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Mycobacterium spp
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Filo Actinobacteria
Classe Actinobacteria
Orde,rn Act/nomycet.a/es - Taxonomia
Familia Mycobacteriaceae
Género Mycobacterium

R

Bacilos alcool acido resistentes (BAAR)

Aerdbios ou anaerdbios facultativos, ndo moveis,
catalase positivos

Intracelulares facultativos
Nao formadores de esporos — fazem dorméncia
Saprofitos, oportunistas ou patdogenos obrigatorios



Mycobacterium spp

« Pigmentos amarelo-laranjados
» Fotocromogénicos (luz): M. kansasii, M. marinum
» Escotocromogénicos (pp na auséncia de luz): M. scrofulaceum

« Acromogénicos (pouco ou nenhum na auséncia ou presenca de
luz): M. avium, M. tuberculosis, M. abcessus, M. smegmatis.

Mycobacterium marinum n&o exposto a luz vs exposto

Ramakrishnan et al., 1997.



Mycobacterium spp

» Crescimento rapido
< 7 dias
Maioria das ambientais

» Crescimento lento
> 7 dias
Complexo M. tuberculosis (60-90 dias)
M. avium subsp. paratuberculosis (5 meses)

Bacteéria Tempo de
replicacao

E. coli 15-20 minutos
M. tuberculosis 300 minutos



Gram-positive bacteria Gram-negative bacteria Mycobacteria
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Peptidoglycan Peptidoglycan

. Lipigleos complexos
» Acidos micodlicos
* Glicolipideos, ex. LAM

(lipoarabinomanose), PIM
(fosfatidilinositol manose)

» Galactano (polissacarideo de
galactose)

Fonte: CDC/Dr. George Kubica e Lab de Zoonoses, FMVZ, USP



polyacyl trehalose (PAT)

mannosyl phosphomycoketide (MPM)
sulfoglycolipids (SGL)

lphthiocerol dimycocerosate (PDIM)
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Mycobacterium spp.
Parede celular

« Coloracao de Ziehl Neelsen
Franz Ziehl
Friedrich Neelsen
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Fonte: Dr Patricia Murakami et al., UFPR Fonte: CDC/Dr. George Kubica



Ziehl- Neelsen
Meétodo

BAAR

1) Esfregaco fixado
(biosseguranca)

1) Fucsina Fenicada

1) Acool-acido 3%

1) Azul de Metileno




Resisténcla no ambiente

Micobactérias ambientais




Resisténcla no ambiente

Patogenos obrigatorios

Nos animais e humanos

Exemplo: M. bovis sobrevive
na agua por até 400 dias e
fezes por 2-5 meses

Podem também sobreviver no
ambiente e servir como fonte
de infeccao



Resisténcia a métodos fisicos e

uiMmICcOoS
Q
T S ﬁpp Resistente:
Mycolic acids
% % %% % _ Dessecagéo
_ Abinogalacan Extremos de pH
3 ] — Peptidoglycan Diversos desinfetantes (ex. alcool 70%)
Porins

Sensivel:

Pasteurizacao (72°C-75°C por 15-20 segundos)
Hipoclorito e desinfetantes fendlicos



Mycobacterium spp.

* > 060 especies
« Maioria € ambiental (saprofita ou oportunista)
« Patdgenos obrigatodrios, zoonoses potenciais

Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC)
Mycobacterium leprae

Mycobacterium avium subsp avium
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
Mycobacterium ulcerans

Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium marinum



Mycobacterium spp.

* > 060 especies
« Maioria € ambiental (saprofita ou oportunista)
« Patdgenos obrigatodrios, zoonoses potenciais

Complexo Mycobacterium tuberculosis (MTC)
Mycobacterium leprae

Mycobacterium avium subsp avium
Mycobacterium avium subsp paratuberculosis
Mycobacterium ulcerans

Mycobacterium intracellulare

Mycobacterium marinum



Hanseniase

M. leprae
N&o cultivavel

Transmiss&o: contato proximo
prolongado (aerossol?)
Multiplicacéo lenta

Sintomas demoram

Doenca crénica dermatoldgica e
neurolégica: nervos, pele, olhos e
mucosa nasal

Se ndo tratar - paralisia das méos e
pés, absorcao 0ssea de digitos,
cegueira, deformidade facial.




Hanseniase

Total no. of new-cases detected -
. e
- 10099

- 1000-9959

- > 10000

[— Not reported -

200 mil casos/ano

2 milhdes de pessoas com sequelas no mundo
india: 127 mil casos (60% dos casos do mundo)
Brasil: 26 mil casos/ano (13% dos casos do mundo)



Manifestacéo,
progressao, e
prognoéstico
associado com
sistema imune de
cada paciente
(fatores genéticos)

Misch et al., 2010.

Exposure to M. leprae

Natural resistance or
asymptomatic clearance

Tuberculoid pole
Cell-mediated response
Granuloma formation
Few organisms

/ N

Symptomatic
leprosy

BL

LL

IFN-Y, TNF, IL-2, IL-6, IL-12

Lepromatous pole

Humoral response
T2

Foamy macrophages

Many organisms

Reversal

Inflammatory mediators

T-cell mediated cytolysis

reaction Inﬁa_m matory >
< mediators P
IFN-Y,TNF IL-2, | (3w
IL6, IL-12,1L4, | Y7o @ & ;5Y
Infl. y Enhanced IL-5;1L-10 PMN infiltrate
di cell-mediated Ag/Ab complexes
immuni Increased T1 and T2 cytokines
IFN-Y, TN, IL-1B, il " L
IL-2, IL-12
Possibl hanisms of peripheral nerve d — \\
@]}jlschemia
—— /

Apoptosis

Demyelination



Hanseniase

« Tratamento longo (6-12 meses)
« Dapsona, ritampicina, e clofazimina



» Biosseguranca de nivel 3 ¢y UNITED TO END TUBERCULOSIS:

. N . as»’ AN URGENT GLOBAL RESPONSE TO A GLOBAL EPIDEMIC
* Transmissao via aerossol
 EPIs

e 2017 = 9,299 casos de trabalhadores da saude com
TB. China 35% e Brasil 11%.




M. canettii
/—/f : T
M. prototuberculosis L!neage ! g
\ Lineage 2 | p tuberculosis ®
\ Lineage 3 z
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» 11 espécies (ecotipos?) M. africanum
_ . . Lineage 6
+ Alta identidade genbémica
M. mungi
« Sem transferéncia horizontal de genes M. orygis =
S g s M. pinnipedii 2
« Sem grandes recombinagdes : T
9 ¢ M. microti Lineage 8 D
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« Evolucao por mutacées nucleotidicas e M- capie =
delecdes (regions of difference, RDs) M.hdins Q
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Modificado de Broset et al., 2015. mBio, 6(5):e01289-15






Até 50% dos
casos de TB
zoonatica
(causada por M.
bovis e M.
caprae)

9 milhdes de
NOVOS Casos e

2 milhdes de
mortes/ano

DISTRIBUIGAO
GEOGRAFICA

" PRINCIPAIS . 2% dos casos
)E " HOSPEDEIROS )E de TB humana
‘_ > / em paises
3 ﬁ " ESPECIE desenvolvidos

/M. bovis

1/3 dos casos
de TB humana
nessa regiao

Mundial

v da Africa



GLOBAL

TUBERCULOSIS M. tuberculosis em humanos

'\, REPORT

FIG. 3.4
Estimated TB incidence rates, 2017
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M. tuberculosis em humanos

FIG. 3.6

Global trends in the estimated number of incident TB cases and the number of TB deaths (in millions),
2000-2017. Shaded areas represent uncertainty intervals.
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« Emergéncia de MDR (rifampicina e isoniazida) e XDR-TB (+
fluorquinolones, amikacina e/ou capreomicina and kanamycina)



FIG. 3.11

Top causes of death worldwide in 2016.2°
Deaths from TB among HIV-positive people are

shown in grey.

Ischaemic heart
disease

Stroke

Chronic obstructive
pulmonary disease

Lower respiratory
infections

Alzheimer disease
and other dementias

Trachea, bronchus,
lung cancers

Diabetes mellitus
Road injury
Diarrhoeal diseases

Tuberculosis

Millions (2016)



M. tuberculosis em humanos

Brazil

NUMBER (THOUSANDS) RATE (PER 100 000 POPULATION)
Mortality (excludes HIV+TB) 5.1 (4.8-5.3) 2.4(2.3-2.5)
Mortality (HIV+TB only) 1.9 (1.4-2.5) 0.91 (0.67-1.2)
Incidence (includes HIV+TB) 91 (78-105) 44 (37-50)
Incidence (HIV+TB only) 11 (9.3-13) 5.3 (4.5-6.3)

Incidence (MDR/RR-TB)® 2.4(1.8-3.1) 1.2 (0.86-1.5)




M. tuberculosis

* Tuberculose humana
« Pode infectar animais, mas a doenca néo persiste na populacéo

Animals # of cases o
- Elefante asiatico

Elefante asiatico 66
Cées 12 Sindrome do definhamento crénico
Macaca mulatta 10 _ o
Pig-tailed Monkeys 10 Perda} | de peso, mtoleranca ao

_ exercicio, tosse ocasional.
Papagaio 5 Normalmente subclinica até que fica
Elefante africano 4 muito avancado
Bovino 3
Anta 2
Meerkat 1
Callithrix jacchus 1
Agoti 1

Adaptado de Ghodbane e Drancourt, 2013. Tuberculosis, 93:589.



M. bovis

» Tuberculose bovina e bubalina
* Tropismo mais amplo por hospedeiros

BOV'C?'ae , , Roedores
Cervideos e outros artiodactilas L
: agomorfos

Insectivora (moles, voles, hedgehogs) Rinocerontes
Marsupiais Primatas
Mustelidae Pinipedes
(SDa.r;;dae Felidae

uicae Elefantes

Spillover versus Reservatorio




M. bovis

Texugo europeu no Reino Unido

Aerossol, fezes urina

Bufalos - Africa do Sul

Kruger National Park — Veio de bovinos infectados

Cervideos de cauda branca nos EUA
Michigan

Cusu-de-orelhas grandes na Nova Zelandia

Porco selvagem europeu - Peninsula Ibérica




Tuberculose bovina

Doenca de notificacdo obrigatoria (OlE)

Programa Nacional de Erradicacéo da Tuberculose e Brucelose
Bovina e Bubalina = vigilancia ativa
Maior prevaléncia = Africa, Asia e parte das Américas.

Focos podem persistir devido a reservatorios selvagens

Brasil — Ha casos todos 0s anos, prevaléncia considerada baixa
~1.3% do gado testado em 2009.

Rebanhos leiteiros >>>>> corte
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Qutros fatos importantes

Homens: mulheres (2:1)

90% dos casos em adultos (>15 anos)
86% dos casos sao pulmonares

10% dos casos tem HIV

2/3 dos casos em 8 paises: India (27%), China
(9%), Indonésia (8%), Filipinas (6%) e
Paquistdo (5%), Nigéria (4%), Bangladesh (4%)
e Africa do Sul (3%).

23% da populacdo mundial tem TB latente (?)



Patogenia do MTC

« Eliminacé&o varia com a espécie bacteriana e local da infeccéo:

M. bovis

M. tuberculosis

Tuberculose zoondtica (leite € carne)



Patogenia do MTC

» Infeccéo depende da via de exposicao, quantidade de
micro-organismos e status imunolégico do hospedeiro:

Aerossol (baixa dose) Via oral (alta dose)

Bacilos atingem macrofagos alveolares e intersticiais



Patogenia do MTC

» Trés possibilidades

Eliminacéo Laténcia Doenca ativa

5a10% irdo
Laténcia > desenvolver
doenca ativa

Laténcia néo é infeccioso — nao transmissivel




Mecanismos de viruléncla

Macrofago

Particula estranha —— fagocitose —— fusdo com lisossomos
Inibicao da fusdo do lisossomo com fagossomo

Micobactérias impedem fuséo e resistem a ambientes acidos

- 2 ; A
71 =

\_ /

Fagossomos né&o Aqueles que Bactéria pode
acidificam acidificam a bactéria escapar fagossomo
ainda resiste e ficar livre no citosol




Mecanismos de viruléncla

« NAO FORMAM ESPOROS. Entram em dorméncia

« Diminui seu metabolismo
» Para de replicar. Associado a laténcia clinica.

e Gatilhos

« Condicbes desfavoraveis no granuloma
* Limitacdo de nutrientes e
« Baixa tensdo de oxigénio

« Em dorméncia — antibidticos n&do agem = tratamento
prolongado contra TB em humanos.

ZZZ/LW ? /L\

v



Mecanismos de viruléncla

/A\/\/\ ——— Mannan caps

Manno-
glycoproteins

Mycolic acids

‘ Lipomannan
~/— Arabinogalactan

— Peptidoglycan

Resisténcia a estresse oxidativo
Modulacao da morte celular
Etc.

Extrusion from the
phagosome into the

cytoplasm

Ironand Zinc
uptake

@ =
@
o

Immunomodulation

PE_PGRS

PPE



Como o hospedeiro se defende”?

« Granuloma
« Uma fortaleza de células que pode eliminar o patdégeno ou conté-lo

Bloodvessels

Foamy macrophage

Macrophage
Infected macrophage
Bacteria

Necrotictigsue

Fibrous cuff

Epitheliodmacrophage
Lymphocyte

Multinucleated giant cell

Guirado and Schlesinger, 2013. Front Immunol, 4:article 98.



Granulomas em diferentes estagios

Granuloma Sdlido

S A ‘F?QNRY
I3 b0

Paciente
bacilifero

Modificado de Marakalala et al., 2016. Nature Medicine, 22(5):532



Sintomas

Common symptoms of Tuberculosis (TB)

MINISTERIO DA SAUDE Cough lasts more than 3 weeks

Weakness Blood in sputum

MANUAL DE RECOMENDACOES
PARA O CONTROLE DA TUBERCULOSE NO BRASIL

Chest pain

Weight loss

Doencas extra-pulmonares teréo sintomas
associados ao tecido afetado.



HIV (20 x)

Fatores de Risco

Diabetes (2-4x)
Desnutricao (3x)
Alcoolismo (2-5x)
Tabagismo (1.6-2x)

Alcohol
Smoking

Diabetes
HIV

Undernourishment -

Brazil

Incidéncia de TB

Comportamento o
em satde Habitacé&o

——— I I_ __________

| 11

: Tabagismo | 1 | Poluicao
Desnutricdo HIV/AIDS |1 .

I Diabetes i 1| Favelas urbanas

| 11



Testes diagnosticos

e Testes diretos

Coloracao de Ziehl-Neelsen (histopatologia, secrecdes)
|Isolamento

Deteccao molecular (PCR)

* Testes Indiretos
Imunidade celular (Tuberculina)



Testes diretos



Teste do escarro

Escarro coletado e processado em 24hs.

Processamento

Descontaminacéo (2% NaOH)

Liquefacdo do muco e debris organicos (N-
acetil-L-cisteina — NALC + citrato de s6dio)

Neutraliza com PBS apos 15-20 minutos



Teste do escarro

* ApOs processamento:

« Esfregaco e Ziehl Neelsen (baciloscopia direta)
 Cultivo (isolamento bacteriano)

Fonte: CDC/Dr. Georgé Kubica



Baciloscopia direta

Sensibilidade de 60 a 80%.
1.000 a 10.000 CFU/mL é necessario.
Especificidade — ndo diferencia MTC
Fazer coletas seriadas (até 3)
Recomendado para:

e Sintomaticos respiratorios
« Suspeita clinica efou radioldgica

« B extrapulmonar




|lsolamento

1) BACTEC MGIT 960 system (7H9-OADC)
2) Lowestein-Jdensen

A base de ovos, asparagina, amido de batata,
glicerol, com verde de malaquita (inibe
gram +) e polimixina B (inibe gram -)

3) Stonebrink: M. bovis

lgual LJ mas nao tem glicerol. Piruvato de
sodio é adicionado

MGIT = Mycobacterial Growth Indicator Tubes —
indicador fluorescente ligado ao oxigénio —
crescimento consume oxigénio



« Crescimento lento
« Sensibilidade moderada
(50-80%)

* Importante para
determinacao de perfil de
resisténcia, mas pouco util

para diagnaostico rapido




Testes moleculares

1)  Real-time PCR
2)  GeneXpert MTB/RIF




Sputum liquefaction
and inactivation with
2:1 sample reagent

: I Sample Ultrasonic lysis DNA molecules Seminested
i automatically of filter-captured mixed with dry real-time

filtered and organisms to PCR reagents amplification

washed release DNA and detection

in integrated

/ / reaction tube

Transfer of
2 ml material
into test cartridge

Printable
test result

MTB/RIF

E

-

Cartridge inserted into
MTB.RIF test platform
(end of hands-on work)

Time to result, 1 hour 45 minutes



Testes indiretos



Testes Indiretos

B latente

« Para contactantes, pessoas com HIV,
imigrantes, trabalhadores da saude.

1. Teste de Sensibilidade Intradérmica PPD

2. Quantiferon TB Gold (IGRA — interferon
gamma release assay)



Testes Indiretos

 Imunidade celular

» Estimulo com antigenos geram liberacao
de IFN-gamma por linfocitos Thi.

*Na TST — gera inflamacéo
* No IGRA — mede-se IFN-gamma



Stages of a Type IV Hypersensitivity Reaction

24-72 hours

Figure 12-25 Immunobiology, 6/e.(© Garland Science 2005)
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IGRA Test for TB

HealthCheckup.com




Infection eliminated Latent TB Subclinical Active
: I infection TB disease TB disease

I
With innate or With acquired
immune response* immune response

Mycobacterium
tuberculosis

LS

Nature Reviews | Disease Primers



Resisténcila e Tratamento

* Drogas de primeira linha:

Rifampicina (R), Isoniazida (H), Pirazinamida
(Z), Etambutol (E).

* Drogas de segunda linha:

Etionamida, fluorquinolqnas .(Ievoﬂ.oxacina,
moxifloxacina), cicloserina, linezolida,
clofazimina, PAS.

Drogas injetaveis de segunda linha:
aminoglicosideos (amikacina, capreomicina,
kanamicina, estreptomicina)



Resisténcia e Tratamento

Bactericida

RNApo

Mutacdes em rpoB
(subun. beta RNApol)




Resisténcia e Tratamento

_ Bactericida Sintese

i — o
=
IzCH

acidos
micolicos

22 mutacoes descritas.
(InhA, katG)

pnesoe A droga ativada se liga a enoil-

= y Y 3 ACP (proteina carreadora de acil)
oy \ @\( 0 redutase (InhA), bloqueando da
o — ' sintase de acido graxo — sintese

Isonicotihic acyl radical lsomcotmlc ac)ﬂ-NADH de acidos micolicos.




Resisténcila e Tratamento

Pirazinamida Convertido em acido

propidnico pela
pirazinamidase

Bactericida para
bactérias nao

Muta¢des em replicativas
PNCA
(pirazinamidase) Diminui pH

citoplasmatico




Resisténcila e Tratamento

Etambutol Bacteriostatico

Impede a sintese de
arabinogalactano por inibir a
enzima arabinosil-
transferase

Aumenta permeabilidade da

Mutagoes no parede celular

operon embCAB

(arabinosil-
transferases)




Resisténcila e Tratamento

« Rifampicina resistente
 MDR = ritampicina e isoniazida

« XDR-TB = ritampicina e isoniazida + qualquer
uma das fluorquinolonas e pelo menos uma
das drogas injetaveis

Cases Detection 3.5% dos novos casos

600 000 1 53 000 e 18% csllg(s) rl\j::r;;identes

new cases of MDR/RR-TB estimated in  patients with MDR/RR-TB detected and
2016 reported in 2016



Resisténcia no Brasi!

DRUG-RESISTANT TB CARE, 2017

NEW CASES PREVIOUSLY TREATED CASES TOTAL NUMBER®

Estimated MDR/RR-TB cases 2000
among notified pulmonary TB cases (1 600-2 400)
Estimated % of TB cases

with MDR/RR-TB 1.5% (1.1-2) 8% (6-10)

% hotflediasted for 30% 39% 27716
rifampicin resistance

MDR/RR-TB cases tested for resistance to second-line drugs 173
Laboratory-confirmed cases MDR/RR-TB: 1 110, XDR-TB: 16

Patients started on treatment® MDR/RR-TB: 964, XDR-TB: 16




Tratamento

« Bedaquilina (inibe ATPase), Delamanid (inibe a
sintese de acidos micolicos)

) V0

Bgaéquiline: First nem’l
tuberculosis drug in 50 years




Tratamento

Quadro 6 - Esquema basico para o tratamento da TB em adultos e adolescentes

2 RHZE
Fase
Intensiva

4 RH
Fase de
manutencao

RHZE
150/75/400/275
comprimido

em dose fixa
combinada

RH

Comprimido ou
capsula de 300/200
ou de 150/100 ou
comprimidos de

150/75*

20kg a 35kg
36kg a 50kg

> 50kg

20 a 35kg

36kg a 50kg

> 50kg

2 comprimidos

3 comprimidos
4 comprimidos

1 comprimido ou
capsula de 300/200mg
ou 2 comprimidos de

150/75*

1 comprimido ou
capsula de 300/200mg
+ 1 comprimido ou
capsula de 150/100mg
ou 3 comprimidos de

150/75*

2 comprimidos ou
capsulas de 300/200mg
ou 4 comprimidos de

150/75*



Vacina

« BCG (Bacilo de Calmette-Guérin)
« Formas severas da TB em criancas
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