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Impacto das MNT

• Não é uma doença de notificação compulsória;

• Impacto pessoal: doença de difícil tratamento;

• Impacto para  PCT = Tratamento (custo);

• Impacto para os Laboratórios de Referência;
-Aumento de demanda;

-Pesquisa de novos métodos;

-Profissionais capacitados.



Impacto das MNT

Manual de Recomendações para o Controle da tuberculose no Brasil / MS, Secretaria de Vigilância em Saúde, Brasília: Ministério da Saúde, 2018. 



Christopher Vinnard, C. et al. Deaths Related to Nontuberculous Mycobacterial Infections in the United States, 1999–2014. AnnalsATS, 2016.

Epidemiologia MNT
Aumento incidência

Entre 1999 e 2014 - 9.490 mortes nos EUA foi 
atribuído à infecção por MNT;

Coinfecção por HIV - 1.014 mortes por MNT (11%);

Proporção de óbitos - MNT/HIV diminuiu de 33% (1999) para 4% (2014);

Aumento significativo nos óbitos - MNT sem diagnóstico de infecção
por HIV durante este período de tempo (P = 0,004).



Forbes BA et al,. Practice guidelines for clinical microbiology laboratories: mycobacteria. Clin Microbiol Rev, 2018. 31:e00038-17. 
https://doi.org/10.1128/CMR .00038-17.

Critério clínicos e microbiológicos - MNT



Manual de Recomendações para o Controle da tuberculose no Brasil / MS, Secretaria de Vigilância em Saúde, Brasília: Ministério da Saúde, 2018. 

Diferenciação CMTB x MNT

Forbes BA et al, Practice guidelines, Clin Microb Rev, 2018.



Diferenciação CMTB x MNT
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Diferenciação CMTB x MNT



Cultura BAAR +

Análise macroscópica e microscópica da cultura;
niacina; crescimento em meio com PNB.

Colônias acromógenas, rugosas,
formação de corda positiva, PNB
negativa, niacina positiva.

Colônias acromógenas ou pigmentadas, lisas
ou rugosas, formação de corda negativa,
PNB positiva, niacina negativa.

Complexo M. tuberculosis MNT

Diferenciação CMTB x MNT



Identificação Fenotípica das MNT



PCR (comercial e “in house”)

PRA-hsp65

Testes comerciais (Custo, Espécies identificadas)

GenoType® Mycobacterium CM 

Sequenciamento

rpoB
hsp65
16S Rrna
Genoma total

Identificação Molecular
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Identificação Molecular



Amostras
MNT

+ CP H37rv

50µL: 20mM Tris/HCl (pH 8,3); 
1,5mM MgCl2; 0,2mM DNTP; 

25pmol dos primers;
1,5U Taq (InvitrogenTM).

95°C (10’) + 45 ciclos =
94°C (1’), 60°C (1’); 72°C (1’)

+ 1 ciclo 72°C (7’)
modelo Therm 1000

CLIVAGEM:
Produto PCR 18µl

BstEII 10U - 60°C/3h
HaeIII 10U- 37°C/3h

(Promega®)

Géis corados Gel Red
Visualização em luz UV

Fotodocumentação

Gel Agarose 4%
Tampão TEB 0,5X

Eletroforese:
30’  60V

2h 30’ 80V

Gene hsp65 441pb

Identificação Molecular - PRA

PRA = PCR-RESTRICTION ENZYME ANALYSIS



Comparação com os padrões no banco de espécies do PRASITE.

http://app.chuv.ch/prasite/index.html

Identificação Molecular - PRA

http://app.chuv.ch/prasite/index.html


Cepas de micobactérias isoladas em cultura de outros laboratórios enviadas ao 

IPB/LACEN para identificação

CEPAS DE MICOBACTÉRIAS EM CULTURA

Extração DNA de micobactérias

hsp65-PCR – 441pb

PRA (PCR-Restriction Enzyme Analysis)

Seção de 

Micobactérias

Central de 

Biologia 

Molecular

Análise da 

imagem

LAUDO

PRASITE 

(http://app.chuv.ch/prasite)



Identificação Molecular – GenoType®



Amostras
MNT

+ 3 CMTB 

50 µl: 35 µL de PNM, 5 µL de 
tampão de PCR 10x, 1,5 mM 

MgCl2, 1,5 U de Taq DNA.

95°C (15’) + 10 ciclos =
95°C (30’’), 58°C (2’) + 20 ciclos= 

95°C (25’’), 53°C (40’’), 70°C (40’’) + 
1 ciclo 70°C (8’)

modelo Therm 1000

TABELA DE INTERPRETAÇÃO HIBRIDIZAÇÃO

Identificação Molecular – GenoType®



Identificação Molecular – Speed-Oligo®



Identificação Molecular – Speed-Oligo®

Ramis, I.B et al, Evaluation of the Speed-Oligo Mycobacteria assay for the identification of nontuberculous mycobacteria Journal of Medical 
Microbiology (2015).

The Speed-Oligo Mycobacteria assay therefore correctly identified 100% (9/9) of the type strains, 
78.9% (15/19) of the reference strains and 100% (34/34) of the clinical isolates evaluated.
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Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Adicionar 1.0 µl solução matrix

Etapa 1

Etapa 2

Etapa 3 – Secar à temperatua ambiente por 1-2 min.

Etapa 4 

Etapa 5 – Criar espectro

Slide

Bacteria, fungos filamentosos, 

leveduras,

micobacterias

Power Ionising Vacuum NegativePower Ionising Vacuum NegativePower Ionising Vacuum Negative

Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS

Dificuldades:



Dificuldades:

• Não diferencia espécies altamente relacionadas
• M. chimaera/ M. intracellulare;
• M. mucogenicum/ M. phocaicum;
• M. marinum/ M. shotssi;
• M. kansasii/ M. gastri.

• Desafio na ID de subespécies de M. abscessus
• Teng et al. (2013) analisou espectros de M. abscessus vs. M. massiliense;
• Fangous et al. (2014) descriminou 5 picos de 3 subespécies.

Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Limitações

• Protocolo de extração para micobactérias
demorado;

• Precisa de biomassa adequada e
crescimento puro para ID;

• Fraco desempenho com caldo de MGIT
primária;

• Pontuações podem variar dependendo
das condições de crescimento;

• Para melhor identificação, método de
extração deve ser idêntico ao utilizado
para criar biblioteca espectral;

• Investimento alto custo inicial;

• Validação completa necessária.

Vantagens

• Identificação rápida (10’’ para aquisição
do espectro e 15’’ para comparação com
banco de dados);

• Potencial ID subespécies para M.
abscessus;

• Bases de dados e métodos de extração
estão mudando rapidamente e
melhorando.

Identificação Proteômica - MALDI-TOF/MS



Identificação – Principais desafios

• Identificação precoce - adequação tratamento;

• Aprovação pela ANVISA de novos testes;

• Cultura mista;
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