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Resumo

Introducgao: Nos altimos anos, infe¢des oportunistas por
micobactérias ndo tuberculosas (MNT), tém ganho uma
importancia crescente na satde publica, sendo a espécie
Mycobacterium avium, a principal responsavel pelo aumento
de casos de doenca humana. Estas infe¢oes manifestam-se
principalmente a nivel respiratorio podendo também ocor-
rer, sobretudo em individuos imunocomprometidos, infe-
¢ao disseminada. Atualmente, o modo de transmissao nao
esta estabelecido, contudo, a exposi¢ao ambiental & con-
siderada a principal fonte de infe¢do. Assim, ¢ essencial a
realizacdo de estudos epidemiologicos para identificar pos-
siveis focos de infecao e, deste modo, melhorar os métodos
de vigilancia, prevengao e controlo da doenga.

Objetivo: Avaliagio da diversidade genomica e perfil de
resisténcia de isolados clinicos de Mycobacterium avium cir-
culantes em Portugal entre 2018 ¢ 2022.

Métodos: Um conjunto de 42 estirpes de M. avium, isoladas
entre 2018 e 2022, no Laboratorio Nacional de Referéncia
para Micobactérias (LNR-TB) do INSA, foi caracterizado
quanto a sua diversidade genomica através da metodologia
de tipagem molecular MIRU-VNTR. Adicionalmente, foram
realizados testes de suscetibilidade fenotipica a claritromi-
cina, moxifloxacina e linezolide em 40 (95%) estirpes e de
suscetibilidade molecular por pesquisa de mutagoes nos ge-
nes 16S rRNA (rrs) e 23S rRNA (rrl), associados a resistén-

cia a aminoglicosideos (AG) e macrolidos, respetivamente.
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Resultados: Os testes de suscetibilidade fenotipica indi-
caram que 98% (39) das estirpes foram suscetiveis a clari-
tromicina, enquanto apenas 25% (n=10) e 27,5% (n=11)
foram suscetiveis ao linezolide e moxifloxacina. Verificou-
-se uma elevada correlagao entre os resultados de testes
de suscetibilidade fenotipica e genotipica relativamente aos
macroélidos.

A genotipagem por MIRU-VNTR revelou uma grande di-
versidade genctica entre as estirpes. Usando threshold de
1 Iocus e 2 Ioci de permissao de diferenca entre as estirpes,
observou-se o agrupamento de dois clusters moleculares
e 37 singletons e oito clusters e 20 singletons, respetiva-
mente. No global, a metodologia MIRU-VNTR obteve um
indice discriminatoério de 0.9988.

Conclusido: Embora tenham sido detetados clusters mo-
leculares, a analise dos perfis MIRU-VNTR ¢ insuficiente
para estabelecer relagdes epidemiologicas concretas. Para
alem dos dados demograficos dos doentes sao necessarios
dados clinicos, o que pode requerer a ponderagao de um
sistema de notificagao obrigatoria para uma vigilancia labo-

ratorial da doenga por M. avium mais assertiva.

Palavras-chave: Complexo Mycobacterium avium (MAC),
Mycobacterium avium, MIRU-VNTR, Genotipagem, Testes
de Suscetibilidade Antimicrobiana, Vigilancia laboratorial,

Micobactérias nao tuberculosas, MNT.
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Résumé

Introduction: In recent years, opportunistic infections
with nontuberculous mycobacteria (NTM) have gained in-
creasing importance in public health, with Mycobacterium
avium being the most responsible species for the increase
of human disease cases. These infections manifest mainly
at the respiratory level, and disseminated infection may
also occur, especially in immunocompromised individu-
als. Currently, the mode of transmission is not established,
but environmental exposure is considered the main source
of infection. Therefore, epidemiological studies are essen-
tial to identify possible foci of infection, and thus improve
methods of surveillance, prevention, and control of this
type of disease.

Objective: Evaluation of the genomic diversity and resis-
tance profile of clinical isolates of Mycobacterium avium
circulating in Portugal between 2018 and 2022.
Methods: Between 2018 and 2022, the National Refer-
ence Laboratory for Mycobacteria (LNR-TB), at INSA re-
ceived 103 M. avium isolates. Of these, a subset of 42 strains
was characterized for genomic diversity using the MIRU-
VNTR molecular typing methodology. Additionally, 40
(95%) strains were tested for phenotypic susceptibility to
clarithromycin, moxifloxacin, and linezolid, and molecular
susceptibility, by screening of mutations in the 16S rRNA
(rrs) and 23S rRNA (rrl) genes associated with resistance
to aminoglycosides and macrolides, respectively.

Results: Phenotypic susceptibility testing indicated that
98% (39) of the strains were susceptible to clarithromycin,
while only 25% (n=10) and 27.5% (n=11) were suscep-
tible to linezolid and moxifloxacin. There was a high cor-
relation between the results of phenotypic and genotypic
susceptibility testing with respect to macrolides.
MIRU-VNTR genotyping revealed a high genetic diversity
among the strains. Using a threshold of 1 Jocus and 2 loci be-
tween strains, it was observed two molecular clusters and
37 singletons and eight clusters and 20 singletons, respec-
tively. Overall, the MIRU-VNTR methodology allowed a
discriminatory power of 0.9988.

Conclusion: Although molecular clusters were detected,
the analysis of MIRU-VNTR profiles is insufficient to es-
tablish concrete epidemiological relationships. In addition
to patient demographics, clinical data is needed, which may
require consideration of a mandatory reporting system for

more assertive laboratory surveillance of M. avium disease.

Keywords: Mycobacterium avium complex (MAC), Myco-
bacterium avium, MIRU-VNTR, Genotyping, Drug suscep-
tibility testing, Laboratory Surveillance, Nontuberculous
Mycobacteria, MNT.

Introduction: Ces dernicres années, les infections oppor-
tunistes par les mycobacteries non tuberculeuses (MNT) ont
pris de 'importance pour la santé publique, Mycobacterium
avium ¢tant I’espece la plus responsable de I’augmentation
des cas de maladie chez '’homme. Actuellement, le mode
de transmission n’est pas établi, mais I’exposition environ-
nementale est considérée comme la principale source d’in-
fection. Ainsi, des ¢tudes épidémiologiques sont essentiels
pour identifier les foyers d’infection potentiels et améliorer
les méthodes de surveillance, de prévention et de controle
de cette maladie.

Objectif de I’étude: Evaluation de la diversité génomique
et du profil de résistance des isolats cliniques de Mycobacte-
rium avium circulant au Portugal entre 2018 et 2022.
Méthodes: Entre 2018 et 2022, le Laboratoire National de
Référence pour les Mycobacteéries (LNR-TB) de 'INSA a
recu 103 isolats de M. avium. Parmi eux, un sous-ensemble
de 42 souches a ¢été caractéris¢ quant a leur diversité ge-
nomique grace a la méthode de typage moléculaire MIRU-
VNTR. De plus, des tests de susceptibilite phénotypique a
la clarithromycine, a la moxifloxacine et au linézolide ont
été réalisés sur 40 (95%) souches, ainsi que des tests de sus-
ceptibilité moléculaire en recherchant des mutations dans
les genes 16S rRNA (rrs) et 23S rRNA (rrl) associces a la
résistance aux aminoglycosides (AG) et aux macrolides, res-
pectivement.

Résultats: Les tests de susceptibilite phénotypique ont
montre que 98% (39) des souches étaient sensibles a la clari-
thromycine, tandis qu’une faible proportion (25% et 27,5%)
¢tait sensible au linézolide et a la moxifloxacine. Une corré-
lation significative entre les résultats phénotypiques et géno-
typiques a éte observee pour les macrolides. La méthode de
typage moléculaire MIRU-VNTR a révele une grande diver-
site génctique entre les souches, avec un indice discrimina-
toire de 0.9988. Ces résultats soulignent I'importance d’une
surveillance continue des isolats cliniques de Mycobacterium
avium pour mieux comprendre la résistance et améliorer les
stratégies de gestion de cette maladie.

Conclusion: Bien que des groupes moléculaires aient ¢te
trouvés, 'analyse des profils MIRU-VNTR est insuffisante
pour ¢tablir des relations ¢épidémiologiques concretes. Outre
les données demographiques des patients, des données cli-
niques sont nécessaires, ce qui pourrait nécessiter une sur-

veillance de laboratoire plus fiable de la maladie de M. avium.

Mots-clés: Complexe Mycobacterium avium (MAC),
Mycobacterium avium, MIRU-VNTR, Génotypage, Tests de
sensibilité aux antimicrobiens, Surveillance en labora-

toire, Mycobactéries non tuberculeuses, MNT.
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Introducao

As infegbes causadas por micobacterias téem-se revelado
com importancia crescente na saude publica ao longo
dos tempos, e doengas como lepra e tuberculose (TB)
foram descritas ha mais de 4000 e 9000 anos, respe-
tivamente [1, 2]. Todavia, o género Mycobacterium foi
apenas descrito pela primeira vez em 1874 por Armauer
Hansen, e, s6 em 1896 o nome Mycobacterium foi estabe-
lecido por Lehmann e Neumann [3]. Atualmente, existem
mais de 250 espécies e subespécies conhecidas e iden-
tificadas como micobacterias na “List of Prokaryotic names
with Standing in Nomenclature”, 2023 [4].

Apesar daTB continuar a ser uma das principais causas
de morbilidade e mortalidade no mundo, com a dimi-
nui¢ao dos casos da doenga nos paises mais desenvol-
vidos, as infe¢bes oportunistas por micobactérias nao
tuberculosas (MNT), tém ganho uma importancia cres-
cente como um potencial problema de saude publica
[5—7]. As MNT sao compostas por todas as espécies do
genero Mycobacterium, excluindo as espécies M. leprae e
do complexo M. tuberculosis, sendo os organismos opor-
tunistas do complexo Mycobacterium avium (MAC) os
principais responsaveis por infe¢oes humanas [8].

As micobactérias sao ubiquas na natureza e apresen-
tam como principais reservatorios sistemas de agua,
solo e vegetacao [9,10]. Porém, ja foram isolados
como contaminantes em carne para consumo huma-
no [11—13], produtos lacteos [14, 15], frutas e vege-
tais [16]. Ao contrario de outras MNTs, nao existem
casos confirmados de infe¢des por MAC transmitidas
entre humanos. Apesar de potencialmente zoonoticas
[13, 17], acredita-se que as infe¢des humanas ocor-
rem essencialmente por exposi¢ao a fontes ambien-
tais, por exemplo, através de ingestao ou inalagao de
agua, particulas ou aerossois contaminados [8]. Por
terem um metabolismo aerobico, estes microrganis-
mos estabelecem-se na interface da agua e do ar sen-
do facilmente aerossolizados de torneiras, chuveiros,
piscinas, etc. Alem disso, devido a composigao rica
em lipidos das suas membranas externas, estas bac-
térias sdo resistentes a desinfe¢do quimica por cloro,
cloraminas, ozono e desinfetantes usados nos centros
de tratamento de agua, que acabam por eliminar a

competicao e selecionar MNTs [18].

No inicio da década de 1980, o complexo MAC era
denominado MAI, e constituido pelas especies .
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avium e M. intracellulare [8]. Recentemente, os avan-
¢os de analises genomicas permitiram a identificagao
e classificagao de novas espécies e subespécies den-
tro deste complexo, ainda que, atualmente nao haja
concordancia sobre esta taxonomia. Em 2018, Jakko
et al [19] identificaram 12 espécies diferentes que as-
sumiram ser do complexo MAC: M. arosiense, M. bou-
chedurhonense, M. colombiense, M. lepraemurium, M. mar-
seillense, Mycobacterium paraintracellulare, M. timonense,
M. vulneris, M. yongonense, M. avium, M. chimaera e M.
intracellulare, sendo as trés ltimas as mais relevantes

patogenicamente para o ser humano [8].

Adicionalmente, foram definidas quatro subespecies de
M. avium: M. avium subsp. avium (MAA) e M. avium subsp.
silvicatum (MAS) [20], frequentemente isoladas de aves,
causando doengas respiratorias com sintomas seme-
lhantes a tuberculose humana; M. avium subsp. paratuber-
culosis (MAP) [20] que afeta predominantemente ani-
mais ruminantes causando uma gastroenterite cronica,
no entanto, apresenta um potencial caracter zoonotico,
e tem sido associada na patogenese da doenga de Crohn
[21, 22], diabetes tipo 1 e esclerose multipla [23] em
humanos; e M. avium subsp. hominissuis, responsavel pela

maioria das infecoes em humanos [24].

Apesar da exposicao frequente a estas micobactérias,
o desenvolvimento de doenga por MAC em indivi-
duos imunocompetentes ¢ incomum, sendo os mais
suscetiveis os individuos com o sistema imunologico
comprometido (como ¢ o caso de doentes portadores
do virus da imunodeficiéncia humana e submetidos
a transplante de orgaos) ou com outras patologias
associadas, principalmente que debilitem o sistema
respiratorio (por exemplo, bronquiectasia) [8, 25].
Os casos geralmente apresentam-se como doenga
pulmonar cronica e de progressao lenta em indivi-
duos imunocompetentes, linfoadenopatia periferi-
ca em criancas ou infe¢ao disseminada em doentes
imunocomprometidos. O diagnostico clinico destas
infe¢des ¢ complexo dado que os sintomas iniciais na
doenga pulmonar sao inespecificos e incluem febre
baixa, tosse cronica, fadiga/astenia, perda de peso,
sudorese noturna e falta de ar [26]. No caso de uma
infegao sistemica, varios orgaos, como o figado, bago,
ganglios linfaticos, medula oOssea e intestinos, podem
ser afetados e os sintomas incluem febre, anemia, dor

abdominal ¢ diarreia [25].

Devido ao caracter ubiquo destas micobacteérias, o



isolamento microbiologico de MAC nem sempre ¢
suficiente para estabelecer a sua associagdo como
agente causador de doenga, podendo tratar-se apenas
de uma colonizagdo. Por este motivo, a “American Tho-
racic Society/Infectious Diseases Society of America” defi-
niu criterios de diagnostico para orientar o clinico de
forma que, o diagnostico e consequentemente o inicio
do tratamento seja o mais célere possivel [27]. Atual-
mente, a terapéutica inclui o uso de multiplos anti-
bioticos sendo o esquema mais comum o que recorre
a0 uso de macrolidos em regime combinado com ri-
fampicina e etambutol [28]. No entanto, em casos de
infeg¢ao pulmonar grave ou de faléncias terapéuticas, ¢
comum o uso de amicacina lipossomica (aminoglicosi-

deo) inalada, atraves de sistemas de nebulizagio [29].

Com o aumento de casos de doenga por MAC em todo
o mundo e, sendo os fatores ambientais a principal fon-
te de infecdo, torna-se fundamental o desenvolvimento
de estudos epidemiologicos para identificar possiveis
focos de infe¢ao relacionados e deste modo melhorar
os métodos de vigilancia, prevengao e controlo.

Com este objetivo, o uso de métodos de tipagem mo-
lecular e de caracterizacao fenotipica de suscetibilidade
a antimicrobianos sao frequentemente utilizados. Repe-
ticoes em tandem de numero variavel de unidades re-
petitivas intercaladas (MIRU-VNTR — Mycobacterial Ins-
terspersed repetitive units —Variable number of tandem repeats)
¢ um metodo de tipagem molecular baseado em PCR
que envolve a analise de sequéncias de DNA repetitivas
especificas no genoma micobacteriano. Sendo um meéto-
do simples e rapido para discriminar isolados de especies
de M. avium [30], esta técnica pode permitir a identifi-
cagao de possiveis clones ou agrupamentos de estirpes
para uma melhor caracterizagao e detegao de padroes de
transmissao [31, 32].

O presente trabalho teve como objetivo a avaliagdo
da diversidade genomica e perfil de resisténcia de
isolados clinicos de Mycobacterium avium circulantes

em Portugal entre 2018 ¢ 2022.

Métodos

No periodo entre 2018 e 2022, o Laboratorio Nacio-
nal de Referéncia de Micobatérias (LNR-TB), do Insti-
tuto Nacional de Sade Doutor Ricardo Jorge (INSA),
recebeu 363 culturas positivas para MAC, das quais

Anais do ITHMT

103 (28%) foram identificadas como M. avium pelo kit
GenoType Mycobacterium CM ® (Hain Lifescience,
Alemanha), de acordo com as instrugées do fabrican-
te. Devido as exigéncias nutricionais caracteristicas da
especie em estudo e a taxa de crescimento lenta, nao
foi possivel recuperar os 103 isolados. Adicionalmen-
te, segundo resultados de WGS (Whole Genome Sequen-
cing), obtidos no decurso de um trabalho laboratorial
paralelo, apenas foram selecionados os isolados puros
(isto ¢, sem contaminagao por outros microrganismos
ou casos de infe¢do mista). Assim, foram caracteriza-
dos 42 isolados (cerca de 41%), quanto a sua diversi-
dade genomica e perfil de resisténcia.

Definicao de caso

Os casos foram classificados apenas de acordo com
os dados microbiologicos, uma vez que o LNR-TB
nao tem acesso aos dados clinicos: i) Caso definiti-
vo — isolamento de MAC em duas ou mais amostras
respiratorias ou isolamento de MAC numa amostra
positiva colhida assepticamente (exemplo, biopsias,
liquido cefalorraquidiano, lavados)j; ii) Caso possivel —
isolamento de MAC numa (nica amostra de natureza
desconhecida; iii) Coloniza¢ao — isolamento de MAC
apenas numa amostra respiratéria (ex.: expetoragao,

secregoes bronquicas).
Extracao/quantificacio do ADN

O ADN micobacteriano foi extraido de culturas em
meio solido ou liquido de acordo com o procedimen-
to descrito por van Soolingen et al. (2003) [33], com
ligeiras alteragdes: i) apos a adigao de lisozima, as sus-
pensoes foram incubadas durante a noite a 37°C; ii)
apos adi¢do da solugdo SDS/proteinase K, as suspen-
soes foram incubadas a 65°C ate completa dissolugao.

O material genctico extraido de alta qualidade foi
posteriormente quantificado usando o equipamento
Qubit (Thermofisher, EUA) de acordo com as reco-
mendacdes do fabricante.

MIRU-VNTR

A genotipagem dos isolados de M. avium feita usando
a metodologia previamente descrita por Thibault et
al (2007) [30], através da analise de oito loci MIRU-
-VNTR, sendo que as reagdes e condigoes de ampli-
ficagdo foram adaptadas com pequenos ajustes. Em
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suma, as reagoes de amplificagao para os VNTR 292,
x3, 25,47, 3 e 7, foram preparadas para um volume
final de 25 pL compostas por: 1 U Tag DNA polimerase
(QIAGEN, Alemanha), 1 uM de cada primer, 0,2 mM
de dNTPs mix (Applied Biosystems, EUA), 5 uL de
tampao 5x, 1 puL de DMSO (dimetilsulfoxido), 1,5
mM de MgCl e 4 uL de DNA. As misturas de PCR
dos VNTR 10 e 32 foram realizadas para um volume
final de 25 pL, utilizando 1U da enzima KAPA (HiFi
HotStart ReadyMix), 1 uM de cada primer e, 1 uL de
DMSO. As temperaturas de annealing foram aumenta-
das um grau para aumentar a especificidade das rea-
¢oes de PCR. Os tamanhos dos fragmentos obtidos
foram determinados automaticamente usando o soft-
ware QIAxcel (QIAGEN, Alemanha), de acordo com
as instrugoes do fabricante.

A diversidade alélica (h) foi calculada de acordo com
Selander et al. (1986) usando a seguinte formula:

h=1-Zwlz5] onde N ¢ o namero total de estirpes
e xi ¢ a frequéncia do alelo i em cada Jocus [34].
O poder discriminatorio do método foi calcu-
lado atraves da equagao descrita por Hunter e
Gaston (1988) (HGDI):
(ID) = 11~ = Z=ni - D1, onde N é o nimero total

A
Indice discriminatorio

de estirpes, s ¢ o nimero total de codigos MIRU-
-VNTR distintos determinados pelo metodo de ti-
pagem, e nj ¢ o nimero de estirpes pertencentes ao
j-esimo codigo [35].

As relagdes gencticas entre os isolados foram analisa-
das atraves da construgao de uma Minimum spanning Tree
(MST), na qual os perfis VNTR estao ligados entre si
com a menor distancia possivel, recorrendo ao software
GrapeTree (https:/ /achtman-lab.github.io/ GrapeTree/
MSTree_holder.html).

Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
(TSA)

O teste fenotipico de suscetibilidade a antimicrobia-
nos foi realizado para 40 estirpes (95%), tendo sido
testados os seguintes antibioticos: claritromicina
(CLR), linezolide (LZD) e moxifloxacina [MXF], de
acordo com o método de microdilui¢do e os critérios
de resisténcia descritos pelo Clinical and Laboratorial
Standards Institute [36].

Resumidamente, os inoculos foram preparados em
meio Mueller-Hinton ajustado por catides e suplemen-
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tado com 5% de OADC. As concentragdes minimas
inibitorias (CMI) usadas para testagem foram: 232
ug/mL, 16 pg/mL and <8 ug/mlL paraa CLR e LZD;
24 ug/mlL, 2 pg/mL e <1 pg/mL para a MXF.

Os tubos foram incubados a 37°C durante sete dias
e o crescimento no tubo de controlo validou a leitu-
ra da CMI. No caso de auséncia de crescimento no
controlo, as culturas foram reincubadas nas mesmas

condigbes e a leitura repetida entre o0 10° e o 14° dia.

Possiveis mutagdes nos genes 16S rRNA (rrs) e 23S
rRNA (rrl), que estdo associados a resisténcia a ami-
noglicosideos e macrolidos, respetivamente [37, 38]
foram avaliadas usando o kit GenoType NTM-DR®
(Hain Lifescience, Alemanha) ou por sequenciagao de
Sanger. O alinhamento das sequéncias foi realizado no
software MEGA versao 11 e no software online MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/]).

Resultados

Caracterizagao da amostragem em analise

Entre 2018 ¢ 2022, 0 LNR-TB recebeu 363 amostras cli-
nicas positivas para espécies pertencentes ao complexo
MAC. Destas, 103 (28%) foram identificadas como M.
avium pelo kit GenoType Mycobacterium CM® (Hain
Lifescience, Alemanha) e correspondem a um total de
86 doentes (37 do sexo feminino, 49 do sexo masculino)
com uma mediana de idades de 63 anos (Tab. 1).

Inicialmente, foram caracterizados 63 isolados, no en-
tanto, no ambito de um projeto mais abrangente do
nosso laboratorio, em que as mesmas amostras esta-
vam a ser sequenciadas por WGS, 21 amostras foram
excluidas do estudo devido a contamina¢des com ou-
tras micobactérias ou a infe¢oes mistas. Assim sendo,
neste estudo analisamos detalhadamente 42 estirpes
identificadas como M. avium, isoladas a partir de amos-
tras biologicas de 42 doentes distintos (23 do sexo fe-
minino, 19 do sexo masculino) com uma mediana de
idades de 61 anos. Os casos de doenga eram predo-
minantemente de doentes residentes na Area Metro-
politana de Lisboa (AML) (22 casos; 52%), seguida
da regiao Norte (11 casos; 26%) e Centro (5 casos;
12%). Os restantes quatro casos distribuiram-se pelo
Alentejo, Algarve e a Regiao Autonoma dos Agores,
sendo que um tem localizagao desconhecida (Tab. 1).


https://achtman-lab.github.io/GrapeTree/MSTree_holder.html
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Tabela 1: Caracterizagao da amostragem por regiao de residéncia, sexo e idade dos doentes

Sexo N.2 casos

Mediana de idade

Média de idade

F 12 65.5+22.45 57.58 +22.45
AML

M 10 57 +14.96 57.20 £ 14.96

F 4 57+£9.52 61,00 £9.52
Norte

M 7 64 +9.66 65.29 £ 9.66

F 4 59+11.24 55+11.24

Centro
M 1 57.25+11.24 Na
F - - -
Alentejo
M 1 83 Na
F 1 63 Na
Algarve

M - - -

F 1 20 Na
RAA

M - - -

F 22 59.5+19.11 56.68 +19.11
Total

M 19 64 +13.67 63.63 +13.67

AML - Arca Metropolitana de Lisboa; RAA - Regiao Autonoma dos Agores; F - sexo feminino; M - sexo masculino ¢ Na - Nao aplicavel

Usando os critérios descritos na seccao de metodos, 11
(26%) dos casos foram classificados como “caso defini-
tivo”, 18 (43%) como “caso possivel” e 13 (31%) como

« . ~ 9
colonizagdo”.
Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os resultados dos testes de suscetibilidade fenotipi-
ca revelaram que 98% (n=39) das estirpes estudadas

% de isolados

sao suscetiveis a claritromicina, enquanto 2% (n=1)
foram classificadas como estirpes com resisténcia in-
termedia (Fig. 1). Relativamente ao linezolide, 25%
(n=10) dos isolados demonstraram suscetibilidade,
35% (n=14) apresentaram um fenotipo intermedio e
40% (n=16) foram considerados resistentes (Fig. 1).
Em relacao a moxifloxacina, 30% (n=12) das estirpes
foram consideradas suscetiveis, 27,5% (n=11) mos-
traram fenotipo intermeédio e 42,5% (n=17) foram

0
ll I I

35% 30%

CLR LNZ MOXI
ES | EmR

Figura 1: Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos 40 isolados de M. avium estudados
CLR - Claritromicina; LNZ - Linezolide; MOXI - Moxifloxacina; S - Suscetivel; I - Intermédio e R - Resistente
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classificadas como resistentes (Fig. 1).

A analise molecular, revelou que 100% das estirpes em
estudo sao wild type para o gene rrl, e por isso presunti-
vamente suscetiveis aos macrolidos. Da mesma forma,
98% serao suscetiveis para os AG (nao houve amplifi-
cagao do gene rrs numa amostra). Curiosamente, qua-
tro estirpes apresentaram uma populagao heterogenea
G1491G/A, mutagao que ainda nao esta descrita em
M. avium como eventual marcador de resisténcia.

Genotipagem por MIRU-VNTR

Usando como threshold a diferenca de um locus entre
estirpes, a tecnica de MIRU-VNTR permitiu a detegao
de dois clusters moleculares, com dois e trés isolados, e
37 singletons (Fig. 2 A). Usando uma diferenca de dois
loci detetaram-se oito clusters moleculares, compostos
por dois a quatro isolados, e 20 singletons (Fig. 2 B).

A) PTNTM_03 B)
f %f)
D ¥
Cldster 1
PTNTM_12
— o
® C L\i>'—’_\’—~’
) O
O
*— /
.ﬂ ter 2
O

Foram identificados 41 perfis MIRU-VNTR dis-
tintos, com apenas duas estirpes apresentando o
mesmo perfil. Através da plataforma online “MAC-
-INMV-SSR  Database”
inra.fr/) foi possivel classificar dois perfis VNTR,
INMV 4- M. avium paratuberculosis (PTNTM_12) e
INMYV 92- M. avium hominissuis. (PTNTM_03).

(http://mac-inmv.tours.

A maioria dos Joci caracterizados foram amplifica-
dos com sucesso, com excecao de dois isolados nos
VNTR 10, 7 e trés isolados no VNTR 32 (Tabela
2). Em termos de diversidade alélica (h), os VNTR
3 ¢ 7 foram os mais homogéneos, com a maioria
dos isolados a apresentar duas unidades repetitivas.
Os restantes Joci demonstraram um forte poder de
discriminatorio (Tab. 2). No global, a metodologia
MIRU-VNTR obteve um indice discriminatorio de
0.9988.

PTNTM_03
0 .
9
Claster 1
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Cluster 3
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Figura 2: Distribuicao geografica dos 42 isolados clinicos de M. avium. MST mostrando as relagdes gencticas entre os isolados, em que todos os perfis

VNTR estdo agrupados considerando a permissao de diferenga de (A) 1 locus e (B) de 2 loci
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Tabela 2: Distribuigao alélica entre os isolados de M. avium determinada por tipagem MIRU-VNTR e calculo do poder discriminatorio para cada um dos loci

Nuamero de isolados com um numero de copias TR especifico

Locus

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 Na* h **

292 16 12 9 2 0 0 O 0 0 0 0 0 0.85
x3 0 10 8 14 3 4 2 1 0 0 0 0 0 0.88
25 1 0 11 20 8 2 0 0 0 0 0 0 0 0.82
47 0 3 5 19 10 2 2 0 1 0 0 0 0 0.85

3 0 27 0 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0.75
10 1 16 1 3 6 1 0 0 0 0 0 2 0.86

7 1 25 8 1 0 0 O 0 0 0 0 2 0.78
32 0 0 0 0 0 2 1 2 19 10 5 0 3 0.85

*Na: Ndo amplificou.
**%h: Distribui¢do al¢lica calculada como descrito anteriormente.

Discussao

A medida que as especies MAC sao reconhecidas
como agentes patogénicos cada vez mais significativos,
aumenta a importancia do estudo da sua diversidade
genctica e dinamica de transmissio em termos de
satde publica. Deste modo, o objetivo deste trabalho
consistiu na caracterizagao da diversidade genética e
do perfil de resisténcia de isolados clinicos de M. avium
circulantes em Portugal entre 2018 ¢ 2022.

Os 42 isolados (41%) caracterizados, correspondem
a doentes distintos, maioria mulheres, com uma me-
diana de idade de 61£16,78 anos, o que esta de acor-
do com estudos anteriores sobre a prevaléncia desta
doenga que afeta principalmente individuos do sexo
feminino com idade superior a 65 anos [40, 41]. Estes
pacientes residem maioritariamente na AML (52%),
Norte (26%) e Centro (12%). Embora estudos ante-
riores tenham demonstrado uma maior prevaléncia de
casos de micobacterioses na regiao AML [41, 42], nao
podemos deixar de referir que a nossa amostra pode
estar enviesada, sobre representando amostras isola-
das de doentes da grande Lisboa, dado ser a regiao
com maior densidade populacional e ser a principal
area que o LNR-TB cobre para diagnostico.

Adicionalmente, a dificuldade na classificacio do caso
e a sua relevancia clinica para o doente tornam as in-
fe¢oes por M. avium um potencial problema de sat-
de publica emergente. Somente uma analise conjunta
dos dados laboratoriais ¢ dos dados clinicos (exames
radiologicos, sintomas, despistes de outras doengas)
vao permitir esclarecer totalmente o caso. Nao sendo
uma doenga de notificagdo clinica obrigatoria e nao

tendo o LNR-TB acesso a dados clinicos da maioria
dos doentes, a classificacao de cada um dos casos ana-
lisados no presente trabalho foi baseada apenas em da-
dos microbiologicos. Desta forma, apenas 26% foram
considerados “casos definitivos”, 43% foram classifica-
dos como “caso possivel” e 31% como “colonizagao”.
Importa, no entanto, realgar que, com acesso a infor-
magao clinica, muito dos casos possiveis e de coloni-

zagao poderiam ser reclassificados como definitivos.

Nos estudos de suscetibilidade fenotipica, a claritro-
micina foi o antibiotico com maior eficacia in vitro,
uma vez que nenhuma estirpe apresentou um fenoti-
po resistente (Fig. 1). Por outro lado, apenas 25% e
27,5% das estirpes foram suscetiveis ao linezolide e
moxifloxacina, respetivamente (Fig. 1). Estes resul-
tados estao de acordo com estudos anteriores [43] e
sao significativos, uma vez que, os macrolidos (clari-
tromicina e azitromicina) sao a classe de antibioticos
mais eficaz no tratamento de micobacterioses por
MAC, em que o regime combinado com outros far-
macos tem o proposito de evitar o desenvolvimento

de resisténcia [44—46].

Os testes genotipicos de suscetibilidade revelaram
concordancia absoluta com os fenotipos em relagao ao
macrolidos. Além disso testou-se mais uma classe de
antibacilares, os aminoglicosideos. As especies MAC,
alem de crescimento lento, sdo bastante exigentes nu-
tricionalmente, o que torna a realizagao de testes fe-
notipicos um desafio. Devido ao tempo de crescimen-
to e periodos de incubagio, os TSA podem demorar
semanas até a emissao final do resultado. Além disso,
a interpretagdo dos resultados ¢ subjetiva e a analise

automatizada ainda ndo esta pronta para uso clinico
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de rotina [47]. Posto isto, o kit GenoType NTM-DR
oferece resultados rapidos e precisos, num curto pe-
riodo de tempo, permitindo guiar a terapéutica ante-
cipadamente. Contudo, a melhor pratica ¢ que estes
resultados sejam acompanhados de testes fenotipicos
de forma a obter um quadro mais completo do com-
portamento destes microrganismos, incluindo a de-
tegao de presenga de mecanismos de resisténcia nao
analisadas nos testes gencticos [48].

Curiosamente, na analise molecular do gene rrs (1685),
quatro estirpes apresentaram uma populagao heteroge-
nea G1491G/A, mutagao que ainda nao esta descrita em
M. avium. Estudos em outros microrganismos descrevem
que alteragoes de base nucleotidica na posigao 1491 do
gene 16S rRNA, altamente conservado, destabiliza a sua
estrutura com possivel consequéncia no fenotipo aos
AG [49]. Ensaios de mutagenese identificaram a muta-
¢ao G1491A como responsavel pela resisténcia a varios
antibioticos desta classe. Inicialmente foi identificada
em mutantes mitocondriais de estirpes de Saccharomyces
cerevisiae [50], Tetrahymena thermophila [51] e de Thermus
thermophilus [52] resistentes a paromomicina. Adicio-
nalmente, em M. segmatis foi associada a uma resistén-
cia baixa & amicacina, canamicina [53] e viomicina [54].
Para esclarecer o efeito desta mutagao em estirpes de .
avium, serdo necessarios ensaios de mutagénese para ava-
liar as diferengas nos fenotipos aos AG sendo que, neste
momento, a sua dete¢ao apenas permite especular sobre

um potencial surgimento de resisténcia.

A metodologia MIRU-VNTR ¢ uma das principais
técnicas de genotipagem de M. avium utilizada em es-
tudos epidemiologicos e de vigilancia de casos [30,
32, 55-57]. Tal como observado em estudos ante-
riores, a genotipagem por MIRU-VNTR permitiu
verificar que existe uma grande diversidade genctica
entre as estirpes (Fig. 2) [55, 56]. Se considerarmos
a permissao de um Jocus de diferenga, agrupamos
as estirpes em dois clusters moleculares, com dois
e trés isolados. Por outro lado, com um treshold de
dois loci as estirpes sao agrupadas/associadas em oito
clusters moleculares, compostos por dois a quatro
isolados. Neste estudo a técnica obteve um indice
discriminatorio de 0.9988, no entanto, ainda que al-
guns clusters sejam formados por estirpes da mesma
regiao geografica, o LNR-TB nao tem acesso a dados
demograficos e clinicos que sustentem os resultados
dos MIRUs. Desta forma, consideramos que neste
estudo, a analise Gnica dos perfis de MIRU-VNTR
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nao ¢ suficiente para permitir estabelecer relagoes
epidemiologicas concretas.

Uma vez mais, e tendo em consideraciao o aumento de
casos de infe¢do e doenga por M. avium, que ainda nao
¢ de notificagao obrigatoria, recomenda-se o fortaleci-
mento dos sistemas de vigilancia promovendo a articu-
lagdo entre o laboratorio e os servigos de satide publica
para que se consigam identificar potenciais nichos infe-
ciosos e, eventualmente, prever o aparecimento de no-
vos casos. Considerando que estes microrganismos sao
oportunistas ¢ amplamente disseminados no ambiente,
aidentificacio laboratorial na auséncia de dados clinicos
do paciente, torna muito dificil diferenciar uma possivel

contaminac¢ao da amostra de uma doenca confirmada.

Ainda que 0 modo de transmissao de infe¢oes humanas
nao esteja totalmente esclarecido, uma vez que as espe-
cies MAC sao ubiquas no meio ambiente, estas estao es-
sencialmente associadas a contaminag¢do ambiental [5].
Assim sendo, sao também fundamentais estudos futuros
que analisem amostras ambientais em areas de maior
prevaléncia da doenga, para, comparando com amostras
clinicas dos doentes, identificar possivel proximidade
genctica ¢ deste modo promover uma eventual des-
contaminagao ou outras intervengdes para a eliminagao

destes microrganismos no ambiente.

Conclusao

Os estudos epidemiologicos desempenham um papel
fundamental na compreensao da distribuigao global das
especies MAC. Contudo, a fiabilidade destes estudos
depende de dados demograficos e clinicos. De forma
a que sejam gerados dados mais precisos sobre valores
de prevaléncia e incidéncia desta doenga ¢ necessario
repensar a obrigatoriedade de notificagao da doenga e
vigilancia laboratorial, bem como promover uma me-
lhor articulacao entre os dados laboratoriais e de satide

pl'lblica.
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