminar as bactérias intracelulares, isto pode
levar ao desenvolvimento de uma estrutura denominada de granuloma (constituida por
macrofagos infetados na zona central, circundada por linfécitos T CD4+ e T CD8+
ativados, com o objetivo de conter o agente infecioso, evitando deste modo a sua
disseminacdo) (Coelho-Castelo et al., 2009). A formacdo de granulomas é um sinal

carateristico das infe¢cfes micobacterianas.
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6 Patologias associadas ao MAC

6.1 Infecdo pulmonar

Os primeiros relatos de doenca pulmonar causada por MAC referem-se a doentes
do sexo masculino, com habitos tabagicos e abuso de alcool. Hoje sabe-se que a presenca
de historico de doenca pulmonar (como fibrose cistica) € predisponente a infe¢do. Estudos
sugerem que a magreza pode também ser considerada como um fator de risco (Field et
al., 2004).

A diminuicdo nos niveis de estrogénio e a presenca de polimorfismos nos genes
NRAMP (“natural resistance — associated macrophage protein”) foram também

apontados como possiveis fatores de risco (Uchiya et al., 2013).

A doenca pulmonar causada por MAC pode ser clinicamente indistinguivel de uma
pneumonia, tendo em conta que pode existir a presenca de mais do que um agente
patogénico presente. No entanto, mesmo havendo um isolamento de M. avium e de M.
intracellulare em culturas de expetoragéo, deve fazer-se uma pesquisa de outros agentes

patogénicos (Inderlied et al., 1993).

6.1.1 Anatomia do pulméo

O aparelho respiratorio compreende as vias aéreas superiores, constituidas pelas
fossas nasais, faringe e as vias aéreas inferiores, como a laringe, traqueia, brénquios e

pulmaes.

Podemos dividir os brdénquios em principais e secundarios. Dois bronquios
secundarios, encontram-se no pulmdo esquerdo e trés no direito. Os brénquios
secundarios ddo origem aos terciarios, e assim sucessivamente até originarem 0s
bronquiolos. Cada bronquiolo respiratdrio diverge para formar canais alveolares, que
terminam em cachos de sacos de ar, os alvéolos. Um saco alveolar é composto por dois

ou mais alvéolos que partilham uma abertura comum (Seeley et al., 2001c).

Os pulm®es séo os principais 0rgaos da respiracdo, apresentando o pulmao direito

trés lobos enquanto que o esquerdo apenas dois (Figura 7) (Seeley et al., 2001c).
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Figura 7 - Anatomia dos Pulmdes (Adaptado de Seeley et al., 2001c).

6.1.2 Caracterizacao da infe¢cdo pulmonar por MAC

A doenca pulmonar causada por MAC é caracterizada pela presenca de bronquiolite
(é uma inflamacéo a nivel dos brénquios caracterizada pela dificuldade em respirar, tosse
seca e taquicardia (ManualMerck, 2009a)), apresentando pequenos nddulos
centrolobulares, e de bronquiectasia (dilatacGes e distor¢fes que ocorrem continuamente
nos brénquios), sobretudo no lobo médio direito e na divisdo lingular do lobo superior
esquerdo (Song et al., 2008). Ocorre uma alteracao a nivel da funcdo mucociliar, que por
consequéncia leva a acumulacdo de secre¢des, potenciando a colonizacdo bacteriana
(Fundacéo Portuguesa do Pulméo, 2009). A doenca pulmonar progressiva, causada por
MAC, pode levar a insuficiéncia respiratoria ou, até mesmo a morte em doentes
previamente saudaveis e a bronquiectasia, em doentes sem doenca pulmonar subjacente
ou imunodeficiéncia, particularmente em mulheres de meia-idade e idosos. Cré-se que a
doenca pulmonar causada por MAC seja cada vez mais prevalente, devido ao

envelhecimento da populagdo (Orme e Ordway, 2014).

No Japdo, a incidéncia da doenca pulmonar causada por M. avium ¢é
cerca de sete vezes mais elevada do que a causada por M. intracellulare. Porém, as suas

prevaléncias variam consoante o pais (Uchiya et al., 2013).

Apesar destas duas espécies de MAC serem distinguiveis geneticamente, as
caracteristicas clinicas da infecdo por M. avium e M. intracellulare sdo de dificil
diferenciacéo, sendo pouco o conhecimento sobre as diferencas na progressao da doenca
e resposta ao tratamento entre estas duas espéecies de MAC (Koh et al., 2012).
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6.1.3 Sintomas

A doenca pulmonar pode ir desde assintomatica a sintomatica, com sintomas como
tosse intensa, por vezes com expetoracao purulenta mas sem sangramento, perda de peso,

mal-estar, febre, letargia, anorexia, dispneia e suores noturnos (Carrasco et al., 2014).

6.1.4 Apresentacdes Clinicas

As principais apresentagdes clinicas da infegdo pulmonar causada por M. avium s&o
a doenca pulmonar em individuos com infecdo pulmonar subjacente, pneumonite de
hipersensibilidade e Sindrome de lady Windermere. Este Gltimo, ocorre em mulheres

idosas, sem uma doenca pulmonar subjacente (Tabela 3) (Orme e Ordway, 2014).

Tabela 3 - Principais caracteristicas clinicas da infe¢cdo pulmonar causada por M. Avium (Adaptado de
Orme e Ordway, 2014).

Doenca pulmonar em
individuos com
infecdo pulmonar

Ocorre principalmente em individuos do sexo masculino mais velhos, com
historial de tabagismo e/ou alcoolismo. Caracteristicas radioldgicas:
fibrocavitaria e ndédulos na zona pulmonar superior.

subjacente:

Ocorre principalmente em mulheres idosas, sem doenga pulmonar
Bronquiectasia subjacente. Ocorre em algumas partes do pulméo, como o lobo médio direito
fibronodular; e da lingula. Se néo for tratada ,pode ocorrer proliferacdo e aglutinacéo dos

noédulos ao longo do tempo.

Tem sido descrito em pessoas que usam frequentemente banheira de
hidromassagem. Os sintomas sdo classificados como agudos quando sédo
semelhantes aos gripais como febre, mal-estar, dor de cabeca e tosse e,
cronicos ocorrendo dispneia, tosse produtiva ou seca e perda de peso. A nivel
radioldgico, ha a presencga de multiplos nddulos.

Pneumonite de
hipersensibilidade:

6.2 Infecdo disseminada

6.2.1 Conceito HIV/SIDA

A SIDA é uma doenca infeciosa causada pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). A infecdo pelo HIV caracteriza-se por vérias fases, das quais apenas a mais
avancada é designada de SIDA. Assim, ser positivo para o HIV ndo é a mesma coisa que
ter SIDA (AIDS.GOV, s/d). A SIDA tem um elevado impacto na saude publica global

com consequéncias demograficas, econdmicas, culturais e politicas.

O HIV compreende dois retrovirus, especificamente o HIV 1 e HIV 2. OHIV1 éo

mais prevalente e mais virulento e o HIV 2 é transmitido com menor facilidade. O HIV
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tem um tropismo para as células T CD4+, infetando-as e, como tal, 0 numero vai

reduzindo até levar a imunodeficiéncia (Borel et al.,1999).

6.2.1.1 Classificacdo e caracteriza¢do do virus do HIV:

O HIV é um lentivirus da familia dos retrovirus, que aloja o seu DNA nas células
que infeta. Assim, as células que se replicam j& serdo portadoras do virus. O HIV é um
pequeno virus, com um involucro, constituido por uma membrana lipidica, que contém
duas glicoproteinas, gp 120 e gp 40, que sdo fundamentais para a invasdo de células T,
através da ligacdo a molécula CD4. No seu interior, encontra-se a matriz proteica
constituida pela cdpside viral. No interior da capside localiza-se o material genético (duas
moléculas de RNA dimerizadas), RNA de transferéncia e enzimas viricas (transcriptase
reversa, integrase e proteases) (Figura 8) (Ferreira, Riffel e Sant'Ana, 2010; Sida. Roche,
2015).

Identical
RNA
Strands

Reverse
franscriptase Viral
Enzyme Envelope

Figura 8 - Virus do HIV (Adaptado de Micro.Magnet, 2005).

6.2.1.2 Fases da doenca

Esta doenca é caracterizada por vérias fases, com sinais e sintomas que a

representam.
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1° fase - primo-infe¢do ou fase aguda:

Apdbs o contacto com o virus, esta fase € compreendida desde as primeiras trés
semanas até seis meses, caracterizada por ser sintomatica ou assintomatica. Quando
apresenta sintomas, estes sdo semelhantes ao estado gripal, como dores musculares e de
cabeca, febre e alteragdes gastrintestinais, o que leva o doente a ndo perceber que se
encontra infetado. Estes sintomas aparecem num periodo de duas a dez semanas apos a

infecéo.
2° fase -fase de infecdo assintomatica:

Esta fase pode durar dez ou mais anos, sendo os doentes designados de portadores
assintomaticos. Estes ndo apresentam manifestacdes clinicas, apesar de estarem ja
infetados. E o chamado periodo de laténcia do virus. Nesta fase ja sdo detetados niveis
mais elevados de anticorpos anti-HIV, sendo o individuo designado de seropositivo para
o HIV.

3° fase - fase da linfadenopatia generalizada persistente:

Esta fase acontece ap6s alguns meses ou dez anos apds a primo-infecdo, sendo

caracterizada por:
- Aumento volume dos ganglios linfaticos;
- Febre e suores noturnos;
- Fadiga ou cansaco e algias nos musculos e articulagdes;
- Perda de peso maior que 10% do peso corporal;
- Diarreia persistente e abundante.
4° fase - fase da SIDA ou forma grave da infecdo pelo HIV:

Esta é caracterizada pela grave destruicao do sistema imunitario, podendo aparecer
sintomas associados a algumas doencas como infecGes oportunistas (podendo ser
causadas por bactérias, virus ou fungos), formas especificas de cancro e doencas do

sistema nervoso (Daudel e Montagnier,1994; Antidrogas,2000; Miranda, 2003).
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6.2.1.3 Transmissao

A SIDA ¢ caracterizada pela alta carga viral e diminuicdo do nimero de linfécitos
T CD4*. Os macréfagos atuam também como importantes reservatorios para o HIV,
podendo servir como veiculos para a disseminagdo do HIV, pelos outros tecidos do
organismo (Naif, 2013).

O HIV é transmitido pelo sangue e secre¢des corporais como esperma e secreces
vaginais, sendo situacoes de risco as relagdes sexuais ndo protegidas, a partilha de agulhas

endodérmicas e podendo também ser transmitido verticalmente (Seeley et al., 2001b).

Apos a infecdo viral, o sistema imunoldgico é estimulado, levando a produgéo de
anticorpos pelos linfdcitos B, para neutralizar o virus em circulagdo. O ndmero de
linfécitos que apresentam a proteina CD4 diminui devido a infecdo viral, seguida dos

linfécitos CD8, caracterizando a evolugdo da doenca (Borel et al., 1999).

O tratamento deve abordar amplamente a doenca, devendo ter por isso em linha de
conta o virus, as infecbes oportunistas e o estado imunitario. O virus, devido a sua
capacidade de sofrer mutacdo, pode tornar-se mais resistente aos farmacos. A terapia
HAART (Highly Active Antiretroviral Therapy), ndo elimina o virus mas permite
controlar os seus niveis, aumentando o tempo de vida do doente infetado com HIV (Valle
etal., 2013).

6.2.2 Caraterizacéo da infecdo disseminada por MAC

A doenca disseminada ocorre principalmente em pacientes de SIDA com niveis de
linfécitos T CD4+ inferiores a 50 células /ml, ou seja, num estaddio avancado da
imunodeficiéncia. Na maioria dos casos, afeta especialmente 6rgdos do sistema reticulo-
endotelial (como o figado, baco e medula éssea) e aparelho gastrointestinal (Carrasco et
al., 2014; Karakousis, Moore e Chaisson, 2004).

Os principais sintomas da infecdo disseminada consistem em febre, perda de peso,
suores noturnos, fadiga, diarreia, linfadenopatia, hepatoesplenomegalia, anemia e niveis
elevados dos marcadores hepaticos (Karakousis, Moore e Chaisson,2004; Schafran,
1998). Com o progresso da infegdo, os 6rgdos vao sendo progressivamente afetados, até

levar a sua faléncia.
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Pelo facto das caracteristicas clinicas ndo serem especificas o suficiente para efetuar
um bom diagnostico, é necessario recorrer-se a exames laboratoriais. Para isso, é
importante fazer a cultura e o isolamento da micobactéria (como as hemoculturas ou
culturas a partir de bidpsias de nddulos linfaticos inflamados ou outros 6rgao afetados,
ou suas secrecdes), além de avaliar determinados marcadores hepaticos (como a fosfatase
alcalina e lactato desidrogenase) (Karakousis, Moore e Chaisson, 2004; Schafran, 1998).

A terapia anti-retroviral (HAART) tem sido importante na prevencdo e no
tratamento de infecdo disseminada por MAC (Shafran, 1998). Como resultado desta
terapia, nos Gltimos anos a taxa anual de doenca disseminada e de outras infecfes
oportunistas causadas por MAC, tem diminuido substancialmente. A terapia HAART tem
um importante efeito como prevencdo primaria da doenga, uma vez que permite um
aumento das células T e dificilmente ocorre desenvolvimento de MAC. Logo ha uma
menor replicagdo viral e, por isso, dificilmente as células T CD4" caem abaixo dos
50células/mm? (caracteristica clinica), prevenindo o aparecimento da doenca disseminada
(Karakousis, Moore e Chaisson, 2004). No entanto, doentes com imunossupressao
avancada que ndo estdo a ter uma terapia HAART, que tenham desenvolvido resisténcia

ou que ndo tenham acesso a esta terapia, continuam em risco.

Em doentes que ndo facam terapia HAART, e de forma a evitar o desenvolvimento
de doencas oportunistas, especificamente por MAC, recomenda-se que haja dois tipos de
profilaxia. A profilaxia priméaria, que tem como objetivo evitar o desenvolvimento da
infecdo oportunista ap06s uma exposic¢do, inicia-se quando os linfocitos T CD4+
apresentem uma quantidade menor que 50 células/mm?3. A terapia de primeira escolha é
aazitromicina 1200mg/semana, tendo como alternativa claritromicina 500mg duas vezes
por dia. No entanto, é utilizado como critério de suspensdo, uma boa resposta ao
tratamento, com manutencao dos niveis de linfécitos T CD4+ > 100células/mm? por mais
de trés meses, havendo uma reintroducdo de profilaxia, se 0s niveis se encontrarem
menores de 50 células/mm?3. A profilaxia secundaria, que visa a minimizacdo da
reincidiva de doengas oportunistas causadas por MAC, apresenta como primeira escolha
a claritromicina 500 mg, duas vezes ao dia, com etambutol 15 mg/kg/dia (maximo
1.200 mg/dia), tendo como alternativa a azitromicina 500 mg uma vez ao dia com
etambutol 15 mg/kg/dia (maximo 1.200 mg/dia). O critério de suspenséo caracteriza-se
pela auséncia de sintomas e por linfocitos T CD4+ >100 células/mm?® apds um ano de

tratamento ou mantendo-se estdvel por mais de seis meses. Podera haver uma
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reintroducdo aquando o numero de linfécitos TCD4 <100 células/mm®. O uso de
azitromicina ou claritromicina como profilaxia ajudou a diminuir significativamente a
incidéncia deste infecdo nestes doentes (Brooks, Butel e Morse, 2005; AIDS. GOV.,
2014).

6.3 Linfadenite

A linfadenite por NTM raramente afeta adultos na auséncia de infecdo por HIV
(Griffith et al., 2007).

Nos EUA, a linfadenite cervical (LAC) afeta maioritariamente as criangas com
idade menor ou igual a trés anos. Esta pode dividir-se em submandibular, submaxilar,
cervical ou nos linfonodos pré-auriculares, sendo a mais comum a forma de linfadenite
causada por MAC. O alargamento dos linfonodos geralmente é indolor, podendo ocorrer
0 seu rompimento e consequente drenagem local (Zeharia et al., 2008; Griffith et al.,
2007).

A LAC pode ser caracterizada como aguda unilateral, aguda bilateral ou
subaguda/crénica, mais comum como consequéncia da infecdo por MAC. O diagnostico
baseia-se na historia do doente, bem como no exame fisico, incluindo uma ecografia e
tomografia computorizada (TC). Também se recorre a biopsia seguida de exame cultural.
95% das linfadenites sdo causadas por NTM, uma vez que estas tém uma distribuicdo

ubiqua no meio ambiente ( Lito et al., 2013).

6.4 Osteomielite

MAC pode também causar osteomielite, sobretudo em doentes com SIDA, apesar

da incidéncia ser rara (Bhatia et al., 2011).

A osteomielite € uma inflamacao do tecido 6sseo causada por um agente infecioso.
Esta infecdo podera evoluir para a medula 6ssea, prejudicando a circulagdo sanguinea
local, tendo como consequéncia a morte do 0sso e a ineficacia da acdo de antibidticos. Os
sintomas, nas criancas ou adultos, podem ir desde febre a dor no 0sso, ou dor no
movimento, por inchaco da zona por cima do 0sso e por formacéo de abcessos nos tecidos
adjacentes. Na auséncia de tratamento atempado, a osteomielite pode evoluir para
osteomielite crénica com supuragdo constante através da pele. O diagnostico é realizado
através de radiografia, tomografia axial computadorizada (TAC) e ressonancia
magnética. Para identificagdo da bactéria, utilizam-se amostras clinicas como sangue, pus

25



O Complexo Mycobacterium avium — caracterizacéo e patogenicidade

e liquido articular. A nivel das vértebras, sdo extraidas amostras do tecido 6sseo
(Manualmerck, 2009).

6.5 Doenga de Crohn

Mycobacterium avium spp. paratuberculosis (MAP) é o agente etiologico da
enterite granulomatosa crénica em ruminantes ( doenca de Johne ou paratuberculose) bem
como em muitos outros mamiferos (Chamberlin et al., 2001; Thorel, Krichevsky e Lévi-
Febault, 1990). Os animais sdo geralmente infetados por ingestéo, através do solo, racao,
agua e objetos existentes na exploracdo, que estejam contaminados com fezes de animais
infetados. Esta bactéria é conhecida por sobreviver a condi¢des ambientais adversas,
principalmente em regides com solos &cidos (Chamberlin et al., 2001; Liverani et
al.,2014).

Devido a semelhanca clinica e histoldgica entre a doenca de Johne e a doenca de
Crohn (enterite granulomatosa cronica), que ocorre em seres humanos, acredita-se que
MAP possa estar também envolvida na doenca de Crohn. A doenca de Crohn é uma
degeneracdo inflamatoria crénica que afeta principalmente a parte inferior do intestino
delgado (ileo) e intestino grosso (c6lon), no entanto pode afetar qualquer parte do trato
gastrointestinal (Thorel, Krichevsky e Lévi-Fébault, 1990). Esta degeneracdo é
caracterizada pelo espessamento da parede intestinal, levando a formacao de Ulceras e
fissuras intestinais (Seeley et al., 2001a). E caracterizada pela presenca de uma
inflamacdo transmural e segmentar, podendo intercalar-se areas inflamadas com areas
saudaveis e, ainda, pelo aparecimento de ulceragdes, fistulas, estenoses e granulomas
(Rubin et al., 2006)

Na fase inicial desta patologia, o intestino apresenta edema na mucosa e submucosa,
com consequéncia na perda do padrdo normal de pregas transversais e no aparecimento
de ulceragbes hemorragicas que, com o decorrer do tempo, ddo origem a fissuras
(Friedman e Blumberg, 2002).

Os sintomas desta patologia sdo diarreia, dor abdominal, febre e perda de peso
(Seeley et al.,, 2001a). A Doenca de Crohn esta similarmente associada a uma
multiplicidade de manifestagfes extra-intestinais, sendo as mais constantes as
complicacdes oculares, dermatoldgicas, urologicas, reumatolégicas e hepatobiliares
(Hovde e Moum, 2012).
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Para esclarecer a hipdtese da participacdo do MAP na doenga de Crohn, tem-se
tentado a identificacdo de MAP a partir de cultura de tecido intestinal, amostras de leite
materno e sangue de doentes. No entanto, por ser uma bactéria de crescimento lento e por
a sua cultura ser dificil (carece de alguns requisitos), também se tem optado pela
realizacdo de hibridizacdo in situ e amplificacdo por PCR em amostras de sangue, fezes
e bidpsias, utilizando como alvo a sequéncia 1S900 (Liverani et al.,2014; Castellanos et
al., 2010). MAP depende da adicdo de micobactina para a sua replicacdo (substancia

lipossoluvel que permite utilizacdo do ferro).

MAP esta presente em redes de abastecimento de 4gua, produtos lacteos e em carne.
E capaz de sobreviver aos métodos de pasteurizagdo, sendo por isso possivel a sua
disseminacéo através do leite de vaca. Contudo ndo existem estudos que garantam que o
agente etiolégico da doenca de Crohn seja o0 MAP, uma vez que este pode ser um
colonizador secundéario. Esta patologia parece resultar da acdo simultanea de varios
fatores desencadeantes, incluindo genéticos, podendo também estar envolvido MAP e/ou

outras bactérias especificas (Liverani et al.,2014).

Devido ao seu fen6tipo esferoplastico nos tecidos humanos, MAP ndo pode ser
identificado pela coloracdo de Ziehl-Neelsen. Além disso, antibiéticos que apresentem
como mecanismo de acdo a interferéncia com a sintese da parede bacteriana (como as
penicilinas e cefalosporinas) ndo tém eficacia. Para evitar resisténcias, deve fazer-se uma
combinacdo de antibidticos com rifampicina e derivados de macrdlidos, como a
claritromicina e azitromicina, as quais apresentam eficacia para qualquer espécie do
MAC. Estudos in vitro também demonstraram a eficacia de Azatioprina e outros
imunossupressores como Ciclosporina e Metotrexato a inibir crescimento de MAP
(Liverani et al., 2014).
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7 Diagnéstico das micobacterioses

O diagndstico diferencial entre a tuberculose e as micobacterioses por NTM é
importante, porque ambas apresentam diferencas tanto no prognoéstico como no

tratamento. Existem métodos de caracterizagéo fenotipica e genotipica.

7.1 Caracterizacao Fenotipica

A identificacdo fenotipica consiste em métodos convencionais como a baciloscopia,
a determinacdo da velocidade de crescimento de unidades formadoras de coldnias (UFC)
em meios adequados, a observagdo da producdo de pigmentos pelas micobactérias e a
realizagdo de testes bioquimicos.

A baciloscopia € um exame para a pesquisa das micobactérias em espécimes
bioldgicos, consistindo na pesquisa direta de B.A.A.R., em esfregacos de amostras
clinicas, preparados e corados com metodologia padronizada. Apresenta varias
vantagens, como o facto de ser um teste rapido, barato e facil, no entanto, com pouca
sensibilidade (Griffith et al., 2007; Ministério da Saude, 2008).

Devido a presenca de grandes quantidades de lipidos na parede celular (&cidos
micolicos) que causam hidrofobicidade, ha dificuldade na remocdo do corante pelo
solvente. O procedimento com a coloracdo pela fucsina a quente, faz com que as
micobactérias ndo descorem por uma mistura de alcool e &cido cloridrico. O método
consiste na adi¢cdo de fucsina ao esfregaco a quente e de seguida, a adi¢do de uma mistura
de acido cloridrico (3%) e alcool (97%). Apds a lavagem com &gua, coloca-se azul-
metileno no esfregaco. Deste modo, as bactérias B.A.A.R. adquirem a cor da fucsina (cor
vermelha) e as outras ndo retém o corante, ficando com a cor do azul-metileno,

funcionando como contraste (Figura 9) (Ferreira e Avila, 2001).
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Figura 9 - Bacilos alcool-acido resistentes em esfregaco de tecidos (Ziehl- Neelsen) (Adaptado de
Coelho et al., 2008).

O M. tuberculosis apresenta a formacdo de aglomerados lineares com aspeto de
corda, que podem ser observados em esfregacos corados pelo método de Ziehl-Neelsen,
ao contrario do M. avium, que apresenta bacilos individualizados (Figura 10) (Ministério
da Saude, 2008).

Figura 10 - Aspetos das micobactérias em esfregacos corados pela técnica de Ziehl-Neelsen. Legenda: 1-
M. tuberculosis, 2- M. avium (Adaptado de Ministério da Salde, 2008).

A identificacdo de uma amostra clinica € normalmente realizada através das
caracteristicas culturais (morfologia das col6nias e sua pigmentacao), da temperatura e
taxa de crescimento e dos resultados obtidos nos testes bioquimicos, o que poderéa levar

varias semanas.

E necessario tempo para o crescimento das colénias, por serem de crescimento
lento. O MAC é caracterizado por crescer melhor em meios que tenham ovos ou gema
destes, com uma temperatura definida entre 37°C a 40°C. Os meios podem ser meio

Dorset’s Herrold’s (gema de ovo), Middlebrook 7H10 e 7H11 ou meio suplementado
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com piruvato de sodio a 1%. Como excecdo, 0 MAP e M. silvaticum sdo dependentes de
micobactina (Coelho et al.,2013).

Nos doentes com SIDA, o diagndstico € normalmente realizado por hemocultura
em sistema automatizado BACTEC (meio inclui &cido palmitico marcado com C-14
radioativo, sendo este libertado aquando o metabolismo das micobactérias). Por ser dificil
a diferenciacao de M. avium e M. intracellulare com testes convencionais, que consistem
na avaliacdo das caracteristicas culturais e na realizacdo de testes bioquimicos,
nomeadamente reducdo de nitrato, hidrdlise de tween 80, hidrdlise de urease, atividade
da catélase e tolerancia a cloreto de sédio, podem ser utilizados outros testes como a
seroaglutinacdo, cromatografia liquida de alta resolucdo (HPLC) na detecdo de acidos
micolicos, e de serotipos por ELISA (apresentando como desvantagem, ser dependente
da fase da doenca, apresentando, por isso, maior sensibilidade com uma maior carga
bacteriana) (Coelho et al.,2013). De facto, o ensaio imunoenzimaético (EIA) é também
utilizado para diagnostico soroldgico da doenca, pela identificacdo de GPLs, que sao
antigénios de superficie de MAC (Kobayashi, 2014). No entanto, a serotipagem apresenta
algumas desvantagens, salientando-se a producdo de dados inconsistentes entre 0s
laboratérios, ndo sendo por isso um método ideal para a identificacdo do MAC (Schorey
e Sweet, 2008; Devallois et al., 1997).

Apesar dos testes convencionais serem simples de executar, s&0 muito demorados,
atrasando a identificacdo. No entanto, estes testes permanecem e constituem o
procedimento principal na identificacdo de micobactérias, especialmente nos laboratorios
de baixos recursos econdmicos (Practical handbook for the phenotypic and genotypic

identification of mycobacteria, 2004).

As principais limitacbes dos métodos fenotipicos consistem na demora na obtencao
de resultados e na dificuldade de diferenciar as diversas espécies, podendo levar a

resultados duvidosos de identificacao.

7.2 Caracterizacao genética

De entre os isolados de M. avium, ja foram descobertos e identificados vinte e oito
serotipos, distribuidos por diferentes subespécies. Cada subespécie tem o seu nivel de
seletividade para o 6rgdo alvo e possui diferentes elementos genomicos moveis,
designados de sequéncias de insercéo (IS). Deste modo, existem quatro IS descritas para

0 MAC: 1S1245, 1S1311, 1S900 e 1S901. MAP apresenta as 1S1311 e 1S900, esta tltima
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um marcador altamente especifico para MAP. 1S1245 esta presente no MAA, MAH e
MAS, mas ndo em MAP e em M. intracellulare. A 1S1311 esta estreitamente relacionada
com a 1S1245. 1S1311 esta presente em todas as subespécies de M. avium, mas nao em
M. intracellulare. O MAA é caracterizado pela sequéncia de insercdo 1S901, 1S1245 e IS
1311, correspondendo aos serotipos 1-3. O MAH apresenta as 1S1245 e 1S1311,
correpondendo aos serotipo 4-6, 8-11 e 21. O MAS possui 1S901, 1S1245 e 1S1311 (Rindi
e Garzelli, 2013; Hibiya et al., 2011).

A taxonomia atual tem por base as caracteristicas bioquimicas e a analise genética,
por RFLP (“restriction fragment length polymorphysm™), por MLSA ("multi-locus
sequence analysis"), por PCR ("polymerase chain reaction”), e por hibridizacao in situ
em amostras de tecido (Johansen et al., 2009; Balows et al.,1991). A sequenciacao do
gene hsp65 tem também sido usada em diagndstico para a diferenciacdo das subespécies
do MAC (Park et al., 2010). Os métodos de tipagem molecular tém desempenhado um
importante papel na capacidade de discriminar isolados microbianos e, ao mesmo tempo,

estabelecer uma relacdo clonal entre linhagens relacionadas (Park et al., 2010).

A técnica de PCR para amplificagdo e detecdo de IS, relativamente facil de
executar, é utilizada como andlise de primeira linha, ou como complemento para 0s
métodos classicos MLSA e RFLP (Radomski et al., 2010).

A tecnologia de RFLP é baseada na detecdo de certas IS no DNA cromossémico,
através da digestdo do DNA gendmico, com enzimas de restricdo especificas e, posterior
analise dos padrdes gerados apds a separacdo dos fragmentos de DNA em gel de agarose
(Kanduma et al., 2003). Podem ser identificados fragmentos de restricdo que passam a
funcionar como marcadores moleculares diagnosticantes. Apresenta como vantagem, ndo
necessitar de informacdo prévia sobre o DNA no entanto analisa apenas uma fracdo do

genoma (Powell et al., 1996).

A técnica de MLSA, baseia-se na andlise de genes housekeeping num genoma
(Delamuta et al., 2012). Tem sido usada para analise de polimorfismos genéticos de um
unico nucledtido, (SNPs - "single nucleotide polymorphisms™). Os estudos dos SNPs tém
sido Uteis para fins epidemioldgicos e diferenciacéo de organismos de M. avium (Rindi e
Garzelli, 2013).

Recentemente, ¢ utilizada uma técnica que estuda o nimero variavel de unidades
repetitivas (MIRU-VNTR: MIRU, mycobacterial interspersed repetitive units e VNTR,
31



O Complexo Mycobacterium avium — caracterizacéo e patogenicidade

variable number of tandem repeats) (Radomski et al., 2010). Estas técnicas sdo usadas
para a caracterizacdo molecular das espécies M. avium spp. paratuberculosis e M. avium
isoladas em doentes com SIDA sendo um novo padréo de genotipagem. O MIRU-VNTR
utiliza a variabilidade, na quantidade de repeticdes em tandem de MIRUs, em diferentes
loci no genoma das linhagens de M. avium. MIRU-VNTR é um método de tipagem que
permite diferenciar as subespécies de quaisquer espécies de MAC.

7.3 Diagnostico Infe¢do pulmonar - critérios especificos

Os critérios de diagnostico da doenca pulmonar devido a MAC incidem sobre 0s
aspetos clinico e microbioldgicos. As culturas positivas de MAC, a partir de expetoracao,
ndo confirmam por si s6 a infecdo por MAC, pois pode haver presenca de saprofitas
(Kobayashi, 2014).

A American Thoracic Society (ATS) em associagdo com a Infectious Diseases
Society of America (IDSA) publicou, em 2007, um documento com a definicdo dos

critérios de diagndstico para as NTM (Tabela 4) (Campos, 2000).

Tabela 4 - Diagndstico de doenca pulmonar por NTM (Adaptado de Campos, 2000).

Critérios clinicos e radioldgicos:

1. Sintomas respiratorios associados a opacidades nodulares ou cavidades na
radiografia e/ou bronquiectasias e multiplos pequenos nédulos na tomografia
computadorizada de torax,

E

2. Excluséo de outros diagndsticos, especialmente a tuberculose.

Critérios microbiologicos:

1. Cultura positiva em duas amostras diferentes de expetoracéo.
Ou

2. Uma cultura positiva por escovado ou lavado bronco-alveolar.
Ou

3. Biopsia pulmonar: processo crénico granulomatoso e/ou B.A.A.R. no tecido
associado a cultura positiva em tecido, expetoracao ou lavado broncoalveolar.
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7.4 Diagnostico Infe¢do disseminada - critérios especificos

Normalmente o método de diagnostico da infe¢do disseminada é por hemocultura
positiva para MAC. Para doentes sintomaticos que apresentem duas hemoculturas
positivas, a biopsia e a cultura da medula dssea ¢ indicado (Griffith et al., 2007). No
entanto, também se pode fazer a identificacdo a partir de amostras de fezes, sangue, urina,
saliva, etc. Se existe suspeita que haja algum o6rgédo infetado, através de uma biopsia
poderemos concluir se estamos perante MAC, fazendo um esfregaco acido-resistente
(Kiehn et al., 1985).

Os testes que se realizam aquando duma suspeita de MAC em doengas
disseminadas, passam pela digestdo e inoculacdo de expetoracdo com N-acetilcisteina
com 1% de concentracdo final de NaOH (usado para descontaminagdo ou eliminacdo de
muco pela acdo da N-acetilcisteina). Posteriormente, as amostras serdo inoculadas, nos
meios de Lowenstein-Jensen e meio seletivo de agar Mitchison 7H11. Para a detecéo de
manchas &cido-resistentes utiliza-se auramina (Kiehn et al., 1985). A coloracdo de
Auromina-Rodamina é uma técnica de fluorescéncia, que utiliza a coloracdo de auramina.
Assim, posteriormente serdo visualizados os bacilos, quando expostos a microscopia de

fluorescéncia (Zhang et al., 1998).

Podemos assim concluir, que os testes de identificacdo usados nas infecdes
pulmonar e disseminada sdo 0s gerais, mas as amostras € que poderdo ser diferentes

consoante a doenca.
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8 Tratamento do MAC

Devido a sua camada exterior lipofilica, os medicamentos hidrofilicos apresentam

fraca penetracdo (Schorey e Sweet, 2008).

Em geral, uma infecdo por MAC é tratada com trés a quatro combinacfes de
antibioticos e pelo menos durante doze meses. Os farmacos de primeira linha sdo os
macrolidos, tais como a claritromicina e azitromicina, etambutol, rifampicina e rifabutina.
Em doentes que apresentem lesGes cavitéarias, sdo usados aminoglicosideos, como a

estreptomicina e a amicacina (Carrasco et al.,2014).

Os macrdlidos apresentam boa atividade contra MAC. Quando a claritromicina é
administrada sozinha e em combinagdo com a rifabutina, apresenta eficécia, tanto no
tratamento, como na profilaxia de infe¢do disseminada causada por MAC, em individuos
com SIDA. A claritromicina, apesar de apresentar boa atividade, deve ser tomada
concomitantemente com etambutol e rifamicina, para evitar a ocorréncia de resisténcias
a esta. A rifabutina apresenta maior eficacia do que rifampicina, mas também mais efeitos

colaterais, como uveite e leucopenia (Field et al., 2004).

O tratamento de doenca pulmonar requer previamente que os doentes apresentem
um quadro de infegdo consistente e a confirmacédo de trés ou mais amostras clinicas de
expetoracdo com resultado positivo, ou duas amostras positivas, apenas quando uma
destas for baciloscopia. A terapéutica é constante por um ano, até que a amostra de
expetoracao apresente resultado negativo e € composta por combinacdes de um macrélido
(claritromicina (500-1000mg) ou azitromicina (500mg)), uma rifamicina (rifampicina
(600 mg) ou rifabutina (150-300mg)) e etambutol (15mg/Kg). Nas primeiras oito semanas
de terapéutica também serd administrada estreptomicina (Field et al., 2004). Este
tratamento deve ser continuo por um ano até o resultado da amostra de expetoracao ser

negativo (Campos, 2000).

Na maioria dos casos de linfadenite cervical devido a MAC, o tratamento é por
excisdo cirdrgica, apresentando uma taxa de cura de 90%. No entanto, poderd ser
realizado um regime a base de macrélidos em doentes que apresentem uma extensa
linfadenite ou uma resposta negativa ao tratamento cirurgico (Griffith et al., 2007;
Campos, 2000).

34



O Complexo Mycobacterium avium — caracterizacéo e patogenicidade

Nestes casos é realizada uma terapéutica de claritromicina (1000mg) ou
azitromicina (500mg), rifampicina (600mg) e etambutol (25mg/Kg) trés vezes por
semana (Griffith et al., 2007).

A terapéutica da doenca disseminada é semelhante a utilizada nas apresentacdes ja
referidas. A profilaxia inclui azitromicina ou claritromicina. A rifabutina também é
eficaz, embora menos tolerada. Esta deve ser administrada a doentes com SIDA que
apresentem linfécitos TCD4 menor de 50 células/ul (Griffith et al., 2007).
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9 Mecanismos de acéo

9.1 Antibioterapia geral

9.1.1 Macrélidos

Fazem parte dos agentes antimicrobianos que comprometem a sintese proteica
bacteriana. A estrutura quimica destes consiste num anel lactona, ao qual estdo ligados
diferentes residuos, entre eles desoxiagucares. Os macrolidos atuam inibindo a sintese
proteica bacteriana e podem ser classificados como bactericidas ou bacteriostaticos,
consoante a dosagem e o tipo de microrganismo. Relativamente ao tempo de semi-vida,
a azitromicina é a que apresenta maior (cerca de oito a dezasseis vezes maior do que a
eritromicina, que apresenta noventa minutos). Relativamente aos efeitos adversos, 0 mais

frequente séo os disturbios gastrintestinais (Rang et al., 2008).

A claritromicina e a azitriomicina sdo ativas contra M. avium.

9.1.2 Rifampicina e Rifabutina

O seu mecanismo de acdo deve-se a ligacdo e inibicdo da RNA-polimerase
dependente de DNA e das células procarioticas. A rifampicina (Figura 11) e a rifabutina,
ambas derivadas da rifamicina B, sdo moléculas lipofilicas, permitindo que os farmacos
atravessem a parede celular e atinjam elevadas concentragdes intracitoplasmaticas nos
fagocitos, desenvolvendo efeito bactericida. Assim, atuam sobre 0s microrganismos
intracelulares. O seu tempo de semi-vida € de uma a cinco horas e sdo administrados
oralmente. A rifampicina apresenta frequentemente efeitos adversos, entre 0s quais
podemos salientar erupcgdes cutaneas, febre e disturbios gastrintestinais. (Rang et al.,
2008; Somoskovi et al., 2001). O uso prolongado de rifabutina pode provocar efeitos que

vao desde nauseas, ictericia e vdmitos a broncospasmos (MenteAcida, 2011).
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Figura 11 - Estrutura Rifampicina (Adaptado de Souza e Vasconcelos,2005).

9.1.3 Etambutol

A sua atividade é exclusiva contra micobactérias, exercendo um efeito
bacteriostatico, sendo apenas ativo contra bactérias em crescimento. E administrado
oralmente e apresenta um tempo de semi-vida de trés a quatro horas. Normalmente nédo
causa efeitos adversos mas, esporadicamente, pode causar perturbacdo na viséo,
designada de neurite éptica (Rang et al., 2008). O etambutol (Figura 12) interfere na
biossintese de arabinogalactano. Especificamente, vai inibir a enzima arabinosil
transferase codificada pelo gene embB, responsavel pela polimerizacdo de arabinose para
arabinogalactano. A resisténcia ao etambutol in vitro desenvolve-se de maneira lenta e

provavelmente acontece por mutagdo do gene embB (Sousa, 2006; Arbex et al., 2010a).
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Figura 12 - Estrutura Etambutol (Adaptado de Souza e Vasconcelos,2005).

37



O Complexo Mycobacterium avium — caracterizacéo e patogenicidade

9.1.4 Aminoglicosideos (estreptomicina e amicacina):
Neste grupo insere-se a estreptomicina, a amicacina e a canamicina.

A estreptomicina, isolada em 1944, foi o primeiro farmaco eficaz utilizado no
tratamento da tuberculose. Mais tarde, foi sintetizada a canamicina em 1957 e, em 1972,
surge a amicacina, composto semissintético derivado da canamicina (Arbex et al.,
2010b).

Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica, ao ligarem-se de forma irreversivel
a subunidade 30S do ribossoma bacteriano, interferindo na integridade da membrana
celular. S&o farmacos bactericidas, com efeitos mesmo em concentragdo sérica abaixo da

concentracdo minima inibitoria (MIC) (Arbex et al., 2010b).
9.1.5 Outros farmacos usados em profilaxia: ciprofloxacina e clofazimina

9.1.5.1 Fluorguinolona: Ciprofloxacina:

A ciprofloxacina é um antibidtico bactericida, que pertence a familia das
fluorquinolonas. Apds a administracéo, as fluorquinolonas distribuem-se pelo organismo,
atingindo o interior das células, incluindo os macréfagos (apresentam elevada
lipossolubilidade), explicando, assim, a grande atividade sobre as micobactérias
intracelulares (Arbex et al., 2010Db).

O seu mecanismo de acdo consiste em inibir a atividade da DNA girase ou da
topoisomerase Il bacteriana, que regula a topologia do DNA e é essencial a sobrevivéncia
da bactéria (Arbex et al., 2010Db).

As fluoroquinolonas tém evoluido muito desde da sua descoberta. Com o passar
dos anos, tem-se manipulado a molécula original (Figura 13), com o objetivo de se obter
um antibidtico mais eficaz e com uma menor toxicidade para o individuo. As
modificagdes na estrutura béasica das quinolonas, permitiram a descoberta de novos
antibidticos com maior espetro de atividade, maior poténcia antibacteriana e melhor
biodisponibilidade (Andersson e MacGowan, 2003).

Com a introducdo de um &tomo de fltor na posi¢do C-6 e um grupo piperazila na
posicdo C-7, identificou-se a primeira fluorquinolona, designado de norfloxacino,
patenteada em 1978 (Souza e Vasconcelos, 2005).
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Figura 13 - Estrutura basica das quinolonas (Adaptado de Andersson e MacGowan, 2003).

9.1.5.2 Clofazimina:

A clofazimina é um antibacteriano e anti-inflamatorio que se encontra em uso
clinico ha quarenta anos, originalmente desenvolvida para o tratamento da tuberculose
(Boechat e Pinheiro, 2012). E um farmaco de segunda escolha para o tratamento da lepra
(causada por M. leprae), além de ser também utilizado contra infecdes causadas por
micobactérias atipicas (incluindo MAC). A clofazimina é uma fenazina (Figura 14) e o
seu mecanismo de acdo ainda esta pouco esclarecido. No entanto, suspeita-se que inibe o
crescimento micobacteriano, ligando-se preferencialmente ao DNA da micobactéria.
Pode causar alteracGes gastrintestinais, por se depositar no intestino delgado originando
um espessamento deste, acompanhado por colicas e vermelhiddo da pele, ao ser captado

por macréfagos cutdneos, pois € um corante (Guimardes et al., 2006; MedicinaNet, s/d).
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Figura 14 - Estrutura da clofazimina (Adaptado de Altman et al.,1995).
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10 Conclusao

O desenvolvimento cientifico permitiu a descoberta de cada vez mais espécies

micobacterianas.

O MAC é composto por bactérias patogénicas oportunistas com a capacidade de
causar doenca, tanto em animais como em humanos. Como as bactérias pertencentes a
este complexo sdo ubiquas no ambiente, a sua interagdo com o homem ¢é bastante
frequente. Ao contrério do que acontece com M. tuberculosis, a transmissdo direta pessoa-
a-pessoa é raro em NTM, incluindo MAC, ocorrendo sobretudo o contagio com fontes

ambientais, como inalacdo ou ingestdo de agua contaminada.

Embora M. tuberculosis continue a ser a espécie micobacteriana mais prevalente
afetando milhGes de pessoas no mundo, com o surgimento da SIDA as micobactérias
pertencentes ao MAC, as quais ndo era atribuida grande relevancia clinica, passaram a
ser vistas como agentes patogénicos oportunistas, que originam infecdo disseminada em
individuos imunodeficientes. No entanto, as MAC podem também causar infecdo em
individuos imunocompetentes, sobretudo com algum fator predisponente. Entre as
infecdes provocadas pelo MAC, a infecdo pulmonar é a mais relevante, sobretudo em

individuos imunocompetentes.

As espécies e subespécies pertencentes ao MAC ndo sdo facilmente diferenciadas
por testes fenotipicos, sendo os métodos moleculares, portanto, a melhor opcéo atual para
a identificacdo dessas micobactérias. O estudo da interacdo entre as MAC e o sistema
imunitario é de grande importancia, para encontrar novas terapéuticas que levem a

erradicacdo das infecdes provocadas por este tipo de micobactérias.
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Anexo 1:

NonTuBercuLous MycoBACTERIAL OsTEoMYELITIS: A CAsE
RerporT oF MycoBACTERIUM AviUM INTRACELLULARE COMPLEX
TiBiAL OsTeOMYELITIS IN THE SETTING OF HIV/AIDS

Joun KanzieLski, MD, MicsaeL Smiti, BS, Joranna L. Baxan, MD, Rajesi Ganom, MD, Kevin Raskin, MD

715 Gangral HOSPTAL

MASSACHIRE

INTRODUCTION

Nontuberculous mycobacterial (NTM) osteomyelitis is
rare and few cases have been reported in the literature. ™%
Although a case of NTM osteomyelitis has been reported in an
immunocompetent child,* in general people who develop these
infections are likely to harbor immunodeficiencies such as HIV/
AIDS* The following is a representative case of NTM osteo-
myelitis caused by mycobacterium avium complex (MAC) in
a patient with HIV/AIDS, which reflects the important aspects
of the multidisciplinary approach required to care for these
complex patients.
CASE REPORT

The patient is a 51-year-old woman who was born in
Mozambique and has lived in Zimbabwe, Portugal and Ohio,
who presented with worsening left leg pain to an outside hospi-
tal 4 weeks after hitting her leg against a car doorframe sustain-
ing a minor abrasion. The pain progressed to a point beyond
which she could no longer tolerate and she sought medical
attention. Her past medical history was significant for pneu-
monia, tenia corporis, recurrent vaginal yeast infections and
genital herpes. She denied intravenous drug use and did report
that her husband had been unfaithful. On initial examination
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at the outside hospital, she was found to have an erythematous,
warm, swollen and tender left leg with no disruption of the skin.
X-rays showed cortical thickening of the left distal tibial diaphy-
sis associated with a radiolucent defect. Bone scan showed focal
periosteal reaction and adjacent soft tissue uptake. Computed
tomography revealed left tibial and subcutaneous calcifications
consistent with post-traumatic osteomyelitis. Routine admis-
sion laboratory analysis reveled neutropenia. She was subse-
quently tested for HIV and found to have HIV-1 infection with
a CD4 cell count was 20/mm? and a viral load of 51,371 copies/
ml. Because her underlying diagnosis was unknown, she had
not been on any antiretroviral therapy or opportunistic infec-
tion (OI) prophylaxis prior to presentation. She was empirically
started on intravenous vancomycin and cefazolin. Five days
after the initiation of antibiotics, she underwent bone biopsy.
Both bone and blood cultures at that time were negative for any
bacteria. Mycobacterial culture data from the outside hospital
was not available. Bone pathology revealed osteonecrosis with-
out mention of granulomas. She was started on a combination
pill containing efavirenz, emtricitabline and tenofovir. A PICC
line was place and she developed a subclavian vein thrombosis,
She was started on an enoxaparin bridge to warfarin with a
plan of continuing systemic anticoagulation for 4 months. The
patient was discharged to a state-run institution for continu-
ing care needs and rehabilitation after a sixteen day hospital
course on vancomyein and cephalexin, coumadin, combination
antiretroviral therapy and prophylactic trimethoprim/sulfame-
thoxazole with azithromycin. Vancomycin was stopped after 6
weeks and oral cephalexin was continued.

FIGURES I & 2: Orthogonal radiographs of the left tibia demonstrate dystrophic
calcification in the anteriar soft tissues with endosteal sclernsis and 2 vague hicency

of the anterior cortex of the distal tibial diaph
and necrotic booe.
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Two months after her initial presentation and within 2
weeks of stopping the vancomycin, the patient presented to
our hospital with recurrent erythema, swelling, warmth and
tenderness of her left leg. Additionally, she also had a left glu-
teal carbuncle and right groin cellulitis. The patient had no
fevers or chills prior to presentation. The patient’s white count
was 2.8 th/emm. Her ESR was 48 mmy/hr and her CRP was 17
mg/L. Her most recent CD4 cell count was 34/ mm? prior to
admission. Xerays showed endosteal sclerosis and lucency of
the anterior cortex of the distal tibial diaphysis and soft tissue
changes consistent with prior bmpsy (Flgures 1&2).
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She was taken to the operating room and underwent
thorough irrigation and debridement with sequestrectomy.
A subatmospheric pressure dressing was applied. She also
underwent incision and drainage of the left gluteus. Specimens
were sent for to microbiology for aerobic, anaerobic, fungal and
mycobacterial analysis. Specimens were also sent to pathology.
Biopsies from both sites showed granulomas (Figure 3 & 4) and
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FIGURE 5: Acid fast stain highfights the mycobacteria identified within granulomas
(1,000x magrification) ,

FIGURES6 & 7: ommwmmmuuuunmwmmum
surgical changies after a thorough d with the suh
dressing i place.

FIGURES 8 & 9: Orthoganal radiographs of the left tibia which demonstrate past
surgical changes and early evidence of healing. There is no radiographic evidence of
residual infection or fracture.

were positive for acid-fast bacilli, which were determined to be
Mycobacterium Avium Intracellulare Complex (MAC) sensitive
to clarithromycin (Figure 5). The left gluteal abscess was also
positive for 2 strains of sensitive coagulase-negative staphylo-
coccus. Postoperative blood and sputum cultures were nega-
tive for bacteria, fungi and mycobacteria. A subsequent chest,
abdomen, and pelvic CT showed no evidence disseminated
mycobacterial involvement. Postoperative x-rays were obtained
for a baseline for follow up care (Figures 6 & 7). The patient’s
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FIGURE 10: Coronal MRI scan of the left titia using a past-contrast T1 sequence
demonstrating no change in the lesion or contrast enhancement of the adjacent bane.

FIGURE 11: Axial MRI scan of the left tibia using a T2 sequence which demaonstrates
fluid signal within the surgical cavity with no bane ar soft tissue edema.

symptoms resolved and she was discharged 10 days after pre-
sentation on her unchanged HIV antiviral and prophylactic
regimen, and rifabutin, isoniazid, pyrazinamide, ethambutol,
and clarithromycin which were changed to rifabutin, clarithro-
mycin and ethambutol based on final speciation.

As her three month follow-up appointment, she was
ambulatory with a cane and able to bear weight. X-rays at that
time demonstrated a stable post surgical defect without evi-
dence of new disease (Figures 8 & 9). AMRI of the left tibia four
months after her debridement showed no evidence of ongoing
osteomyelitis (Figures 10 & 11). Nine months after discharge,
the patient developed sudden bilateral decrease in visual acuity
which was believed to be secondary to optic neuropathy from
ethambutol. She had an initial evaluation including formal
visual field testing with ophthalmology and shortly thereafter
returned home to Zimbabwe. In doing so, she was subse-
quently lost to follow-up.

DISCUSSION

According to a 2008 Centers for Disease Control synopsis,
at the end of 2003 an estimated 1,039,000 to 1,185,000 people
within the United States were living with HIV/AIDS and an
additional 56,300 contracted the disease in 2006.>*"" While the
incidence of opportunistic infections within the HIV population
has declined since the introduction of highly active antiretro-
viral therapy (HAART), there is still a substantial risk of OI in
those patients with low CD4 cell counts .’

Nontuberculous mycobacterium osteomyelitis is a rare OI
which has been reported in the HIV population. While 1% of
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HIV patients in the US corresponds to approximately 10,000
people, there have been less than 50 cases of atypical mycobac-
terium osteomyelitis reported in patients with HIV 7258
Of the cases reported, mycobacterium haemophilum and
mycobacterium kansasii were the most common causative
agents respectively; mycobacterium. avium complex (MAC)
infection was responsible for the third largest portion of NTM
osteomyelitis. Although disseminated mycobacterium avium
Complex (DMAC) in patients with CD4 cell counts < 50/mm3
is relatively common, localized infection is rare. DMAC was
reported to be present in 16% of the HIV population before
1996; the current rate is < 1% per year because of HAART and
MAC prophylaxis.™s

While NTM osteomyelitis is rare, there are specific risk fac-
tors which predispose people to these infections. Trauma, sur-
gery, compromised immune status and disseminated disease
all increase the risk of developing osteomyelitis with NTM.'3
Whereas penetrating trauma is the most common etiologic
mechanism for NTM osteomyelitis, there are reports of blunt
trauma precipitating NTM osteomyelitis. One possible explana-
tion is the locus minoris resistentiae theory, which postulates
that macrophages containing dormant mycobacteria migrate
to the site of injury and release the bacteria into traumatized
bone which is more susceptible to infection.® Of note, the
patient presented in this report experienced trauma to the site
of infection; however there was reportedly no break in the skin.
Another point to consider in our case is the possibility that the
localized infection was in part due to immune reconstitution
inflammatory syndrome (IRIS). IRIS is a pathological inflam-
matory response seen in HIV patients that have an underlying
OI when they begin HAART.™ The syndrome is in part due to
the renewed effectiveness of the immune system against the
underlying OI after receiving HAART, resulting in inflammation
and localized findings. IRIS is seen in 15-25% of HIV patients
within 3 months of HAART initiation."”

NTM is a rare cause of osteomyelitis in patients with HIV
infection. Some gdeneral features of these infections include a
CDA cell count <100/mm3, the involvement of several joints
or skeletal sites, coexistent septic arthritis, and cutaneous
lesions.”® Our patient did not have coexistent septic arthitis
but did have two cutaneous lesions, one of which was con-
firmed to be due to MAC infection. These mycobateria and
endemic and a common history involves trauma or a puncture
site.* The definitive diagnosis of NTM osteomyelitis is depen-
dent upon a bone biopsy with cultures and staining for myco-
bacteria. Blood cultures are often negative.! Once diagnosed,
a combination of surgical and antimicrobial therapy is required
to completely eradicate the infection. Since effected bone in
NTM osteomyelitis is poorly perfused and true sequestrum may
exist, surgical debridement plays an important role.! Any asso-
ciated hardware should also be removed and sinus tracts should
be excised. Standard treatment for MAI osteomyelitis involves
a three-drug combination of clarithromycin (or another mac-
rolide), rifabutin, and ethambutol for a 6 month course.” It is
important to actively monitor for signs of recurrent infection or
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toxicities of the antibiotics. Of note, ethambutol-induced optic
neuropathy and visual loss is estimated to occur in approxi-
mately 1% of patients and ophthalmology follow up should be
arranged ®® If visual changes do occur, the ethambutol should
be stopped immediately.

In summary, NTM osteomyelitis is a rare entity and is most
likely to be found in patients who are immunocompromised,
e.g., HIV/AIDS. Since the advent of HAART, it is rare to see
DMAC but when patients present with advanced HIV/AIDS
without previous treatment, it should be considered a diagnos-
tic possibility. When treating patients with HIV and suspected
osteomyelitis, the surgeon and the care team must maintain
a high degree of suspicion and take careful mycobacterial
cultures. These cases require a multidisciplinary approach to
treatment including orthopaedic surgery, pathology, infectious
diseases, primary care and ophthalmology.

caracterizacdo e patogenicidade
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