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INTRODUCERE

Afectiunile determinate de micobacterii constituie reale provocari pentru sandtatea
omului si animalelor. Si astazi, in secolul XXI, tuberculoza (TBC) raméne endemica in
majoritatea regiunilor, fiind inclusd 1n randul primelor 10 cauze de deces si fiind prima in
randul celor datorate unui singur agent infectios. Conform raportului Organizatiei Mondiale
a Sanatatii (OMS), numai in 2017, TBC a provocat aproximativ 1,3 milioane de decese in
randul persoanelor non-HIV, la care se pot adauga cele aproximativ 300.000 de decese din
randul pacientilor HIV pozitivi (OMS, 2018). In fiecare an, milioane de persoane se
imbolnavesc de tuberculoza.

Romania prezinta cea mai ridicatd valoarea a incidentei tuberculozei (cazuri noi si
recidive) de la nivelul Uniunii Europene, dar si printre cele mai mari de la nivelul regiunii
europeane a Organizatiei Mondiale a Sanatatii. In 2017, rata mortalitatii cauzate de TBC in
Roménia, estimata la 100.000 de locuitori, a fost de 4,9 - comparativ cu media regiunii
europene, de 3,1 (OMS, 2018).

Tuberculoza bovina si tuberculoza zoonotica (147,000 cazuri noi/2016) sunt incluse
in randul Obiectivelor pentru Dezvoltare Durabila (SDG) 2016-2030 ale Organizatiei
Natiunilor Unite si in programul OMS ,,END TB”, care urmareste oprirea epidemiei globale
de TBC pana in 2030, fiind astfel dezvoltatd o abordare in spiritul conceptului sanatatii
unice - One Health (,,Roadmap for zoonotic tuberculosis”, 2017). Desi majoritatea deceselor
sunt Inregistrate in tarile in curs de dezvoltare, regiunile dezvoltate continua sa se lupte cu
tuberculoza, dar si cu provocdrile date de rezistenta la medicatie (MDR - tulpini multidrog
rezistente si XDR - tulpini cu chimiorezistentd extinsd), de imigratie, pacienti cu
imunosupresie si riscul privind infectiile determinate de micobacteriile nontuberculoase -
MNT (OMS, 2018).

In ciuda faptului ca au fost identificate cu peste un secol in urma, interesul pentru
micobacteriile nontuberculoase implicate in medicina omului poate fi considerat un
fenomen recent, mai evident In ultimii 20 de ani. Sub titulatura de nontuberculoase sunt
incluse bacteriile din genul Mycobacterium, exceptand cele din complexul M. tuberculosis
(CMTB) si M. leprae.

Inradicinarea unei denumiri uniform acceptate pentru un grup atat de variat s-a
realizat in timp, in paralel cu identificarea de noi membri si cu cresterea frecventei
raportdrilor privind infectiile determinate de aceste microorganisme. O serie de denumiri
alternative, precum micobacterii atipice, micobacterii altele decdt cele tuberculoase
(MOTT) sau micobacterii saprofite, de mediu au fost utilizate de-a lungul timpului de catre
cercetdtori. Primele raportari si denumirea de ,,atipice” au survenit din contextul clinic al
diferentierii fata de M. tuberculosis.
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Acest grup cuprinde actualmente peste 160 de specii, izolate dintr-o varietate de
nise din mediu si gazde. Prezinta capacitatea de a supravietui, de a se multiplica si persista
in soluri si ape naturale dar si in sistemele si retelele de alimentare cu apa. Printre cel mai
frecvent izolate specii incluse in acest grup sunt cele din complexul M. avium (CMA), M.
abscessus, M. marinum, M. ulcerans, membrii complexului M. terrae, M. gordonae, M.
xenopi, M. fortuitum sau M. kansasii. Infectiile determinate de MNT determina o gama larga
de manifestari clinice la pacientii umani, cea mai importanta fiind infectia pulmonara.

MNT au numeroase implicatii si in patologia veterinara. Printe cele mai cunoscute
entitati patologice micobacteriene se numara: paratuberculoza rumegatoarelor, o enterita
cronicd granulomatoasa care poate afecta deopotrivd rumegitoarele domestice si salbatice,
determinata de Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis si tuberculoza aviara,
cauzatd de Mycobacterium avium subsp. avium.

Paratuberculoza, cunoscuta si sub denumirea ,,boala lui Johnne”, a fost descrisa
pentru prima datd in 1895 (Johne si Frothingham, 1895) insd a intrat in atentia veterinarilor
inca din prima parte a secolului XIX. La inceputul secolului XX, boala era deja observata
in efectivele de animale din Europa (Olanda, Belgia Norvegia, Franta, Elvetia sau Marea
Britanie) si SUA (Barkema s.a, 2010) iar astazi inregistreaza o distributie globala, avand un
impact negativ considerabil, mai ales asupra sanatatii si productivitatii bovinelor de lapte.

Implicatiile zoonotice ale MNT nu sunt de neglijat, in special pentru persoanele
imunocompromise, in cazul consumului de carne si produse din carne crude sau nepreparate
termic corespunzator sau de lapte nepasteurizat de la animale infectate. De asemenea, a fost
evidentiat potentialul zoonotic al unor specii de MNT precum M. marinum si M. ulcerans,
care pot determina infectii de tip granulomatos la pesti, sau cele incluse complexul M.
avium.

Infectiile cauzate de MNT la oameni nu se raporteaza oficial iar tehnicile de
diagnostic implementate sunt diverse si neuniforme, aceste aspecte influentand calitatea si
comparabilitatea datelor epidemiologice furnizate de literatura de specialitate. In tara
noastrd, datele cu privire la distributia si frecventa speciilor de MNT sunt limitate, atat
pentru oameni cat gi pentru animale sau mediu. Reiese astfel importanta temei alese, intr-
un context general care stimuleaza cercetarea in aceasta directie prin numeroasele raportari
si evaluari realizate.

Prezenta lucrare urmareste evaluarea diversitatii speciilor nontuberculoase izolate
de la animale si de la pacienti umani, cercetirile efectuate dorind sd contribuie la
actualizarea si completarea datelor epidemiologice dar si etiologice ale infectiilor cu MNT
si evidentierea potentialului zoonotic. Identificarea principalelor specii de micobacterii
nontuberculoase cu implicatii patologice in medicina veterinard si umana si caracterizarea
acestora contribuie la un mai bun control epidemiologic in zona studiatd. Utilizarea
diverselor metode de diagnostic, atat clasice, bacteriologice cét si moderne, moleculare a
facilitat obtinerea unor rezultate relevante si de real interes pentru tema propusa.
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INTRODUCTION

Mycobacterial diseases pose real challenges to human and animal health. In the 21st
century, tuberculosis (TB) still remains endemic in most regions, being included among the
top 10 death causes, and first among the causes due to a single infectious agent. According
to the World Health Organization (WHO) report, in 2017 alone, TB caused approximately
1.3 million deaths among non-HIV people, to which approximately 300,000 deaths of HIV-
positive patients could be added (WHO, 2018 ). Every year, millions of people get
tuberculosis.

Romania presents the highest value for global incidence of tuberculosis (new and
recurrent cases) among the European Union countries and the European Region of the
World Health Organization (WHO). In 2017, in our country, the TB mortality rate estimated
for 100,000 inhabitants was 4,9, compared to the European average of 3,1.

Bovine tuberculosis and zoonotic tuberculosis (147,000 new cases / 2016) are
included in the United Nations' Sustainable Development Goals (SDG) 2016-2030 and in
the WHO END TB program to stop the global TB epidemic by 2030, thus developing an
approach in the spirit of the single health concept - One Health (,,Roadmap for zoonotic
tuberculosis”, 2017).

Although most deaths are signaled in developing countries, the developed regions
continue to struggle with the disease, but also with other related challenges, such as: drug
resistance (MDR — multidrug resistant strains and XDR - extensively drug resistant),
patients with immunosuppression, immigration or nontuberculous mycobacteria — NTM
infections risk (WHO, 2018).

Despite the fact that NTM were identified more than a century ago, the interest in
them, in human medicine field, can be considered a recent phenomenon, more obvious in
the last 20 years. NTM group comprises all the members of the genus Mycobacterium,
except M. tuberculosis complex (CMTB) and M. leprae.

The rooting of an uniformly accepted name for such a diverse group occurred over
time, in parallel with the identification of new members and the increasing frequency of
reports of infections caused by these microorganisms. A number of alternative names, such
as atypical mycobacteria, mycobacteria other than tuberculous (MOTT) or environmental,
saprophytic mycobacteria have been used over the years by researchers. The first reports
and the name "atypical" occurred from the clinical context of differentiation from M.
tuberculosis.

This group currently comprises over 160 species, isolated from a variety of
environmental niches and hosts. NTM present the ability to survive, multiply and persist in
soils and natural waters, but also in water supply systems and networks. Among the most
frequently isolated species included in this group are M. avium complex members (MAC),
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M. abscessus, M. ulcerans, M. marinum, M. terrae complex species, M. gordonae, M.

xenopi, M. fortuitum or M. kansasii. NTM infections have a wide range of clinical
manifestations in human patients, most notably pulmonary infection.

NTM have many implications in veterinary pathology. The most well known
mycobacterial diseases include: ruminants paratuberculosis, a chronic granulomatous
enteritis which can affect both domestic and wild ruminants, caused by Mycobacterium
avium subsp. paratuberculosis and avian tuberculosis, caused by Mycobacterium avium
subsp. avium.

Paratuberculosis, also known as "Johnne's disease", was first described in 1895
(John and Frothingham, 1895), but came to the attention of veterinarians in the early part of
the 19th century. At the beginning of the 20th century, the disease was already observed in
livestock in Europe (the Netherlands, Belgium, Norway, France, Switzerland or Great
Britain) and the USA (Barkema et al., 2010) and today has a global distribution with
considerable negative impact, especially on the health and productivity of dairy cattle.

Zoonotic implications of NTM species are of particular interest especially for
immunocompromised persons, in case of consumption of undercooked or raw meat or
unpasteurized milk from infected animals. The zoonotic potential of some NTM species
such as M. marinum, M. ulcerans, that may cause granulomatous infections in fish, or M.
avium, in birds, should not be neglected.

Human infections caused by NTM are not reported and the implemented diagnostic
techniques are diverse and non-uniform, these aspects influencing the quality and
comparability of the epidemiological data provided by the literature. In our country, data on
the distribution and frequency of NTM species isolated from human patients, animals or
environment are limited. Thus, the importance of the chosen topic is reflected, in a general
context that stimulates research in this direction through the numerous reports and
assessments.

The present thesis seeks to evaluate the diversity of nontuberculous isolates from
animals and human patients, the research being aimed at improving the epidemiological and
etiological data on NTM infections and highlighting any zoonotic potential. The
identification of the main species of NTM with pathological implications in veterinary and
human medicine and their characterization contribute to obtaining a first epidemiological
framework in the studied area. The use of various diagnostic methods, both classical,
bacteriological and modern, molecular has facilitated the achievement of relevant results
for the proposed theme.
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REZUMAT

Cuvinte cheie: micobacterii nontuberculoase, MNT, complexul M. avium,
genotipare MIRU-VNTR, spoligotipare.

Prezenta teza de doctorat, intitulatad ,,/dentificarea, caracterizarea si incadrarea
taxonomica a tulpinilor de micobacterii nontuberculoase izolate de la om si animale”, este
structuratd in doud parti principale: Partea I - ,Stadiul actual al cunoasterii”, care
cumuleazd un numar de 36 pagini si cuprinde o sistematizare a informatiilor extrase din
literatura de specialitate privind tema de studiu si Partea a II-a - ,,Contributii personale”,
care cuprinde un total de 103 pagini, in care sunt prezentate rezultatele cercetarilor
intreprinse in perioada studiilor doctorale.

Prima parte, ,Stadiul actual al cunoasterii’, cuprinde o sistematizare a
principalelor aspecte de actualitate identificate in literatura medicala de specialitate privind
micobacteriile nontuberculoase, caracterizarea si implicatiile patologice ale acestora,
aspecte epidemiologice si ecologice si metodele de diagnostic. Aceasta parte este structurata
in douad capitole: Capitolul 1 - ,Aspecte bibliografice privind micobacteriile
nontuberculoase” si Capitolul 2 - ,,Principalele specii de micobacterii nontuberculoase cu
implicatii in patologia veterinara si umana’.

Partea a Il-a, ,,Contributii personale” este structurata in sapte capitole (III — IX),
in fiecare dintre acestea fiind descrise studiile efectuate privind tema de cercetare propusa,
material, metoda si rezultatele obtinute, iar in ultimul capitol sunt sistematizate concluziile
generale desprinse in urma analizei de ansamblu.

Capitolul 3, ,.Scopul cercetarilor, obiectivele propuse si cadrul organizatoric”
aflat In deschiderea partii a doua a tezei, cuprinde, conform uzantelor, descrierea succinta a
scopului si a obiectivelor urmarite cat si cadrul organizatoric in care au fost efectuate
cercetarile.

Avand n vedere importanta acordatd micobacteriilor nontuberculoase in ultimele
doud decenii de cétre veterinari si medici umani, numarul redus de cercetari efectuate in
tara noastrd pe acest subiect, capacitatea patogend oportunistd, numarul mare de gazde si
frecventa izoldrii acestor specii din diverse nise de mediu naturale sau artificiale, scopul
primordial al prezentei teze a fost evaluarea diversitatii MNT identificate la animale si
oameni, contribuind astfel la o mai buna intelegere a aspectelor de ordin epidemiologic
referitoare la principalele specii din acest grup, in regiunea nord-estica a Romaniei.

O serie de obiective si activitdti au fost urmadrite si implementate pentru atingerea
scopului propus: estimarea seroprevalentei CMA prin testarea unui esantion de probe
recoltate de la mistreti si vulpi, izolarea si identificarea MNT cu implicatii in patologia
infectioasa veterinard, evaluarea diversitatii MNT izolate de la pacienti umani,
caracterizarea si analiza filogenetica a speciilor identificate si compararea cu datele
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furnizate de literatura de specialitate si cu cele inregistrate in bazele de date de profil, Mac
INMV.

Capitolul 4, denumit ,,/nvestigatii seroepidemiologice privind infectia cu M. avium
la mistreti §i vulpi”, a urmarit realizarea unei investigatii epidemiologice privind prevalenta
anticorpilor anti-MAC in probe de ser de la mistreti (n=275) din 4 judete din zona de est a
tarii noastre: lasi (n=209), Botosani (n=11), Bacau (n=17) si Galati (n=27) si un judet din
zona central-esticd, Covasna (n=11), recoltate in perioada sezoanelor de vanatoare 2017-
2018. Alaturi de acestea au mai fost incluse in studiu si 92 de probe de lichide toracice de
la vulpi, provenind din cinci judete din aceeasi regiune de studiu: Iasi (n=30), Suceava
(n=20), Neamt (n=19), Vaslui (n=11) si Galati (n=12), testate anterior in scopul verificarii
eficacitatii vaccindrii antirabice cu momeli vaccinale, in sezonul 2015.

Distributia si datele de identificare a probelor de mistreti (fondul de vanatoare, sexul
si varsta animalelor) au fost cunoscute si sistematizate doar pentru probele din judetul Iasi.

Testarea probelor s-a realizat cu ajutorul kitului comercial ID Screen®
Mycobacterium avium Indirect Multi-species (ID.vet, Innovate Diagnostics, Franta),
conform protocolului specificat de producator. O singurd proba din esantionul testat de la
vulpi, provenind din judetul Galati, a fost pozitivd (1,08%). Lipsa expunerii la
micobacteriile nontuberculoase CMA constituie, cel mai probabil, explicatia rezultatelor
negative obtinute si s-ar putea datora unei distributii reduse a acestora in mediu cét si unui
numar redus de animale sdlbatice cu infectii determinate de acesti agenti bacterieni. Absenta
seroconversiei la mistreti si vulpi demonstreaza un rol limitat pe care aceste animale 1l au
in mentinerea si diseminarea speciilor CMA 1n zona de Est a tarii.

Ratele de seroprevalentd identificate in populatiile de animale salbatice din alte tari
europene sugereaza necesitatea completdrii acestui studiu preliminar, prin marirea
numarului de probe testate de la aceeasi specie cat si prin diversificarea speciilor de animale
evaluate.

Capitolul 5, ,./zolarea, identificarea si caracterizarea tulpinilor de micobacterii
nontuberculoase de la animale” cuprinde rezultatele obtinute In urma aplicarii metodelor
de diagnostic bacteriologic, histopatologic si molecular pe diverse probe de tesuturi si
materiale patologice recoltate de la animale suspecte de infectie cu micobacterii, respectiv
opt gdini, cinci bovine, doua ovine, un cerb si doi céini. Pentru cultivare, au fost utilizate
medii de culturd (Lowenstein-Jensen cu si fara micobactina cat si Middlebrook 7H9) si
tehnici de decontaminare conforme cu cele descrise in Manualul de teste de diagnostic si
vaccinuri pentru animale terestre al Organizatiei Mondiale pentru Sanatatea Animalelor
(WHO-OIE). Identificarea moleculara s-a realizat prin TagMan PCR in timp real, utilizdnd
ca tinte o serie de elemente de insertie pentru identificarea si diferentierea membrilor CMA,
conform protocolului de lucru utilizat in cadrul Laboratorului pentru Sanédtatea animalelor,
Unitatea Zoonoze Bacteriene, ANSES, Maisons Alfort, Franta.

Leziunile granulomatoase specifice tuberculozei aviare au putut fi observate pentru
toate pasarile luate in studiu, nodulii tuberculosi fiind variabil diseminati la nivelul ficatului,
splinei, intestinelor si ovarelor, cu dimensiuni de la cativa mm la peste un centimetru si
aspect gri-galbui. Examenul histopatologic, utilizand coloratia Ziehl-Neelsen modificata, a
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facilitat evidentierea prezentei bacililor acido-alcoolo-rezistenti (BAAR) cét si a leziunilor
de tip granulomatos in diverse stadii evolutive. Pe mediul solid s-a putut observa aspectul
coloniilor, acestea fiind netede, fine, miliare, initial nepigmentate si devenind alb-galbui
odatd cu imbatranirea. In urma testirii moleculare a extractelor din culturi si a celor din
tesuturi s-a putut identifica cu certitudine specia M. avium subsp. avium, pe baza raspunsului
la tintele specifice [S71245 si [S901.

Leziuni histopatologice specifice infectiilor micobacteriene au put fi evidentiate n
probe recoltate de la o ovind si o bovina. Prezenta granuloamelor tuberculoase a fost
evidentiata in sectiunile din pulmon (la o bovina), caracterizarea ulterioard a micobacteriei
identificate fiind inclusa 1n Capitolului VIII. Concludent a fost si examenul histopatologic
efectuat pe probele de la o ovind, fiind evidentiatd prezenta BAAR si a granuloamelor
mature si in formare la nivelul limfonodurilor mezenterice, precum si infiltrat inflamator in
sectiunile din regiunea ileonului. Coroborarea rezultatelor obtinute in urma testarilor
efectuate a condus la identificarea speciei M. avium subsp. paratuberculosis pentru doua
dintre rumegatoarele domestice testate (oaie 1: CT IS900 = 27,38, vaca 5: CT IS900 =
27,21). Investigatiile realizate in cazul celor doi cdini de vandtoare suspecti au putut pune
in evidenta implicarea micobacteriilor in infectiile cutanate nodulare, fard a stabili
diagnosticul de granulom leproid canin.

In cadrul capitolului 6, ,Jzolarea si identificarea tulpinilor de micobacterii
nontuberculoase de la oameni” sunt prezentate rezultatele studiilor efectuate privind
diversitatea MNT izolate in probe respiratorii umane, in cadrul Laboratorului de
bacteriologie BK al Spitalului Clinic de Pneumoftiziologie lasi, in perioada mai 2015-
martie 2017. Astfel, izolarea primarda a urmarit protocolul de lucru utilizat in cadrul
institutiel mai sus mentionate, produsele patologice fiind decontaminate cu hidroxid de
sodiu 4% iar cultivarea fiind realizatd pe mediul solid Lowenstein-Jensen si in sistemul
automat din dotare BACTEC™ MGIT 960™ (Becton, Dickinson & Company).
Diferentierea fatd de membrii complexului M. tuberculosis s-a realizat in baza caracterelor
fenotipice exprimate si in baza raspunsului la testul rapid, imunocromatografic de detectie
a antigenului MPT64. Pentru identificarea speciilor izolate s-a recurs la testarea moleculara
cu ajutorul tehnicii TagMan PCR 1in timp real, secventierea regiunilor care codeaza
elementele Hsp65, rpoB si 16S ARNr si analiza filogenetica (server BLAST NCBI,
Seaview, Mega7) a secventelor obtinute.

Rata globala de izolare identificata este de aproximativ 0,25 %, cu variatii ale ratelor
lunare de la 0 la 1,33%. Majoritatea MNT au fost izolate din probe de sputd (70%).
Frecventa izolarii a fost mai ridicata in randul pacientilor cu varsta de peste 60 de ani, 30%
in intervalul 60 - 70 ani iar 57% din izolate au provenit de la pacienti de sex masculin.
Caracterele fenotipice observate au fost variate: colonii netede si rugoase, pigmentate géalbui
sau galben-portocaliu.

Analiza moleculara si bioinformatica a condus la identificarea la nivel de specie si
subspecie a 82% din izolate, 10% fiind identificate doar la nivel de complex CMA iar 8%
nu au putut fi identificate mai in amanunt, fiind Incadrate in categoria Mycobacterium spp.
Micobacteriile din CMA si complexul M. fortuitum au fost cel mai cel mai frecvent
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identificate (29% si 32%). in cadrul CMA, M. avium subsp. hominissuis a fost specia
preponderent izolatd (13%), aceasta fiind un important agent patogen oportunist pentru
oameni si suine. Aldturi de acestea, in randul speciilor cu crestere lentd au mai fost
identificate M. lentiflavum (7%), M. gordonae (5%) si M. terrae (2%).

Dintre speciile cu crestere rapida, in studiul nostru au fost identificate: M.
peregrinum (15%), M. chelonae (13%), M. fortuitum (7%) si intr-un procent mai scazut
M.septicum/M. porcinum, M. setense, M. insubricum, M. peregrinum/M. porcinum, M.
mucogenicum s$i M. mageritense.

Constatarile desprinse din acest studiu sunt in concordantd cu datele furnizate de
studii colaborative extinse la nivel mondial dar si de raportérile ce vizeaza teritorii mai
restranse. Astfel, la nivel european, cele mai frecvent izolate specii sunt M. avium, M.
gordonae, M. xenopi, M. intracellulare $1 M. fortuitum (van der Werf's.a., 2014), cu variatii
teritoriale, aceste rezultate fiind reflectate si in prezentul studiu. Astfel, cercetarile efectuate
aduc contributii importante, completand tabloul epidemiologic al MNT.

Prezenta MNT in diverse nise de mediu, in sistemele de distributie ale apei face ca
izolarea din specimene nesterile s se poatd datora contaminarii sau colonizarii. Relevanta
clinicd a unui izolat micobacterian nontuberculos variaza in functie de origine, context clinic
si capacitatea patogena. Infectiile cu MNT nu sunt notificate in mod sistematic, facand astfel
neclard situatia epidemiologicd la nivel mondial. De asemena, interpretarea unui izolat
MNT in cazul pacientilor umani se face intr-un context amplu de factori, cel mai adesea in
baza criteriilor stabilite de Societatea Americand Toracica (Griffith s.a., 2007).

In cadrul capitolului 7, ,,Investigatii privind diversitatea moleculard a tulpinilor de
micobacterii incadrate in complexul Mycobacterium avium” sunt prezentate rezultatele
obtinute in urma investigatiilor privind diversitatea moleculara a tulpinilor de MNT
identificate la animale si oameni si incluse in complexul M. avium. Tehnica de tipizare
moleculard utilizatd a fost MIRU-VNTR, urmand protocolul de lucru si panelul de opt loci
de repetitii in tandem MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32, conform metodei
descrise de Thibault si colaboratorii (Thibault s.a., 2007).

Au fost selectate pentru aceast studiu 20 de izolate de la oameni si 6 probe de la
animale, 1n baza raspunsului puternic (valoare CT<30) la tinta Asp65 obtinut la TagMan
PCR in timp real. Prin analiza ampliconilor obtinuti in urma amplificarii fiecarui locus
urmarit au fost obtinute profiluri numerice, care au fost ulterior comparate cu datele din
platforma on-line “Mac INMV database” - http://mac-inmv.tours.inra.fr (INMV = INRA
Nouzilly MIRU-VNTR).

Analiza diversitatii genetice a izolatelor umane a condus la identificarea a trei
profile complete: 03331158 (16 izolate), 02331128 (un izolat) si 24131127 (doua izolate)
si, pentru un singur izolat, a unui profil partial 033311-8, in lipsa amplificarii specifice
pentru locusul VNTR10. A fost obtinut un profil majoritar (80% din izolate)-INMV 209-
03331158, corespunzator lui M. avium subsp. hominissuis. Profilul 02331128 corespunde
INMV 165 (M. avium subsp. hominissuis) iar 24131127- INMV 100 (M. avium subsp.
avium). Profilul partial obtinut este identic Tn numarul de repetitii prezente cu cel majoritar.
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Capacitatea de discriminare a metodei, in contextul probelor provenite de la oameni, fiind
caracterizata de un indice DI = 0.3632 (4 profile).

Pentru probele de la animale incluse in studiu, au fost identificate cinci profile
diferite: 23131127 (INMV 67, o proba), 24131127 (INMV 100, doua probe), 24131117
(INMV 99, o probd) pentru M. avium subsp. avium si 32332228 (INMV 2, o proba),
5834111(5,8) pentru M. avium subsp. paratuberculosis. Puterea de discriminare in cadrul
acestor probe se caracterizeaza printr-un indice DI ridicat, de 0,933, capacitatea
discriminatorie a metodei fiind concentrata pe trei markeri variabili: X3, 292 si 32, locusul
X3 (DI = 0,8) prezentand o variabilitate mai mare comparativ cu analiza probelor de la
oameni.

In Romania, tehnica MIRU-VNTR a fost utilizatia de Macovei 1., in 2014, in scopul
caracterizarii diversitatii genetice a izolatelor M. avium de origine animala, fiind identificate
profilele INMV 100, INMV 99 si INM V1. Profilul INMV 100, identificat in studiul prezent
in doud din probele de giina dar si in doua izolate clinice umane, a fost descris in literatura
pentru suse izolate de la diverse specii: suine, bovine, caprine, pasari sdlbatice sau
domestice (Radomski N., 2007). Profilul majoritar identificat in izolatele umane, INMV
209, a fost descris de catre Scherrer si colaboratorii intr-un studiu efectuat in Elvetia pentru
o tulpind de M. avium subsp. hominissuis izolata din limfonoduri fara modificari patologice
de la o bovina sanatoasa (Schrerrer s.a., 2018).

in ansamblu, metoda a exprimat un ID = 0,612, puterea cea mai ridicatd de
discriminare fiind exprimata de locii VNTR 10, MIRU X3 si MIRU 292.

Din datele disponibile si consultate de catre noi pana in prezent, rezulta ca utilizarea
tehnicii MIRU-VNTR pentru caracterizarea izolatelor MNT de la oameni a fost realizata
pentru prima data in tara noastra, conferind un caracter inovativ prezentei lucrari.

In capitolul 8, ,,/dentificarea si caracterizarea tulpinilor de micobacterii din CMTB
identificate la animale” cuprinde rezultatele obtinute in urma identificarii si caracterizarii
micobacteriilor incluse in complexul M. tuberculosis (CMTB), in probe provenite de la
douad nurci si o bovina. Tot 1n acest studiu sunt incluse si datele obtinute pentru doud izolate
de M. tuberculosis de origine umana. Identificarea si incadrarea in CMTB s-a realizat prin
TagMan PCR in timp real, utilizand ca tinte secventele de insertie IS6710, [S1081, 1S1561
dar si RD4 si LepA. Caracterizarea micobacteriilor tuberculoase a fost realizata utilizand
spoligotiparea cu microbile magnetice in faza lichida (tehnologia Luminex).

Cercetarile efectuate au evidentiat prezenta speciei M. caprae in probele de origine
animali cercetate (nurci si bovina). In urma consultarii literaturii de specialitate, apreciem
ca aceasta este prima identificare a M. caprae la nurci. Raspunsul particular observat pentru
tinta RD4 (RD4 negativ) sugereaza prezenta unei deletii in cadrul genomului micobacteriei.

In urma spoligotiparii, a fost obtinut un profil comun pentru M. caprae identificat
in probele de origine animala, 200003777377600 (BOV_4-CAPRAE, SIT shared-type
number 467), caracterizat de absenta spacerilor (distantierelor) 39-43 in comparatie cu
profilele obtinute din probele umane testate. Caracteristica speciei M. caprae este si absenta
primului spacer cat si a celor de la 3 la 16. Pentru cele doua izolate M. tuberculosis au fost
obtinute doua profile diferite, cel corespunzator probei I 17-034 - 737777777760771 (T1,
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SIT 205) fiind caracterizat de absenta spacerilor 4, 33-36 iar celui corespunzitor probei I
17-064 - 777777764020771 (H1, SIT 45) 1i lipsesc spacerii 24, 26-31si 33-36.

Ultimul capitol, 9, intitulat ,,Concluzii finale” sumeazad pricipalele concluzii
desprinse in urma analizei de ansamblu a rezultatelor obtinute. Prezenta tezd de doctorat
aduce o contributie importantd in ceea ce priveste studiul diversitatii si implicatiilor
patologice ale MNT, atat la animale cat si la oameni si constituie o treaptd de pornire pentru
cercetari ulterioare, subliniind importanta determinarii incidentei micobacteriozelor la nivel
national si a riscului zoonotic al acestora.
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SUMMARY

Key words: non-tuberculous mycobacteria, MNT, M. avium complex, MIRU-VNTR
genotyping, spolygotyping.

The present PhD thesis entitled "Identification, characterization and taxonomic
classification of nontuberculous mycobacterial strains isolated from human and animals"
is structured into two main parts: Part I - "Current state of knowledge", which accumulates
a number of 36 pages and includes a systematization of the information extracted from the
specialized literature on the topic of study and Part II - "Personal contributions",
comprising a total of 103 pages, in which the results of the researches undertaken during
the doctoral studies are presented.

The first part, "Current state of knowledge", includes a systematization of the
topical issues identified in the specialized medical literature on non-tuberculous
mycobacteria, their characterization and pathological implications, epidemiological and
ecological aspects and diagnostic methods. This part is structured in two chapters: Chapter
1 - "Bibliographic aspects of nontuberculous mycobacteria" and Chapter 2 - "Main species
of nontuberculous mycobacteria with implications in veterinary and human pathology".

Part I, "Personal Contributions", is structured in 7 chapters (III - IX), each of them
describing the studies carried out on the proposed research theme, the material, the method
and the results obtained, and in the last chapter are summarized the general conclusions
following analysis.

Chapter 3, "Research goal, objectives and the organizational framework" in the
opening of the second part of the thesis, includes a brief description of the purpose and
objectives pursued and the organizational framework in which the researches were carried
out.

Considering the importance given to nontuberculous mycobacteria in the last two
decades by veterinarians and human physicians, the scarce research conducted in our
country on this subject, the opportunistic pathogenic capacity, the large number of hosts and
the isolation frequency of these species from various natural and man-made environmental
niches, the primary purpose of this thesis was to assess the diversity of the NTM identified
in animals and humans, thus contributing to a better understanding of the epidemiological
aspects of the main species in this group, in the northeastern region of Romania.

A number of objectives and activities have been pursued and implemented to
achieve the proposed goal: estimation of MAC seroprevalence by testing samples collected
from wild boars and foxes, isolation and identification of NTM with implications in
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veterinary infectious pathology, assessment of NTM diversity from human patients,
phylogenetic characterization and analysis of the identified

species and comparison with the data provided by the medical literature and those recorded
in the Mac INMV database.

Chapter 4, called "Seroepidemiological investigation regarding M. avium infection
in wild boars and wild foxes", aimed at an epidemiological investigation regarding the
prevalence of anti-MAC antibodies in wild boar serum samples (n = 275) from 4 counties
in the eastern area of our country: lasi (n = 209), Botosani (n = 11), Bacdu (n = 17) and
Galati (n = 27), collected during the 2017-2018 hunting seasons. A total of 92 samples of
fox thoracic fluids were also tested, collected from five counties in the same study region:
lasi (n = 30), Suceava (n = 20), Neamt (n = 19) , Vaslui (n = 11) and Galati (n = 12),
previously tested for the purpose of checking the efficacy of rabies vaccines, in the 2015
season.

The distribution and identification data of the wild boar samples (hunting fund, sex
and age of animals) were known and systematized only for the samples from Iasi County.

Sample testing was performed using the ID Screen® Mycobacterium avium Indirect
Multi-species (ID.vet, Innovate Diagnostics, France) kit, according to the protocol specified
by the manufacturer. A single sample from foxes, from Galati County, was positive
(1.08%). Lack of exposure to MAC mycobacteria is most likely the explanation for the
negative results obtained and could be due to their reduced distribution in the environment
as well as to a reduced number of wild animals with infections caused by these bacterial
agents. The absence of seroconversion in boars and foxes demonstrates the limited role that
these animals have in maintaining and spreading CMA species in the eastern region of the
country.

The seroprevalence rates identified in wild animal populations, in other European
countries, suggest the need to complete this preliminary study by increasing the number of
tested samples from the same species and through diversification of the animal species
evaluated.

Chapter 5, "Isolation, identification and characterization of nontuberculous
mycobacterial strains from animals" includes the results obtained by applying
bacteriological, histopathological and molecular diagnostic methods on various samples of
tissues and pathological materials collected from animals suspected of mycobacterial
infection, respectively eight hens, five cows, two sheep, one deer and two dogs. The culture
media (Lowenstein-Jensen with and without mycobactin and Middlebrook 7H9) and
decontamination techniques used are compliant with the guidelines described by the World
Organization for Animal Health (WOAH OIE) - Manual of Diagnostic Tests and Vaccines
for Terrestrial Animals. Molecular identification was performed by real-time PCR using a
series of insertion elements to identify and differentiate MAC members, according to the
working protocol used in the ANSES's Animal Health Laboratory, Bacterial Zoonoses Unit,
Maisons-Alfort, France.

Avian tuberculosis specific granulomatous lesions could be observed for all birds
in the study, disseminated in the liver, spleen, intestines and ovaries, with with sizes ranging
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from a few millimeters to more than one centimeter and a yellowish-gray appearance. The
histopathological examination, using modified Ziehl-Neelsen staining, facilitated the
observation of Acid-Fast Bacilli (AFB) and granulomatous lesions in various evolutionary
stages. On solid media, the appearance of the colonies was noticeable: smooth, small,
initially non-pigmented and white-yellowish on ageing. After molecular testing of extracts
from cultures and tissues, M. avium subsp. avium was identified, based on the response to
the IS7245 and IS901 targets.

Histopathological lesions specific to mycobacterial infections were highlighted in
tissue samples collected from a sheep and a cow. The presence of granulomas was observed
in the pulmonary sections (in a bovine), the subsequent characterization of the identified
mycobacteria being included in Chapter VIII. The histopathological examination performed
on the ovine samples was also conclusive, with the presence of BAAR, granulomas (mature
- type I and in the early steps of formation) in mesenteric lymph nodes, as well as
inflammatory infiltration in the sections of the ileum. The corroboration of the results
obtained in the conducted diagnostic procedures led to the identification of M. avium subsp.
paratuberculosis for two of the tested animals (sheep 1: CT IS900 =27.38, cow 5: CT IS900
= 27.21). The investigations carried out on two hunting dogs were able to highlight the
involvement of mycobacteria in cutaneous nodular infections without establishing the
diagnosis of canine leproid granuloma.

Chapter 6, "Isolation and identification of nontuberculous mycobacteria from
human samples", presents the results of the studies conducted on the diversity of NTM
isolated from human respiratory samples in the Bacteriology Laboratory of the Clinical
Hospital of Pneumology, lasi, between May 2015 and March 2017. The primary isolation
followed the protocol used in the above-mentioned institution, the samples being
decontaminated with 4% sodium hydroxide and the culture carried out on Lowenstein-
Jensen solid medium and in the BACTEC™ MGIT960™ automated system (Becton,
Dickinson & amp; Company). The differentiation from M. tuberculosis complex members
was based on the phenotypic characteristics and on the response to the rapid
immunocromatographic MPT64 antigen detection assay. For species identification,
molecular testing was performed using real time PCR and sequencing targeting Hsp65, rpoB
and 16S rRNA genes and phylogenetic analysis (BLAST NCBI, Seaview, Mega7) of the
obtained sequences.

The overall isolation rate identified is 0.25%, with variations in monthly rates from
0 to 1.33%. Most NTMs were isolated from sputum samples (70%). The isolation frequency
was higher among patients over 60 years, 30% between 60-70 years, and 57% of isolates
were from male patients. The phenotypic characters observed were varied: smooth and
rough colonies, non-pigmented or with yellow or yellow-orange pigment.

Molecular and bioinformatic analysis led to the identification of species and
subspecies of 82% of isolates, 10% were identified only at CMA complex level and 8%
could not be further identified, being classified as Mycobacterium spp. MAC and M.
fortuitum complex members were most commonly identified (29% and 32%). Within the
complex, M. avium subsp. hominissuis was the predominantly isolated species (13%), a
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major opportunistic pathogen for humans and swine. Additionally, from the slow growing
group M. lentiflavum (7%), M. gordonae (5%) and M. terrae (2%) were isolated.

Among the rapid growers, the following species were identified: M. peregrinum
(15%), M. chelonae (13%), M. fortuitum (7%) and less frequent M.septicum/M. porcinum,
M. setense, M. insubricum, M. peregrinum/M. porcinum, M. mucogenicum and M.
mageritense.

These findings are in line with the data provided by collaborative global studies,
but also with reports targeting narrower territories. Thus, in Europe, the most frequently
isolated species are M. avium, M. gordonae, M. xenopi, M. intracellulare and M. fortuitum
(van der Werf et al., 2014), with territorial variations, these results being reflected by the
present study. Thus, the results obtained in this chapter make important contributions,
completing the NTM epidemiological information.

Due to the presence of NTM in various environmental niches, in water distribution
systems, isolation from non-sterile specimens may be due to contamination or colonization.
The clinical relevance of a nontuberculous mycobacterial isolate varies according to origin,
clinical context and pathogenicity. MNT infections are not systematically notified, thus
making the epidemiological situation in the world unclear. Furthermore, interpretation of
an isolated NTM from human respiratory sample is made considering a wide range of
factors, most often based on criteria established by the American Thoracic Society (Griffith
et al., 2007).

Chapter 7, "Investigations on the molecular diversity of Mycobacterium avium
mycobacteria strains", presents the results of the investigations on the molecular diversity
of NTM strains identified in animal and human samples and included in the M. avium
complex. The molecular typing technique used was MIRU-VNTR following the working
protocol and panel of eight tandem repeats loci, MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25, 47,3, 7,
10 and 32, described by Thibault et al. (Thibault et al., 2007).

Twenty human isolates and 6 samples from animals were selected for this study,
based on the strong response (CT < 30) to the hsp65 target obtained at real time PCR. By
analyzing the obtained amplicons for each locus, numerical profiles were obtained, which
were then compared with data from the on-line "Mac INMV database" - http://mac-
inmv.tours.inra.fr INMV = INRA Nouzilly MIRU-VNTR).

Analysis of the genetic diversity of human isolates led to the identification of three
complete profiles: 03331158 (16 isolates), 02331128 (one isolate) and 24131127 (two
isolates) and, for a single isolate, a partial profile 033311-8, without amplification specific
for the VNTRI10 locus. A major profile (80% of isolates) was obtained - INMV 209-
03331158, corresponding to M. avium subsp. hominissuis. Profile 02331128 corresponds to
INMV 165 (M. avium subsp. hominissuis) and 24131127 to INMV 100 (M. avium subsp.
avium). The partially obtained profile is identical in the present number of repeats with the
major profile. The discriminatory power of the method, in the context of human samples, is
characterized by a DI = 0.3632 (4 profiles).

For the animals samples, five different profiles were identified: 23131127 (INMV
67, one sample), 24131127 (INMV 100, two samples), 24131117 (INMV 99, one sample)
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for M. avium subsp. avium and 32332228 (INMV 2, one sample), 5834111 (5.8) for M.
avium subsp. paratuberculosis. The discriminatory power within these samples is
characterized by a high DI of 0.933, the discriminating ability of the method being
concentrated on three loci: X3, 292 and 32. The X3 locus (DI = 0.8) exhibited the greatest
variability, compared with the analysis of human samples.

In Romania, the MIRU-VNTR technique was used by Macovei 1. in 2014 to
characterize the genetic diversity of M. avium isolates of animal origin, and INMV 100,
INMV 99 and INMV1 profiles were identified. The INMV 100 profile, identified in the
present study in two of the chicken samples but also in two human isolates, has been
described in the literature for strains isolated from various species: swine, bovine, goats,
wild or domestic birds (Radomski, 2007). The major profile identified in human isolates,
INMV 209, has been described by Scherrer et al., in a study conducted in Switzerland, for
a strain of M. avium subsp. hominissuis isolated from lymph nodes without pathological
changes from a healthy bovine (Schrerrer et al., 2018).

Overall, the method expressed an DI of 0.612, the highest discriminatory power
being expressed by the VNTR 10, MIRU X3 and MIRU 292 loci.

From the available data consulted by us to date, it appears that the use of the MIRU-
VNTR technique for the characterization of NTM isolates with human origin has been
carried out for the first time in our country, conferring an innovative character to the present
thesis.

In Chapter 8, "Identification and characterization of the CMTB mycobacteria from
animal samples" comprises the results obtained in the identification and characterization of
mycobacteria included in the M. tuberculosis complex (CMTB) in samples from two minks
and a cow. Also included in this study are the data obtained for two isolates of M.
tuberculosis of human origin. Identification was performed by real time PCR, using the
insertion sequences IS6/10, ISI1081, 1S1561 as well as RD4 and LepA as targets.
Characterization of tuberculous mycobacteria was performed using microbead-based
spoligotyping (Luminex technology).

The research has revealed the presence of M. caprae in the investigated animal
samples (mink and bovine). After consulting the literature, we appreciate that this is the first
identification of M. caprae in minks. The particular response observed for the RD4 target
(RD4 negative) suggests the presence of a deletion in the mycobacterium genome, further
studies are to be performed in order to characterize the extent of the deletion.

The same M. caprae profile was obtained, 200003777377600 (BOV_4-CAPRAE,
SIT shared-type number 467), characterized by the absence of the 39-43 spacers compared
to the profiles obtained from the human samples tested. Characteristic of the M. caprae is
also the absence of the first spacer and the ones from 3 to 16. For the two isolates of M.
tuberculosis, two different profiles were obtained, the one corresponding to the sample I
17-034 - 737777777760771 (T1, SIT 205) characterized by the absence of spacers 4 and 33
to 36, and the one corresponding to sample [ 17-064 - 777777764020771 (H1, SIT 45) lacks
spacers 24, 26-31 and 33-36.
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The final chapter, entitled "Final Conclusions", encompasses the main conclusions
drawn from the overall analysis of the obtained results. This doctoral thesis makes an
important contribution to the study of the diversity and pathological implications of NTM
in both animal and human pathology and is a starting point for further research, emphasizing
the importance of determining the incidence of mycobacteriosis at a national leve land their
potential zoonotic implications.
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PARTEA 1
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

PART I
CURRENT STATE OF KNOWLEDGE
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CAPITOLUL 1.
ASPECTE BIBLIOGRAFICE PRIVIND MICOBACTERIILE
NONTUBERCULOASE

CHAPTER 1.
GENERAL ASPECTS REGARDING NONTUBERCULOUS
MYCOBACTERIA

Familia Mycobacteriaceae cuprinde un singur gen, Mycobacterium (Lehman si
Neumann, 1896). Initial, In acest gen au fost incadrati doar bacilii tuberculozei si leprei,
ulterior fiind incluse numeroase alte specii micobacteriene. Conform nomenclaturii actuale,
genul cuprinde peste 190 de specii (http://www.bacterio.net/mycobacterium.html accesat la
20 Decembrie 2018, Euzeby, 1997). Denumirea genului provine din grecescul mukés = fung
si latinescul bacterium (Magee si Ward, 2012).

Descoperirea lui Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis) de catre Robert
Koch, in 1882, poate fi considerata temelia microbiologiei micobacteriilor. Prin cercetarile
sale, Koch a reusit sa demonstreze postulatul lui Henle (1840), care a descris
microorganismele ca agenti responsabili pentru provocarea bolilor, actualmente fiind
recunoscut drept "postulatul Iui Koch". Prima micobacterie cunoscutda de cercetatori nu a
fost M. tuberculosis ci un bacil descris inca din 1873 de Armauer Hansen, ulterior denumit
Mycobacterium leprae (M. leprae), izolat dintr-un nodul cutanat de la un pacient cu lepra
din Bergen, Norvegia. In lipsa unor metode adecvate de colorare, Hansen a demonstrat
prezenta bacteriei intr-un frotiu nativ, eliberand bacilii din celule cu ajutorul unei solutii
hipotonice. Imposibilitatea cultivarii pe medii artificiale a lui M. leprae a constituit un
impediment important pana la multiplicarea cu succes pe animale de laborator (Magee si
Ward, 2012).

1.1. Genul Mycobacterium: Taxonomie, caracteristici generale ale
micobacteriilor, clasificare

1.1.1. incadrare taxonomici

Din punct de vedere filogenetic, micobacteriile fac parte din increngétura
Actinobacteria, clasa Actinomycetes, ordinul Corynebacteriales, familia Mycobacteriaceae
(Chester, 1897), genul Mycobacterium (Lehman si Neumann, 1896). Alaturi de
micobacterii, din ordinul Corynebacteriales mai fac parte si familiile Corynebacteriaceae,
Dietziaceae, Nocardiaceae, Segniliparaceae si Tsukamurellaceae. Analiza filogenetica a
secventei genei 16S ARNr arata cd actinomicetele care contin acid micolic formeaza un
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grup bine definit in ordinului Corynebacteriales (anterior subordinul Corynebacterineae),
in cadrul caruia micobacteriile se disting. Acizii micolici non-micobacterieni variazd in
lungimea (22-74 atomi de carbon) si in numarul de legéturi duble (0-5).

Familiile anterior mentionate circumscriu unui model caracteristic al nucleotidelor
in pozitii definite, conform clasificarii propuse de Stackebrandt s.a. in 1997, ce au la baza
modelul nucleotidic al genei 16S ARNr (Stackebrandt s.a., 1997; Zhi s.a., 2009). in acest
sens, familia Mycobacteriaceae se caracterizeaza printr-un profil ce constd in localizarea
nucleotidelor in urmatoarele pozitii: 128:233 (G—C), 250 (U), 316:337 (C-G), 418:425 (C-
G), 586:755 (U-G), 599:639 (U-G), 662:743 (C-G), 987:1218 (G—C), 1000:1040 (A-U) si
1026:1035 (U-G).

In studiile recente efectuate de Radhey S. Gupta, Brian Lo si Jeen Son (Gupta s.a.,
2018), in baza analizei genomice a 150 de specii micobacteriene, s-a sugerat divizarea
genului Mycobacterium intr-un gen Mycobacterium, care include toti agentii patogeni
majori umani (“Tuberculosis-Simiae™) si alte patru genuri noi: Mycolicibacterium gen. nov.
("Fortuitum-Vaccae"), Mycolicibacter gen. nov. ("Terrae"), Mycolicibacillus gen. nov.
("Triviale") si Mycobacteroides gen. nov. ("Abscessus-Chelonae"), fiind identificate
caractere sinapomorfice pentru fiecare noud grupare (caractere derivate din cele ancestrale,
care au evoluat in cadrul unui grup taxonomic si sunt comune mai multor specii). Aceasta
clasificare s-a realizat in baza indelillor (insertii si deletii) si proteinelor conservate
caracteristice fiecarui nou grup si prin analiza arborilor filogenetici complecsi.

1.1.2. Caracteristici morfo-structurale generale ale micobacteriilor

Aceasta familie monogenica este caracterizata de bogatia in lipide, prezenta acizilor
micolici cu numar mare de atomi de carbon, acidoo-alcoolo rezistenta si procentul ridicat
de G+C (guanind citozind) din ADN-ul micobacterian, 57—73 mol% (Magee si Ward, 2012)
cu exceptia lui M. leprae (55 mol%). Specia tip a genului este M. tuberculosis.

Micobacteriile sunt bacili aerobi, unii microaerofili, usor curbati sau drepti, cu
dimensiuni aproximative de 0,2-0,6 x 1,0-10 um (3-5 um), care prezintd acido-alcoolo
rezistenta. Cele mai multe specii sunt greu de colorat prin metoda Gram dar sunt de obicei
considerate Gram-pozitive. Celulele sunt imobile si nesporulate, necapsulate si fard hife
aeriene. Coloniile pot fi colorate in nuante ce variaza de la alb la crem iar unele tulpini
produc colonii pigmentate, datoritd prezentei pigmentilor carotenoizi, galbene sau
portocalii, cu (fotochromogene) sau fara (scotochromogene) stimulare luminoasa (Magee si
Ward, 2012).

In functie de conditiile de crestere si varsta culturii, micobacteriile pot varia in
marime si forma, de la coccobacilli pani la tije lungi. In conditii nefavorabile: limitare de
nutrienti, hipoxie, temperatura, pH sau salinitate inadecvate, isi pot modifica aspectul. Acest
aspect, observat initial in frotiuri si adesea contestat, a fost elucidat odata cu utilizarea unor
tehnici moderne de vizualizare, precum microscopia electronica de transmisie (abreviata
TEM) si de baleiaj (SEM) sau cea de fortd atomica (AFM), 1n particular pentru M.
tuberculosis, care 1si reduce lungimea in culturile vechi, devine filamentos in macrofage si
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ovoid in cazul privarii de nutrienti (Velayati si Farnia, 2012). Variatiile morfologice ale lui
M. tuberculosis se pot observa fie in faza exponentiald de crestere: bacil, forma V, Y,
ramificatd sau muguri, fie in conditii de stres, cAnd pot aparea forme rotunjite, ovale (Fig.
1), pseudo-spor sau forme L, cu deficit de perete celular (Velayati si Farnia, 2011).

Un rol important in mentinerea formei bacilare il au cele doua zone reactionale
biochimice implicate in sinteza peptidoglicanilor, unul fiind responsabil de alungirea
peretelui lateral iar celilalt de formarea septului (Velayati si Farnia, 2012).

Figura 1.1 Variabilitatea morfologica a lui M. tuberculosis: A—forma Y (TEM), B—f orma rotunda, C — forma
de bastonas (fazd exponentialda, AFM), D — forma de bacil (TEM), (sursd: Velayati si Farnia, 2016)
Figure 1.1 The morphological variability of M. tuberculosis: A=Y shape (TEM), B-round shape, C—
rod shape (exponential phase, AFM), D - rod shape (TEM), (source: Velayati and Farnia, 2016)

Diversitatea morfologica a fost observatd si pentru alte specii de micobacterii.
Astfel, M. avium subsp. paratuberculosis prezinta forma cocobacilara, cu dimensiuni de 1-
2um, in comparatie cu alte subspecii ale lui M. avium care apar sub forma de bacili (Magee
si Ward, 2012). Aspectul diferit din frotiuri (coloratia Kinyoun) al micobacteriilor cultivate
pe mediu lichid MGIT (mycobacterial growth indicator tubes) a fost analizat de Tu s.a.,
(2003), fiind observata atat gruparea caracteristica in ,,corzi” cat si alte tipuri: puncte, scari,
bile, ace.

La inceputul secolului XX au fost descrise mai multe forme fenotipice ale lui M.
tuberculosis, unele fiind ne-acidorezistente (Seiler g.a., 2003). Formele CWD au fost
descrise pentru prima data in 1883, de cétre Malassez si Vignal, pentru M. tuberculosis, ca
forme cocoide, delimitate de o materie viscoasa si cu structurd deficitara a peretelui. In
general, formele CWD/formele L sunt protoplasti (pierdere totala a peretelui celular) si
sferoplasti (pierdere partiald), capabili de crestere si propagare in medii cu caractere
osmotice apropiate (Beran s.a, 2006). Formele L se caracterizeaza printr-o pierdere
completa sau partiald a unor componente din peretele celular, in conformitate cu denumirea
de forme CWD, termen utilizat actualmente in literatura.

Este cunoscut faptul cd tratamentul combinat cu glicina/lizozim este capabil sa
induca in vitro conversia micobacteriilor de la formele bacilare la cele CWD. Aparitia lor
se realizeaza si in mod natural, in vivo, ca raspuns la diferiti factori antimicrobieni, cum ar
fi lizozimul eliberat de celulele fagocitare (Rosu s.a., 2013).

Interesul medical crescut pentru aceste forme bacteriene este dat de rolul significant
al acestora In patogeneza unor afectiuni cronice atit la om cét si la animale (forme
bacteriene in stare latentd). Much descrie, inca de la inceputul secolului XX (1907), forme
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virulente rotunde ale lui M. fuberculosis dar care nu se coloreaza Ziehl-Neelsen (nu prezinta
acido-rezistentd). Michailova s.a., in 2005, observa forme CWD ale lui M. tuberculosis
rezistente la izoniazida si streptomicina (Beran s.a., 2006).

Forme CWD ale M. avium subsp. paratuberculosis au fost izolate de la pacienti
umani cu sarcoidozd si boala Crohn, in ciuda faptului ca aceastd micobacterie este
consideratd patogena pentru animale. In acest context, s-a suspectat faptul ca formele cu
deficit la nivelul peretelui celular joaca un rol in patogeneza acestor boli, prin persistenta in
tesuturile afectate si declansand un raspuns imunitar localizat (Hulten s.a., 2000).

O reala provocare este realizarea distinctiei intre membrii complexului M.
tuberculosis (CMT) si micobacteriile nontuberculoase (MNT), o distinctie taxonomic
imprecisa dar importanta din punct de vedere clinic. Utilizarea mediilor de cultura lichide
si a sistemelor automate cat si progresele din sfera diagnosticului molecular face insa ca
identificarea bazata pe caracterele morfologice sd treaca pe plan secund, fiind mai putin
relevantd. Cu toate acestea, diagnosticul bacteriologic al MNT se bazeaza pe izolarea
acestor microorganisme din probe biologice, folosind tehnicile standard.

Morfologia coloniilor micobacteriilor nontuberculoase variaza foarte mult (Fig.
1.2). M. abscessus poate prezenta atét colonii netede cat si rugoase, acestea din urma fiind
asociate cu boli invazive si fiind mai greu de cultivat si adesea rezistente la antibiotice (van
Ingen s.a., 2017). M. avium subsp. avium produce colonii cu aspect neted, in aproximativ
2-4 saptamani de incubare. Uneori, pot fi observate si variante rugoase (Terrestrial Manual
- A).

La izolarea primard, pe mediul HEYM (Herrold Egg Yolk and mycobactine)
coloniile de M. avium subsp. paratuberculosis, tipul bovin, sunt foarte mici, convexe, moi,
ne-mucoide si initial incolore, translucide. Dimensiunea coloniei (0,25-1 mm) poate sa
raména redusa in cazul in care coloniile sunt numeroase pe panta mediului. Pe masura ce
incubarea continud, coloniile devin mai mari, atingdnd dimensiuni de 2mm, mai opace si isi
modifica culoarea, spre bej, putand deveni rugoase si mamilate (Terrestrial Manual - B).
Pe un mediu solid, cu adaos de piruvat, coloniile de M. bovis sunt netede si de culoare alba.
Microorganismul creste lent, la 37°C iar in subculturi coloniile pot prezenta aspect rugos
(Terrestrial Manual - C).

Unele colonii, cum ar fi cele ale M. fortuitum si M. xenopi pot prezenta aspect
miceliar in stadiile initiale de crestere iar coloniile mai vechi prezintd extensii filamentoase
ramificate, atit pe suprafata cat si in grosimea mediului.

Pe medii lichide, cresterea micobacteriilor porneste de la capéatul tubului, urcand
treptat spre suprafatd, unde se pot observa pelicule proeminente.

Majoritatea micobacteriilor sunt obligatoriu aerobe dar existd si specii care
tolereaza concentratii reduse de oxigen. Dioxidul de carbon, preluat fie din atmosfera sau
din suplimente, este de asemenea necesar pentru crestere. Micobacteriile prezintad variatii
considerabile in substraturile utilizate ca surse de carbon si azot, variatii ce pot constitui
caractere de diferentiere a speciilor. Suplimentarea cu saruri de fier, magneziu, potasiu,
sodiu si sulf poate fi necesara (Magee si Ward, 2012).
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Figura 1.2 Diversitatea morfologica a coloniilor de micobacterii: A-M. avium, colonii bej-opace si translucide,
mici (Middlebrook 7H10), B-M. fortuitum, colonii nepigmentate, netede (Middlebrook 7H10), C-M. kansasii,
colonii fotocromogene (Middlebrook 7H10, dupa expunerea la lumina), D-M. scrofulaceum, colonii
scotocromogene (Middlebrook 7H10), E - M. bovis (Léwenstein Jensen), F - M. caprae (Coletsos) (Sursa: A-
D: van Ingen, 2017, E, F: https://www.visavet.es/bovinontuberculosis/bt-images-database.php)

Figure 1.2 Morphological diversity of mycobacterial colonies: A - M. avium, beige opaque and small,
translucent colonies, (Middlebrook 7H10); B - M. fortuitum, unpigmented, smooth colonies (Middlebrook
7H10); C - M. kansasii, photochromogenic after exposure to light (Middlebrook 7H10); D-M. scrofulaceum,
scotochromogenic (Middlebrook 7H10); E-M. bovis (Léwenstein Jensen), F-M. caprae (Coletsos) (Source: A-
D: van Ingen, 2017, E, F: https://www.visavet.es/bovinontuberculosis/bt-images-database.php)

Multiplicarea micobacteriilor este un proces lent sau foarte lent, cu timpi de
generatie de la 2 ore la mai mult de 20 de ore. Pe medii solide, la temperaturi optime,
perioada necesara aparitiei unor colonii vizibile variaza de la cateva zile pana la peste 8
saptamani. Temperaturile optime variazd foarte mult In functie de specie, de la 22°C(M.
kansasii, M. terrae) pana la 45°C (M. xenopi, M. phlei). Trei specii importante din punct de
vedere clinic au temperaturi de crestere optime mai mici (30°C): M. ulcerans, M. marinum
si M. Haemophilum (van Ingen, 2017).
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Cele mai multe specii se adapteaza rapid cresterii pe substraturi foarte simple,
folosind aminoacizi sau amoniac ca surse de azot si glicerol ca sursa de carbon, in prezenta
sarurilor minerale. Genul cuprinde si organisme fastidioase, care necesitd suplimentarea
mediilor de culturd cu hemin (M. haemophilum), micobactind (M. avium subsp.
paratuberculosis) sau alti compusi cu rol in transportul fierului. M. leprae nu a putut fi
cultivat pe medii de cultura sintetice (Magee si Ward, 2012).

Identificarea biochimica conventionald este un procedeu lent, laborios si inexact
datorita puterii discriminatorii si a reproductibilitatii limitate si de aceea utilizarea sa este
mult redusa in laboratoarele clinice. Céateva precizari privind caracteristicile de diferentiere
pentru unii membrii din grupul MNT sunt redate in Anexa 1.

Structura peretelui celular
Complexitatea moleculara a peretelui celular micobacterian constituie un caracter
distinctiv al genului Mycobacterium fata de alte procariote. Desi sunt incadrate in grupul

organismelor gram-pozitive, micobacteriile prezinta similitudini la nivelul peretelui celular
cu bacteriile gram-negative, precum bariera impermeabild externd. Minnikin propune, in
1982, modelul structural acceptat pentru arhitectura peretelui celular, un aranjament
multistratificat al invelisului celular micobacterian, favorizdnd analogia cu membrana
bistratificatd a bacteriilor gram-negative(Minnikin 1982; Alderwick s.a., 2015).

Peretele celular micobacterian este bogat in acid micolic si alte lipide complexe,
ceea ce 1i confera impermeabilitate la solutiile colorante apoase. Unitatea structurala de baza
a peretelui micobacterian este complexul mycolil-arabinogalactan-peptidoglican (mAGP)
(Alderwick s.a., 2015).

Rezistenta la decolorare cu solutii acide este o caracteristicd a micobacteriilor dar
si a altor actinomicete relationate. Aceasta proprietate este corelatd cu prezenta barierei
lipidice, ce Tmpiedicd penetrarea agentului de decolorare. Variatiile continutului lipidic
conduc la aparitia unor diferente intre speciile micobacteriene in ce priveste gradul de
rezistentd la decolorare (Magee si Ward, 2012).

Stratul granular, aflat intre peptidoglicani si membrana plasmatica, de care este
legat, este compus din proteine care pot lega penicilina, lipoproteinele si acizii lipoteichoici
(Fig. 1.3). Acest strat a putut fi vizualizat prin intermediul CEMOVIS (cryo-electron
microscopy of vitreous sections), insa structura precisa si functia acestuia nu sunt pe deplin
cunoscute (Zuber s.a., 2008; Zuber s.a.,2006). Un spatiu periplasmic desparte peretele
celular de membrana plasmatica bistratificata conventionala.

»Miezul” peretelui celular este alcatuit din peptidoglicani (PG), atasati covalent de
arabinogalactani (AG) si acizi micolici, ulterior formand complexul mycolyl -
arabinogalactan - peptidoglican (mAGP), esential pentru mentinerea unei structuri robuste
si pentru sustinerea urmatorilor componenti. Stratul superior cuprinde lipide libere legate
de acizi grasi. Aceasta parte cuprinde diferite proteine de perete celular, lipomanani (LM),
lipoarabinomanani (LAM) si fosfatidilinozitol - manozide (PIM) (Fig. 1.3).
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Figura. 1.3 Reprezentare schematica a peretelui celular micobacterian
(dupa Zuber s.a., 2008 si Vincent s.a., 2018)
Figure 1.3 A schematic representation proposed for the mycobacterial cell wall
(after Zuber et al., 2008; Vincent et al., 2018)

Peptidoglicanii (PG) sunt compusi din resturi de N-acetilglucozamina (GlcNAc) si
reziduuri de acid muramic modificat (Mur), legate intr-o configuratie § (1-4). Au roluri
esentiale in mentinerea rigiditatii si stabilitatii osmotice optime, contribuind astfel la
pastrarea integritatii si formei celulare (Alderwick s.a., 2015).

Arabinogalactanii (AG) sunt heteropolizaharide compuse din galactoza si arabinoza
sub forma furanoida (Vincent s.a., 2018), reprezentand aproximativ 35% din masa totala a
invelisului celular. Se estimeaza ca aproximativ 10% - 12% din reziduurile de acid muramic
ale PG sunt legate covalent la AG. Impreuni, PG si AG formeazi un macro-polimer,
pozitionat intre membrana citoplasmatica si stratul de acizi micolici (Alderwick s.a., 2015).

Alaturi de AG si PG, in structura peretelui intrd si micomembrana. Stratul interior
al acesteia cuprinde acizi micolici (AM). Acestia prezintd variatii structurale, de la
amestecuri relativ simple de componente saturate si nesaturate (la corynebacterii), la
amestecurile foarte complexe, caracteristice micobacteriilor. Acizii micolici micobacterieni
sunt acizii grasi cu catend lungé, au intre 60 si 90 de atomi de carbon, cu pana la 4 legaturi
duble (Magee si Ward, 2012, Marrakchi s.a., 2014). Exista fie liberi, nelegati, putand fi
extrasi cu solventi organici, fie esterificand unitatile terminale pentaarabinofuranozil ale
arabinogalactanilor (Marrakchi s.a., 2014). Acestia constituie o bariera in calea moleculelor
hidrofilice, fiind incluse in aceastd categorie multe antibiotice, si totodata reprezinta tinta
unor substante antituberculoase de linia I si a Il-a, inclusiv Izoniazida, unul dintre
principalele efectele importante ale acestui medicament fiind inhibarea sintezei AM
(Marrakchi s.a., 2014).
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Stratul exterior al micomembranei este eterogen, in componenta sa intrand
fosfolipide, factorul cord, lipoglicani, lipopeptidolipide iar la periferia sa (stratul cel mai
exterior) se gasesc proteine si cantitdti reduse de carbohidrati si lipide (Chiaradia s.a., 2017).
Complexitatea si specificitatea acestei structuri au dus la ingreunarea caracterizarii sale,
exceptie facand M. tuberculosis si alte micobacterii cu crestere lentd. Aceastd membrana
exterioard contine porine cu rol in absorbtia moleculelor hidrofile mici, caracterizate doar
pentru M. smegmatis (Stahl s.a., 2001) si este totodata implicatd in secretia factorilor de
virulentd, precum ESAT-6 si Cfp10 (Chiaradia s.a., 2017).

Micozidele sunt responsabile pentru controlul permeabilitatii celulare (rezistenta la
enzime solubile in apa, antibiotice si dezinfectanti). Ele sunt asociate cu factorul cord si
ceara D (D wax), o micozida care sporeste raspunsul imun si care, alaturi de diferite
proteine, induce hipersensibilitatea de tip intarziat. Glicolipidele sunt toxice, contribuie la
un raspuns granulomatos si sporesc supravietuirea micobacteriilor fagocitate (Carter si
Wise, 2004).

Factor cord (6,6'-dimicolat de trehalozd) este cel mai abundent glicolipid din
peretele celular micobacterian, este toxic pentru celulele mamiferelor si intervine in
raspunsul imun al gazdei, inhiband migrarea neutrofilelor polimorfonucleare. In mediu apos
factorul cord formeaza micele, iar pe suprafete hidrofobe se structureaza sub forma de
monostrat. Aceste conformatii conferd proprietiti biologice diferite. Astfel, in forma
micelard, acest compus este netoxic, dar In monostrat devine foarte toxic (Rajni s.a., 2011).
In componenta sa intra lipide cu catena lunga, moleculele fiind constituite din trehaloza (a-
D-glucopyranosyl-(1-1)-o-D-glucopyranoside) esterificatd la doud reziduuri de acid
micolic. Factorul de cord este responsabil pentru morfologia microscopica specifica -
dispunerea in corzi sau serpentine (Goyal s.a., 2011).

Prin structura sa (trehalozd atasatd la componente hidrofobe), factorul cord
actioneazd ca o barierd in calea fuziunii moleculelor fosfolipidice, precum cea dintre
fagozom si lizozom, crescand astfel forta de hidratare si generand un obstacol steric (Rajni
s.a., 2011).

Lipoarabinomananul (LAM) este un factor de virulenta asociat lui M. tuberculosis.
Este o componenta principala a peretelui celular si permite micobacteriei sa supravietuiasca
in celula gazda, prin afectarea rezistentei si a raspunsului imun. LAM suprima proliferarea
celulelor T prin blocarea transcriptiei acelor gene activate de y-interferon in macrofage,
interferand cu activarea macrofagelor suplimentare, elimina radicalii citotoxici liberi de
oxigen produsi de macrofage si inhiba activitatea proteinkinazei C (Goyal s.a., 2011). A
fost demonstrat faptul ca acest compus determina eliberarea factorului de necroza tumorala
FNT in vitro, In monocite din sange uman si in vivo, la soareci, aspect ce poate fi corelat cu
pierderea in greutate, febra si necroza mediatd de citokine din tuberculoza (Goyal s.a.,
2011). Localizarea LAM este inca dezbatuta, unele studii evidentiind prezenta acestui
compus la nivelul membranei plasmatice (Chiaradia s.a., 2017).
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Genomul micobacterian

Genomul micobacteriilor prezinta o structura cromozomiala bacteriana tipica, adica
o singura molecula de ADN circulara mare, cu un continut ridicat de G+C, de 60-70% mol
(cu exceptia M. leprae; <57%). M. tuberculosis a fost printre primele specii bacteriene al
carei genom a fost complet secventiat - 4,41 Mb (Cole s.a., 1998; Brodin s.a., 2005). Multe
specii MNT contin plasmide, a caror marime si numaér sunt variabile, fiind specifice speciei,
fara dovezi de transfer. Cele mai multe prezinta gene implicate in rezistenta la factorii de
mediu, precum metalele grele. M. tuberculosis nu contine plasmide (van Ingen, 2017).

Analiza genomului complet a evidentiat diferente in cadrul complexului M.
tuberculosis. Astfel, prin compararea M. tuberculosis H37Rv (izolat uman virulent pentru
soareci) cu Bacilul Calmette-Guérin (BCG)-Pasteur, a fost descoperitd regiunea de
diferentiere 1 (RD1), care codeaza doi factori de virulenta importanti: ESAT-6 si CFP-10 si
secretia acestora. Regiunea RD1 este absenta la tulpinile de M. Bovis-BCG (Mahairas s.a.,
1996). Dimensiunea genomului M. bovis, de 4,345,492 pb, este semnificativ mai mica decat
cea a M. tuberculosis (4,411,529pb) (Garnier s.a., 2003).

Analiza genomului lui M. leprae (3,268,210 bp) aratd importanta pierderii genelor
din punct de vedere al virulentei si specificitatii de gazda. Prin comparatie cu M.
tuberculosis, agentul etiologic al leprei a pierdut peste 2000 de gene, si peste 1000 au fost
identificate ca pseudogene, adica genele defecte care nu au fost inca eliminate complet (Cole
s.a., 2001, Magee si Ward, 2012).

Progrese rapide ale tehnologiei de secventiere fac ca in prezent sa fie disponibile
public secventele complete de genom pentru 150 de membri din genul Mycobacterium
(Gupta s.a., 2018), 65 de genomuri fiind descrise pentru membrii complexului M. avium
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/).

Aspecte generale privind imuno-patogenitatea micobacteriilor
Patogenitatea micobacteriilor in gazdele imunocompetente este corelatd cu

raspunsul imun al gazdei cat si cu proprietitile de virulenta ale bacteriilor. Principalul factor
de virulenta al micobacteriilor este capacitatea de a invada si de a persista sau a se multiplica
in macrofage. Bacilii patrund in macrofag prin fagocitoza si odatd internalizati, sunt
inconjurati de o vacuola legatd de membrand - un fagozom. Odatd cu maturarea
fagolizozomului, bacilii sunt expusi la o varietate de factori antimicrobieni, incluzénd
intermediari reactivi de oxigen, pH foarte acid si activitate hidroliticd. Micobacteriile
virulente obstructioneazd maturarea fagozomilor, inhiband acidificarea si in acest mod pot
evada 1n citoplasma (van Ingen, 2017, Houben s.a., 2012).

Raspunsul imun mediat celular este in primul rand implicat in patogeneza. Acesta
implicd activarea macrofagelor pentru identificarea si inhibarea sau uciderea
micobacteriilor si detectarea si liza fagocitelor, in care micobacteriile cresc si se multiplica.

Antigenii micobacterieni sunt prezentati de monocite/macrofage, rezultdnd secretia
de interleukina (IL)-2 si proliferarea limfocitelor CD4+ si CD8+. Antigenii micobacterieni
proveniti din fagozom sunt prezentati de molecule de clasa II ale complexului major de
histocompatibilitate (CMH) iar cei din citoplasma de molecule MHC de clasa I. Astfel,
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celulele pot fi stimulate sau distruse, prezentarea antigenului din citoplasma explicand
imposibilitatea controlului bacililor (van Ingen, 2017).

Eliberarea y—IFN de cétre clonele CD4 si intr-o mai micd masura de catre CDS,
celulele naturale ucigase (NK) si celulele yd activeaza macrofagele, care elibereaza factorul
de necroza tumorald (FNT). La locul infectiei apar in ordine: granulocite polimorfonucleare
(PMN), celule NK, v si apoi celule aff T, care in timp devin predominante in raspunsul
celular. Ordinea recrutarii este corelata si cu proximitatea celulelor fata de locul infectiei;
de exemplu, celulele yd sunt susceptibile de a fi printre primele la locul infectiei cu M.
tuberculosis in plamani (van Ingen, 2017).

Celulele T au capacitate citotoxica iar celulele PMN produc enzime puternic
proteolitice, care determind distrugeri tisulare. Macrofagele activate au o capacitate crescuta
de a distruge micobacteriile, insd productia de FNT contribuie la necroza tisulara si, prin
urmare, la exprimarea patologiei (Lenaerts s.a., 2015).

Granuloamele apar in infectia cronicd, fiind constituite din agregate de celule
epitelioide si limfocite, situate de obicei la periferie. Bacilii pot persista in celulele gigant
Langhans (celulele epitelioide fuzionate), ducand la imposibilitatea sterilizarii
granulomului. Cu timpul, un perete de colagen va incapsula granulomul iar centrul acestuia
poate deveni necrotic, cu un aspect cazeos (Perianu, 2012). Toate micobacteriile pot
determina leziuni granulomatoase la animalele de experientd, daca este inoculaté o cantitate
suficienta de bacili (Wayne si Kubica,1986 citati de Magee si Ward, 2012).

1.1.3. Clasificarea micobacteriilor

Initial, clasificarea taxonomica a micobacteriilor a fost realizata din punct de vedere
clinic, fiind analizate diferitele tipuri de micobacterii in relatie cu M. tuberculosis. Acest
fapt este reflectat de utilizarea termenului "micobacterii atipice" pentru tulpinile diferite de
M. bovis sau M. tuberculosis. La mijlocul secolului trecut, a fost realizata o clasificare mult
mai potrivitd si utild de ciatre Ernest Runyon (Runyon, 1959), bazatd pe producerea de
pigment si pe rata de crestere 1n culturi, clasificare ce va fi detaliata in subcapitolul 1.2.

Odata cu madrirea genului Mycobacterium, au fost utilizate si alte scheme de
clasificare. Clasificarea adansoniana (taxonomie numericd) are la baza analiza cator mai
multe caractere, in egala proportie, similitudinea intre perechile de tulpini (calculata in baza
numarului de caractere comune) si gruparea micobacteriilor care impartdsesc multe
caractere comune Pentru a facilita analiza relatiilor dintre membrii genului, in 1967 a fost
infiintat un grup international de lucru pentru taxonomia micobacteriilor IWGMT), care a
condus la Tmbunatatiri taxonomice semnificative (Magee si Ward, 2012).

Cross si Goodfellow (1973) au propus o clasificare in baza productiei de pigmenti,
impartind micobacteriile cu creste rapidd in nepigmentate si scotocromogene. Kubica
(1973) a formulat o schema de grupare in baza ratei de crestere si a unor caracteristici
precum: productia de niacind, reducerea nitratilor, productia de catalaza,
fotochromogenitatea, hidroliza Tween 80, reductia teluritica, toleranta la clorura de sodiu,
activitatea aril-sulfatazei si cresterea pe mediul MacConkey (Velayati si Farnia, 2016).
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Intelegerea curenti a relatiilor in cadrul genul Mycobacterium are la baza analiza
secventelor genei 16S ARNTr si caracteristicile fenotipice si biochimice.

Speciile micobacteriene pot fi clasificate in doud grupuri, pe baza ratei de crestere:
specii cu crestere lentd (eugonicd), care necesitd 7 sau mai multe zile de incubare la o
temperaturd optimd, pentru a produce colonii vizibile si micobacterii cu crestere rapida,
care sunt observabile In mai putin de 7 zile, in aceleasi conditii. Speciile relevante din punct
de vedere clinic sunt, adesea (nu exclusiv), incluse in grupul celor cu crestere lentd (Magee
si Ward, 2012).

Structurarea arborilor filogenetici in baza genei 16S ARNTr dar si a altor secvente
conservate, rpoB, hsp635 sustine aceasta separare. Studii recente au evidentiat insa prezenta
unor grupdri distincte in randul micobacteriilor cu crestere lentd sau rapida. De exemplu,
M terrae si speciile strans relationate, care prezintd viteza lentd spre intermediard de
crestere, pot fi diferentiate de alte micobacterii cu crestere lentd printr-o insertie
caracteristicd de 14 nucleotide in helixul 18 al genei 16S ARNr (Magee si Ward, 2012,
Tortoli, 2012).

Intre rata de crestere si numarul existent al operonilor ribozomali existi o asociere.
Bercovier si colaboratorii (1986) au aratat ca tulpinile cu crestere rapida au de obicei doi
operoni (ARNr si r#nB), In timp ce tulpinile cu crestere lentd au unul singur. Operonul
micobacterian este alcatuit dintr-o regiune conducatoare, o gend 16S ARNTr, spacer-1
intergenic (ITS-1), o gend 23S ARN, ITS-2 si o gena 5S ARNr.

Unele specii cu crestere lentd precum membrii complexului M. terrae (crestere
lenta-intermediara), M. celatum, M. xenopi contin doua copii ale operonului ARNr, iar unele
specii cu crestere rapida, precum speciile incluse in grupul M. abscessus-M. chelonae,
prezinta o singura copie.

Astfel, In grupul micobacteriilor cu crestere lentd sunt incluse specii precum
membrii CMTB: M. avium, M. marinum, M. ulcerans, M. kansasii, M. haemophilum, M.
gordonae, M. xenopi, M.terrae iar specii precum M. fortuitum, M. chelonae, M. abscessus,
M. porcinum sau M. phlei, formeaza colonii in mai putin de 7 zile.

Clasificarea micobacteriilor se poate realiza si in functie de aspectele ecologice si
cele de patogenitate. Astfel, Kazda s.a. divizeaza speciile in trei mari categorii: patogene
obligatoriu, potential patogene si saprofite (sau din mediu).

Din prima categorie, cea a micobacteriilor obligatoriu patogene, face parte M.
leprae, alaturi de membrii complexului M. tuberculosis. Aceste specii prezinta virulenta
ridicata, fiind cele mai avansate evolutiv si agenti etiologici ai unor afectiuni micobacteriene
importante, la oameni si animale domestice si salbatice, respectiv tuberculoza si lepra. In
cazul micobacteriilor tuberculoase, la oameni, transmiterea pe cale respiratorie se realizeaza
prin particule de mici dimensiuni, sub 5 p in diametru, care raman in aer perioade
indelungate. Marimea redusd a acestor particule faciliteaza traversarea epiteliului ciliat
(Kazda s.a., 2009).

In grupul micobacteriilor cu potential patogen sunt incluse atat specii cu crestere
lenta, precum M. kansasii, M. ulcerans, M. marinum sau membrii complexului M. avium,
cat si specii cu crestere rapida - M. fortuitum, M. mucogenicum, M. chelonae, M. abscessu,
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puténd fi considerate forme de tranzitie intre grupul micobacteriilor obligatoriu patogene si
grupul celor de mediu, saprofite.

Acestea au ca sursd fie diferite nise din mediu, pe care le colonizeaza si in care se
pot multiplica, fie gazdele vii susceptibile, la care pot determina micobacterioze. Numaérul
in crestere al membrilor acestui grup se datoreaza atat inovatiilor aduse diagnosticului
molecular, care a facut posibild diferentierea dintre specii dar si atentiei ridicate acordate
infectiilor cu micobacterii nontuberculoase la persoanele imunosupresate (Kazda s.a.,
2009).

Micobacteriile saprofite reprezinta cel mai cuprinzator grup. Acestea au fost izolate
initial din diverse tipuri de medii, specii de muschi, surse variate de apa, atat potabila cat si
ape de suprafata sau material organic din sol. Au fost socotite ca agenti contaminanti mult
timp, fiind des izolate din specimene clinice. Specii precum M. hiberniae sau M. cookii pot
determina aparitia unei sensibilizari nespecifice la tuberculinarea bovinelor. Aceste specii
nu sunt patogene pentru animalele de laborator (Kazda s.a., 2009).

Exista specii de micobacterii necultivabile pe medii de culturd sintetice, cel mai
evident exemplu fiind M. leprae. Alte specii incluse in acest grup sunt: , M.
lepromatosis”(cauzeaza forma difuza lepromatoasd a leprei, endemicd in Mexic), ,, M.
visible ’- cauzeaza micobacterioza granulomatoasd multisistemica la pisici, M. lepraefelis
si M. tarwinense— cauzeaza lepra felind, M. uberis — cauzeaza telitd nodulard si inflamatie
la nivelul scrotului, la bovine si ovine, Mycobacterium sp. (o specie nedenumitd), care
determind granulomul leproid canin, M.tilburgii - identificat la pacienti cu infectii
diseminate (Turenne, 2019 ).

Pe langa 16S ARNT, relatiile dintre speciile micobacteriene au fost de asemenea
examinate, utilizdnd secventele spacer 16S-23S si cateva gene nalt conservate precum:
gyrA (Guillemin s.a.,1995), gyrB (Kasai s.a., 2000), rpoB (Tortoli, 2012), Asp65 (Tortoli
s.a., 2015).

Actualmente, utilizarea secventelor de genom complet face posibila distingerea
corectd si definitiva intre specii si subspecii. Studiile genomice comparative conduc la
identificarea markerilor moleculari sau a caracteristicilor comune membrilor unui grup de
microorganisme inrudite evolutiv, demonstrandu-si utilitatea in diferentierea grupurilor
taxonomice diferite si in intelegerea relatiilor dintre acestea.

1.2. Micobacteriile nontuberculoase: aspecte generale, clasificare

Grupul cuprinzator al micobacteriilor nontuberculoase (MNT), cu peste 160 de
specii, reuneste toti membrii genului Mycobacterium, exceptie facand speciile incluse in
CMTB si M. leprae. Prezenta acestor micobacterii in diverse nise din mediu a fost remarcata
imediat dupa descoperirea bacilului tuberculos de citre Robert Koch, dar au trecut cateva
decenii inainte ca acestea s fie asociate cu infectiile la om.

MNT au fost descrise in literaturd sub diverse denumiri, ca "atipice", "anonime",
"micobacterii altele decat TB (MOTT)", "de mediu", "oportuniste, de mediu", cel mai

frecvent insa fiind intalnite sub denumirea de "nontuberculoase" sau "MNT". Termenul de
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atipice a fost utilizat pentru prima data de Pinner, in 1935, in lucrarea sa "Microorganisme
atipice acido-rezistente" (Pinner, 1935). Nici unul dintre acesti termeni nu a fost universal
acceptat, insd denumirea de nontuberculose este cea mai raspandita, aceasta fiind utilizata
de Societatea Americand Toracica (ATS), in declaratia din 2007 (Griffith s.a., 2007).

Interesul actual ridicat fatd de infectiile determinate de MNT, cu precadere in
medicina omului, a aparut in urma asocierilor dese a acestora la patologia pacientilor cu
SIDA, dar si frecventa tot mai ridicata a afectiunilor pulmonare determinate de aceste
microorganisme la populatia non-SIDA. Cresterea gradului de constientizare a importantei
acestor micobacterii se datoreaza totodata si tehnicilor actuale de izolare si identificare a
agentilor microbieni, diversitatea mediilor de izolare, utilizarea sistemelor automate, dar
mai ales a tehnicilor moleculare.

Afectiunile cauzate de aceste micobacterii au manifestari variate, nu sunt de obicei
transmise de la om la om si au fost, in linii mari, grupate sub denumirea de micobacterioze.
Afecteaza o gama largé de specii: pasari, reptile, pesti, mamifere salbatice si domestice si
omul. Pentru persoanele imunocompromise, infectiile datorate micobacteriilor
nontuberculoase (MNT) reprezintd un pericol major, reprezentand o cauza importantd de
morbiditate si mortalitate in tarile occidentale (Katoch, 2004). Dupa tuberculoza si lepra,
cea de-a treia boala determinata de micobacterii, mai frecventd in Africa dar probabil si in
alte parti ale lumii, este declaratd a fi ,,Buruli”, sau ,,,Barnesdale ulcer”, cauzata de M.
ulcerans.

MNT au fost izolate nu doar din organismele animale, ci si din mediu, unde ocupa
numeroase nise, cum ar fi: materie organica din soluri, ape naturale si sisteme de apa urbane,
amibe, aerosoli si praf, muschi, vegetatia din zonele mldstinoase dar si alte plante, biofilme,
uleiuri sau alte lichide utilizate in fabricarea pieselor metalice. Aceste micobacterii sunt
intalnite la nivel global, cu variatii de specie (Hruska K. si Kaevska, 2012), prezentand o
rezistentd crescutd la dezinfectante si oferind un raspuns defectuos la medicatia
antituberculoasad. Un rezervor important este constituit din amibe (Ovrutsky et al., 2013).
Capacitatea de a supravietui si a se multiplica In protozoare este relationatd cu rezistenta
intracelulara in macrofagele, atat la om cét si la animale.

In medicina veterinara, infectiile determinate de MNT au cipatat treptat teren, odata
cu scaderea incidentei tuberculozei bovine si cresterea presiunii de supraveghere in tarile in
care sunt implementate programe de control Tmpotriva tuberculozei bovine. MNT creeaza
doud probleme principale: in primul rand, interferenta cu programele de depistare a
tuberculozei la bovine si a altor micobacterioze majore, cum ar fi paratuberculoza si in al
doilea rand, potentialul de a provoca infectii semnificative sau oportuniste, care duc la
pierderi economice considerabile (Biet si Boschiroli, 2014).

Factorii care pot conduce la rezultate fals pozitive, dar si fals negative la testarea
intradermica cu tuberculind, pot fi corelati cu infectiile MNT, adesea subestimate.
Coalergenii sunt incriminati ca responsabili pentru reactiile nespecifice, in special atunci
cand se utilizeaza testul unic (TU), fiind astfel recomandata utilizarea intradermo-reactiilor
comparative (TCS). Mai multe MNT pot coexista la nivelul unui efectiv de animale sau
chiar 1n acelasi individ, determinand astfel diagnosticarea gresita atat la nivel individual, cat
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si la nivel de turma. Compozitia tuberculinei PPD este complexa si include antigene care
pot reactiona Incrucisat, fiind proteine comune tuturor micobacteriilor (Francis s.a., 1978).
Expunerea animalelor la speciile complexului M. avium (MAC) sau la micobacterii precum
ar fi M. hiberniae, M. cookii poate conduce la sensibilizarea nespecificd a bovinelor testate
(Biet si Boschiroli, 2014). M. avium subsp. paratuberculosis este una dintre cele mai
importante cauze ale reactiilor fals pozitive, atat la tuberculina aviara (PPD A) cat si la cea
bovina (PPD B).

Masurarea raspunsului imun mediat celular in testul de detectie a y—IFN, poate de
asemenea sa fie influentat de expunerea la diferite micobacterii, situatii observate in Africa
de Sud la animale expuse la M. fortuitum (Michel, 2008) sau la M. avium subsp.
paratuberculosis (Barry s.a., 2011) in Irlanda (Gormley s.a., 2013) sau Franta (Faye s.a.,
2011).

Izolarea MNT de la nivelul continutului intestinal sau al limfonodurilor mezenterice
de la animale sugereaza o cale de contaminare digestiva, insa nu sunt excluse caile de
transmitere respiratorie (inhalare in timpul pasunatului) sau cutanata (inoculare).

Numeroase specii MNT sunt incriminate ca agenti etiologici ai infectiilor la
animale. Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis este agentul etiologic al
paratuberculozei (boala lui Johne), cunoscuta inca de la sfarsitul secolului al XIX-lea, o
enteritd granulomatoasa cronicd, care afecteazd rumegitoarele domestice si sélbatice
(bovine, ovine, caprine, camelide si bivoli, cervide) si este distribuitd la nivel global
(Terrestrial Manual - B). Bacteria a fost izolata si de la alte specii: mistreti, ursi, rozatoare,
vulpi, ratoni, maimute (cu leziuni similare cu cele intalnite in boala Crohn la om). M. avium
subsp. avium este agentul cauzator al tuberculozei aviare, care afecteaza pasarile de
companie, cele exotice, salbatice si domestice (Terrestrial Manual - A), fiind de asemenea
izolat de la bovine, porcine sau cabaline (Coelho s.a, 2013). M. avium subsp. hominissuis
este o bacterie de mediu care provoaca infectii oportuniste la porcine, caracterizata de obicei
prin leziuni granulomatoase in ganglionii limfatici asociati sistemului digestiv, dar si in
unele organe interne cum ar fi ficatul, plaménii si rinichii. Leziunile sunt de obicei
descoperite la inspectia de abator, ducand la pierderi economice importante (Johansen s.a.,
2014).

M. fortuitum si M. smegmatis pot provoca mastite sau dermatite nodulare la ovine
si bovine (Perianu, 2012). M. fortuitum a fost izolat de la reptile, amfibieni, mistreti, bivoli
sau foci (Bercovier si Vincent, 2001). M. szulgai, M. kansasii sau M. avium pot provoca
leziuni cutanate la caini si pisici (Gross s.a., 2005). Speciile M. tilburgii, M. simiae, M.
genavense au fost incriminate in etiologia granulomului leproid canin, care afecteaza
tesuturile cutanate si subcutanate, cu un caracter nodular, auto-limitant, al carui factor
cauzal este Inca necaracterizat (Gross s.a., 2005;. Malik s.a., 2013). Sindromul are o
distributie geografica larga, fiind intélnit frecvent in Australia si Brazilia, dar multe cazuri
au fost raportate si in Noua Zeelanda, in Zimbabwe, Columbia si in diferite zone ale Statelor
Unite ale Americii (Greene, 2011).

Desi MNT sunt inofensive pentru majoritatea persoanelor, la nivel global sunt
raportate din ce in ce mai multe cazuri de infectii. Multi pacienti umani prezintd factori
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predispozanti, cum ar fi: brese traumatice ale pielii, patologii pulmonare sau defecte
arhitecturale, tuberculoza, fibroza chistica, boala pulmonara obstructiva cronica, tulburari
imunosupresoare generalizate, congenitale sau dobandite (de exemplu HIV).

Manifestarile clinice la oameni includ infectia pulmonard, infectia diseminata,
infectia cutanata sau limfadenita. Infectiile pulmonare sunt cele mai frecvente tipuri de boli
provocate de MNT si se produc adesea la pacientii cu afectiuni respiratorii preexistente.
Limfadenita este al doilea tip comun de manifestare, putand afecta un singur limfonod sau
un grup de ganglioni limfatici din regiunea cervico-faciala la copii imunocompetenti sau
poate sa apara sub forma de limfadenopatie generalizata (Griffith s.a., 2007).

Infectia cutanati se poate prezenta fie localizat (adesea cauzata de M. marinum sau
de M. ulcerans, in zonele endemice) la gazdele imunocompetente expuse prin abraziuni
minore ale pielii, fie diseminat, la pacientii imunocompromisi (cel mai frecvent fiind
implicate speciile cu crestere rapida precum M. abscessus). Mai rar intalnite sunt infectiile
diseminate, cele ale oaselor, articulatiilor sau ale tesuturilor moi si infectiile genito-urinare
(Griffith s.a., 2007).

1.2.1. Clasificarea micobacteriilor nontuberculoase (MNT)

Conform clasificarii lui Runyon (Runyon, 1959), MNT pot fi diferentiate in functie
de rata de crestere si formarea de colonii pigmentate, in patru tipuri. Grupurile I, II, si III
formeaza colonii pe medii de cultura in peste 7 zile iar tipul IV cuprinde micobacterii cu
crestere rapida si nepigmentate (Tabelul 1.1).

Tabelul 1.1/ Table 1.1
Clasificarea MNT conform lui Runyon (sursa: dupa Runyon, 1959)
Runyon classification of the MNT (after Runyon, 1959 )

Crestere Productia de pigment Specii

M. kansasii
M. marinum
M. scrofulaceum
SCOTOCROMOGENE (II) M. gordonae

M. syulgai
MAC

M. xenopi

NEPIGMENTATE (III) M. ulcerans

M. terrae

M. haemophilum
M. fortuitum
M. chelonae
M. abcessus

M. peregrinum

FOTOCROMOGENE (1)

LENTA (>7 zile)

RAPIDA (<7 zile) NEPIGMENTATE (IV)

Multe specii de micobacterii au capacitatea de a produce pigmenti carotenoizi
(caroten si xantofile). Productia de carotenoizi este puternic influentata de compozitia
mediilor de cultura si de conditiile de crestere. Lumina are un efect semnificativ asupra
productiei de pigmenti pentru unele specii. Speciile scotocromogene (tipul II), de ex. M.
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scrofulaceum sau M. szulgai, produc un pigment galben-orange in absenta luminii, in timp
ce micobacteriile fotocromogene (tipul 1), de exemplu M. kansasii, produc pigment la
stimularea cu lumina. Noncromogenii (tipul II), precum M. avium, nu produc carotenoide.
Functia carotenoidelor micobacteriene este In mare parte necunoscuta, fiind sugerat faptul
ca acestea ar oferi protectie impotriva efectelor fototoxice.

Tabelul 1.2/ Table 1.2
Clasificarea MNT cu crestere rapida in functie de productia de pigment si patogenitate (Sursa:
Garcia-Agudo, Garcia-Martos, 2011)
MNT rapid growers classification according to pigment production and pathogenicity (Source:
Garcia-Agudo, Garcia-Martos, 2011 )

Patogeni Patogeni Rar
Tipul de pigmentare Nepatogeni
oportunisti ocazionali patogeni
Fotocromogene M. marinum*® | M. novocastrense - -
M. aurum M. austroafricanum | M. acapulcense
M. cosmeticum M. confluentis M. aichiense
M. flavescens* M. hassiacum M. chubuense
Scotocromogene M. neoaurum M. hodleri M. diernhoferi
M. phlei M. holsaticum M. duvalii
M. smegmatis M. lacticola M. engbaecki
M. thermoresistibile M. monacense M. gadium
M. vaccae M. rhodesiae M. gilvum
M. komossense
M.
madagascariense
M. murale

M. tokaiense
Scotocromogene M. obuense
M. rhodochrous )
M. poriferae

M. parafortuitum
M. thamnopheos

M. vanbaalenii

M. bolletii
M. bonickei
M .
M. brisbanense agfl
M. chitae
M. brumae .
M. conceptionense M. confluentis
M d‘l.j M. alvei M. fallax
. goodii
M. abscessus & M. aubagnense M. friedmanii

M. houstonense ] ) .
M. chelonae M. barrassiae M. moriokaiense

. X M. immunogenum
Nepigmentate M. fortuitum . s
M M. mageritense
’ ) M. massiliense :
mucogenicum M. hackensackense | M. sphagni
M. neworleansense

M. canariasense M. pulveris*
M. elephantis M. salmoniphilum

M. phocai
M. peregrinum phocaicum

M. porcinum
M. senegalense
M. septicum
M. wolinskyi

* specii care pot prezenta si crestere rapida, M. engbaecki= M. hiberniae subsp. engbaecki (Tortoli s.a.,2017)
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Acest sistem de clasificare a fost definitoriu 1n dezvoltarea sistematizarii
micobacteriilor insa prezintd unele limitari. De exemplu, membrii complexului M. avium
nu sunt fotocromogeni, fiind inclusi 1n categoria IIl-micobacterii nepigmentate, desi unele
izolate produc colonii usor pigmentate, aspect ce ar putea conduce la o sistematizare gresita,
ca scotocromogeni. De asemenea, grupul IV include membrii care pot produce pigmenti
carotenoizi. Micobacteriile cu crestere rapida pot fi clasificate in functie de productia de
pigment si patogenitate, dupd cum sunt prezentate in tabelul 1.2.

Dintre cele peste 160 de specii de MNT, unele pot structura complexe, pe baza baza
similitudinii genetice: complexul M. avium, complexul M. fortuitum, complexul M.
abscessus-chelonae, complexul M. terrae, complexul M. simiae, grupul M. xenopi.

——NNNM Other SLOWLY GROWING SPECIES

M. chimaera
“M. indicus pranii”
M. intracellulare

M. arosiense

M. avium
| M. vulneris

M. bouchedurhonense

4l_|_

M. colombiense

M. marseillense

M. yongonense

M. timonense

M. TERRAE COMPLEX

RAPIDLY GROWING SPECIES
Figura 1.4 Arbore filogenetic care include membrii CMA, bazat pe analiza secventei 16S ARNr (sursa:
Tortoli, 2014)

Figure 1.4 Phylogenetic tree including MAC members, based on the analysis of 16S rRNA gene
(source:Tortoli,2014)

Complexul M. avium (CMA), anterior cunoscut si sub denumirea de
Mycobacterium avium-intracellulare (MAI), este un grup de micobacterii cu crestere lenta,
cuprinzand M. avium, cu cele patru subspecii: M. avium subsp. avium (MAA), M. avium
subsp. hominissuis (MAH), M. avium subsp. silvaticum (MAS) si M. avium subsp.
paratuberculosis (MAP), M. intracelulare si alte specii incluse mai recent: M. chimaera,
M. arosiense, M. yongonense, M. timonense, M. paraintracellulare, M. colombiense, M.
marseillense, M. vulneris, M. bouchedurhonense (Figura 1.4) (Cayrou s.a., 2010, van Ingen
s.a., 2009, Ben Salah s.a., 2009) si M. lepraemurium (Benjak s.a., 2017).

Analiza WGS a dus la modificari in aceasta clasificare, fiind propusa incadrarea ca
subspecii ale M. intracellulare urmatorii membri ai complexului: M. chimaera, M.
yongonense si M. intracellulare, iar M. paraintracellulare ca tulpind M. intracellulare
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(Tortoli s.a., 2017). La nivel global, membrii acestui complex sunt principalele MNT

implicate 1n patologia pulmonara umana.

Membrii complexului M. terrae sunt: M. terrae, M. nonchromogenicum, M.
paraterrae, M. triviale, M. hiberniae, M. kumamotonense, M. longobardum, M. algericum,
M. engbacekii, M. senuense, M. heraklionense, M. sinense, M. arupense, M. hiberniae, M.
minnesotense. Aceste micobacterii cu crestere lentd, nepigmentate, produc rareori infectii
umane. (Tortoli s.a., 2014).

Complexul M. fortuitum includea In mod traditional trei taxoni, M. fortuitum, M,
peregrinum si o biovariantd nedenumitd. Acum cuprinde peste 15 specii, definite de absenta
pigmentilor, cresterea Tn mai putin de 7 zile, productie de arilsulfataza in 3 zile, reducerea
nitratilor, absorbtia si cresterea in prezenta a 5% NaCl. Analiza genei 16S ARNr si a altor
regiuni consevate a facut posibila includerea altor specii inrudite in acest grup: M. alvei, M.
porcinum, M. conceptionense, M. senegalense, M. farcinogenes, M. setense, M. boenickei,
M. houstonense, M. neworleansense, ,M. brisbanense, M. septicum (Adékambi s.a., 2006;
Lamy s.a., 2008).

Grupul M. smegmatis cuprinde M. smegmatis sensu stricto si inca doua specii, M.
goodii si M. wolinskyi (Brown s.a., 1999). Analize filogenetice sugereaza gruparea speciile
producatoare de mycolactona: M. ulcerans, M. shinshuense, M. liflandii, M. pseudoshottsii
si unele tulpini de M. marinum (Pidot s.a., 2010).

Complexul M. abscessus-chelonae cuprinde bacterii din mediu care au capacitatea
de a provoca infectii oportuniste la om, in special infectii pulmonare si cutanate. Sunt
incluse in acest grup micobacterii cu crestere rapida, multirezistente, fiind printre cele mai
frecvente micobacterii nontuberculoase (MNT) izolate din probele clinice, implicate in
infectii cronice, recurente si dificil de tratat. Grupul cuprinde speciile M. abscessus si M.
chelonae, cat si M. salmoniphilum, M. immunogenum, M. stephanolepidis $i M. saopaulense
a caror taxonomie a fost intens studiatd (Adekambi s.a., 2017).

Recent, doud noi specii au fost adaugate acestui complex, Mycobacterium franklinii
(Nogueira s.a., 2015) si Mycobacterium fukienense (Zhang s.a., 2013). Leao si colaboratorii
au propus modificarea taxonomica a grupului, desemnand speciile M. massiliense si M.
bolletii intr-o singura subspecie, M. abscessus subsp. bolletii (Leao s.a.,2011). M. abscessus
cuprinde astazi trei subspecii: subsp. massiliense, subsp. bolletii si subsp. abscessus (Tortoli
s.a., 2016), iar M. chelonae este de asemenea divizata in trei subspecii: subsp. chelonae,
subsp. bovis si subsp. gwanakae (Kim s.a., 2018)

Complexul M. simiae cuprinde 18 specii: M. simiae, M. intermedium, M. kubicae,
M. montefiorense, M. sherrisii, M. interjectum, M. lentiflavum, M. florentinum, M.
genavense, M. parmense, M. parascrofulaceum, M. palustre, M. triplex, M. eurapaeum, M.
paraense, M. saskatchewanense, M. stomatepiae si M. heidelbersengh care au fost izolate
din variate surse de apa si sol. Din cadrul acetui grup, M. simiae este specia cel mai frecvent
implicata 1n patologia umana (Hamieh s.a., 2018).
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1.3. Cercetiri in tara si in striinatate privind aspectele ecologice,
diversitatea si distributia micobacteriilor nontuberculoase

Pentru a intelege dinamica distributiei micobacteriilor este necesara evaluarea
principalelor medii care pot contribui la multiplicarea si/sau la raspandirea lor.

Dinamica distributiei micobacteriilor nontuberculoase (MNT) in mediu este un
fenomen complex. Acestea Tmpart diverse nise cu oamenii si animalele domestice si
salbatice iar expunerea repetatd este un factor de risc asociat infectiilor cu MNT.

Principalii factori biotici pentru micobacteriile heterotrofe cuprind acele substante
nutritive care sunt disponibile sau eliberate in timpul descompunerii substantelor organice
complexe sau sunt sintetizate de microorganisme autotrofe.

Existenta altor organisme concurente, in special cele apartinand familiei
Enterobacteriaceae, poate duce la un consum rapid al nutrientilor, mai ales in medii
acvatice puternic poluate. Timpul de generatie al Escherichia coli este redus (20 minute) 1n
comparatie cu cel al micobacteriilor. In conditii optime de laborator, M. tuberculosis
necesitd 16 ore. Astfel, "strategia" micobacterilor este de a coloniza nise care asigurd
conditii potrivite pentru multiplicarea lor si sa restrdnga sau sa excluda alte microorganisme
din flora competitiva. Un astfel de factor restrictiv este acidifierea mediului, care aduce
beneficii multiplicarii micobacteriilor (Kazda, 2009).

Factorii abiotici includ conditiile fizice si chimice, cum ar fi temperatura,
umiditatea, pH-ul, aderenta la suprafete si capilaritatea externa a plantelor. Biotopurile care
prezinta conditii favorabile pentru multiplicarea micobacteriilor sunt considerate medii de
habitat pentru acestea. Muschiul de turba sau alte briofite apartin acestui grup. Dar, in ciuda
numeroaselor studii privitoare la izolarea micobacteriilor din mediu, a numarului mare de
probe examinate si diversitatea speciilor izolate, trebuie exclusd abordarea gresitd ca
micobacteriile sunt omniprezente in sol si apa (Kazda, 2009).

O contributie importanta in abordarea modernd a ecologiei micobacteriilor a fost
adusa de Chapman (1971), care a introdus notiunea de "infectia micobacteriana - ca rezultat
al nigelor ce se suprapun". Acesta a aritat cd micobacteriilor din mediu sunt departe de a fi
"pretentioase" cu privire la cerintele lor nutritionale si la temperatura optima de crestere si
ca multe au abilitatea de a se multiplica intr-un interval de pH larg (Chapman si Bernard,
1962).

J. O. Falkinham si echipa sa au efectuat studii cu privire la izolarea micobacteriilor
din medii diverse si conditiile in care acestea se pot multiplica. Ei au propus termenul
"ecologie fiziologica" pentru a distinge aceste experimente de simpla izolare din mediu. Au
demonstrat, prin urmare, ca tulpini din complexul M. avium, izolate din apa poluatd cu
metale grele, tolereaza concentratii mai mari de sdruri de metale grele si oxianioni
(Falkinham s.a., 1984). Abilitatea de detoxifiere, mai curand decat metabolizare a metalelor
si altor compusi, contribuie astfel la colonizarea si persistenta micobacteriilor in mediul
acvatic. Acest aspect a condus la o crestere a interesului pentru conditiile in care se pot
dezvolta in micobacteriile in medii specifice.
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Tehnicile de diagnostic bazate pe PCR (Reactia de polimerizare in lant) au constituit
un instrument valoros pentru detectarea micobacteriilor din mediul inconjurator gi a permis
distinctia diverselor specii, contribuind la descrierea ecologiei genului. A fost posibila
observarea ,traseelor" micobacteriilor intre habitate dar si determinarea factorilor ce
contribuie la raspandirea lor. Alte tehnici, precum polimorfismului lungimii fragmentelor
de restrictie (RFLP - restriction fragment lenght polimorfism), electroforeza in camp
pulsatoriu (PFGE), secventierea unitatilor repetitive (VNTR - variable number of tandem
repeats), au permis distinctia detaliatd a micobacteriilor In functie de distributia lor
geografica.

O contributie suplimentard la ecologia micobacteriilor au adus Beerwerth si
Schurmann (1969), care au examinat un total de 3434 de probe de sol, ape uzate, furaje si
fecale de animale domestice, au izolat bacteriile din 86,1% si 70,3% din probele de sol arabil
si fanete si din 70.5% din probele de fecale de bovine aflate la pasunat (Kazda, 2009).

MNT sunt organisme vii, libere, prezente in mediu. Acesta are un impact puternic
asupra virulentei acestora, prin temperaturd, pH, inhibitori naturali si lumina UV.
Principalele surse mentionate in literatura de specialitate analizata au fost: apa, in special
din zonele dezvoltate, orase si periferiile acestora, vegetatia (muschiul de turba, vegetatia
din zonele mlastinoase), solul, aerul (aerosoli MNT), biofilme, produse alimentare sau
echipamentele medicale (Kazda s.a., 2009, Thomson s.a., 2013 Kankya s.a., 2011).

Multe specii de MNT au fost izolate dintr-o mare varietate de sisteme acvatice. Sunt
mentionate ca surse: apele de suprafatd, naturale, lacuri, mlastini, ape reziduale, apa
industriala, apa de la robinet cét si spatiile destinate activitatilor de inot, cazi cu hidromasaj,
dusuri sau acvarii, micobacteriile dovedind rezistenta la metodele de decontaminare uzuale,
precum clorinarea, datorita structurii complexe a peretelui celular si organizarii in biofilme.
Numeroase specii, precum M. peregrinum, M. nonchromogenicum, M. smegmatis, M.
fortuitum, M. avium subsp. hominissuis, M. arupense, M. gordonae, M. chitae, M. chelone,
M. abscessus au fost izolate din apa de baut, din retelele urbane de ap4, in diverse tari de pe
glob: Finlanda, Mexic, China(Castillo-Rodat s.a., 2012; Liu s.a., 2012; Torvinen s.a., 2010;
Shin s.a., 2008).

Din retelele spitalicesti de distributie a apei, din zonele de admisie si evacuare, au
fost izolate specii precum M. gordonae si M. avium (Crago s.a., 2014). M. chelonae si M.
avium au fost izolate din apele de suprafatd, Iimpreuna cu alte specii rare de micobacterii -
M. psychrotolerans, M. setense, M. insubricum, M. porcinum, M. llatzerense, M.
austroafricanum $i M. arupense, folosind medii si metode speciale de decontaminare
(Radomski s.a., 2010).

Intr-un studiu realizat in zona metropolitani a orasului Teheran, Iran, pe probe
recoltate din apa de la robinet ce ajunge in consum, apa curenta din reteaua de distributie si
din sol, au fost izolate: M. farcinogens, M. kansasii, M. simiae si, M. gordonae, M.
fortuitum, M. chelonae. Prin compararea rezultatelor cu izolatele de la pacienti umani, s-a
descoperit ca M. simiae si M. chelonae sunt frecvente la pacientii rezidenti (Akbar-Velayati
s.a., 2014). M. abscessus a fost izolat din zece surse diferite de apd potabild In Brisbane,
Australia (Thomson s.a., 2013).
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Plante acvatice, amibe, vertebrate si nevertebrate acvatice, biofilme pot constitui
rezervoare MNT, 1n cadrul ecosistemelor acvatice. Micobacteriile pot imparti habitatele cu
amibele libere (FLA-Free-living amoeba) si se pot dezvolta in interiorul lor, ca
endosimbionti. In acest mod sunt protejate de actiunea dezinfectantelor si antibioticelor.
Intr-un studiu cu privire la co-prezenta amoebelor libere si MNT in retelele de apa din
spitale din America, MNT si FLA au fost decelate in probele de apa si in biofilmele
colectate. Principalele specii izolate au fost Hartmannella vermiformis si Acanthamoeba
sp., care prezinta o raspandire larga in mediu, fiind constant izolate din sistemele publice de
apa potabila si care pot coexista cu diverse microorganisme, precum Mycobacterium spp.,
Legionella spp. sau alti patogeni oportunisti (Ovrutsky s.a., 2013; Coulon s.a.,2010; Thomas
si Ashbolt, 2011). Dintre micobacterii, au fost izolate: M. gordonae, M. peregrinum, M.
chelonae, M. avium si M. mucogenicum. M. avium poate nu doar supravietui, ci se poate si
multiplica in diverse FLA, mai frecvent in Acanthamoeba lenticulata, des recuperatd din
probe din mediu, inclusiv de apa potabila (Ovrutsky s.a., 2013).
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Figura 1.5 Distributia diverselor specii de MNT in Europa (sursa: Hoefsloot s.a., 2013)
Figure 1.5 NTM diversity and distribution in Europe (source: Hoefsloot et al., 2013)
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In ecologia MNT, un rol important il ocupi si plantele, aceasta nisa fiind influentata
de sol si de apa. M. phlei a fost izolat din porumb, M. bolletii din culturi de orez, M. avium
din stuf iar M. paratuberculosis din siloz si plante. MNT au fost izolate din diferite tipuri
de sol, din paduri, din gospodarii sau cel arabil. M. lentiflavum, M. heidelbergense, M.
austroafricanum au fost identificate prin amplificarea PCR a genei 16S ARNr (Kopecky
s.a., 2011).

Distributia globalad largd a MNT este sustinuta de raportarile din diferite tari si
continente, n ceea ce priveste izolarea din surse de mediu sau, mai important, din izolate
clinice provenite de la pacienti umani sau animali, cu diferite infectii micobacteriane sau
asimptomatice. Un studiu colaborativ MNT-NET (Nontuberculous Mycobacteria Network
European Trials Group) ilustreaza diversitatea geografici globala a micobacteriilor
nontuberculoase in probele pulmonare de la pacienti umani, in 2008. Au fost izolate 91 de
specii diferite d¢ MNT, dintr-un total de 20182 probe din 30 de tari, de pe 6 continente.
Cele mai utilizate tehnici de identificare folosite au fost: GenoTypeCM/AS, AccuProbe,
hsp65 PCR-PRA (analiza enzimelor de restrictie), Inno-LiPAMycobacteria v2 si
secventierea 16S ADNr (Hoefsloot s.a., 2013).

Cu unele variatii teritoriale, membrii CMA au fost cel mai frecvent izolati din
specimenele clinice respiratorii, Tn majoritatea tarilor europene si America, urmati
procentual de M. gordonae si M. xenopi. In Africa de Sud si Australia, specia prevalenti a
fost M. intracellulare. Dintre micobacteriile cu crestere rapida, cel mai frecvent au fost
izolate M. abscessus si M. fortuitum. Aceste date sunt sustinute de numeroase alte rapoarte
prezentate in literatura de specialitate.

In Roménia, studiile privind micobacteriile nontuberculoase sunt centralizate pe
sfera clinica veterinara si pe membrii CMA, in special M. avium subsp. paratuberculosis.
Investigatiile de ordin histopatologic efectuate de Paul (Paul, 1982), alaturi de studiile
afectuate de Andrei N. cu privire la aspectele clinice si prognosticul paratuberculozei
rumegatoarelor (Andrei N., 1979), au adus o contributie importanta in intelegerea acestei
patologii infectioase.

De asemenea, o precupare constantd a fost perfectionarea tehnicilor de diagnostic
serologic, reactia de fixare a complementului (RFC) si ELISA si stabilirea seroprevalentei,
importante fiind contributiile lui Raducanu (1986), Onet si Constantinescu (1978) si Savuta
(2000), Petriceanu si colaboratorii (2007), Papastergiou si colaboratorii (2009).
Implementarea metodelor moleculare (PCR) in diagnosticul paratuberculozei a fost descrisa
pentru prima data, in tard, de citre Savuta G. (Savuta, 1999 si 2000).

Macovei . (2014) efectueaza studii epidemiologice pe efective de rumegatoare mari
si mici din regiunea Moldovei, Inregistrand o seroprevalentd de 19.54% si 32.35 % la
ovinele, respectiv la caprinele testate iar la bovine de 6.25%. Confirmarea infectiilor
micobacteriene, atit la rumegitoare cat si la pasari, a fost realizatd prin examen
bacterioscopic, cultural si prin identificarea elementelor de insertie specifice: IS 1245 si
IS901 (M. avium subsp. avium) si IS900 pentru M. avium subsp. paratuberculosis, fiind
totodata caracterizate susele obtinute prin tehnica MIRU-VNTR.

49



Anton loana Alexandra

Bostanaru Andra, intr-un studiu efectuat pe o perioada de 4 ani, semnaleaza aspecte
privitoare la MNT, cu preponderenta legate de pacientii umani dar si alte aspecte referitoare
la spectrul de sensibilitate/rezistentd a tulpinilor micobacteriene. A fost evaluata incidenta
MNT la pacientii umani (Spitalul Clinic de Pneumoftiziologie lasi), in baza diferentierii lor
de membrii CMTB prin testul rapid imunocromatografic, fiind mentionat faptul ca eficienta
si rapiditatea testului conferd o alternativa la testele fenotipice si genotipice in stabilirea
diagnosticului (Bostanaru, 2014; Bostanaru s.a., 2014).

Testul imunocromatografic rapid a fost utilizat si de catre Stavri H. si colaboratorii,
intr-un studiu efectuat pe pacienti umani privind izolarea MNT, subliniind utilitatea acestui
test si in diagnosticul curent al micobacteriozelor, facilitind inceperea rapidi a
tratamentului (Stavri s.a., 2005).

In literatura de specialitate din tara noastrd, evaluati pani in acest moment, sunt
semnalate putine studii privind prevalenta speciilor nontuberculoase in mediu. Datele fac
referire la izolarea MNT din mediile spitalicesti si de la pacienti umani. Intr-o incercare de
a stabili masuri eficiente de prevenire a infectiilor nosocomiale in unititi oncologice si
pediatrice, intre 1994-1997, 21 de tulpini de MNT au fost izolate din 500 de probe de apa
de robinet si praf (4,2% probe pozitive), cea mai frecventd specie recuperata fiind M.
marinum (Toma, 1998). Stavri si colectivul de autori (2011) demonstreaza utilitatea testului
ELISA pentru serodiagnosticul infectiilor umane datorate micobacteriilor de mediu,
utilizdnd un panel de antigeni glicolipidici pentru CMA, M. kansasii, M. xenopi, M.
scrofulaceum si M. gordonae pe 195 de seruri, rezultatele examenului cultural pentru CMA
corelandu-se cu rezultatele analizei serologice (Stavri s.a., 2011).
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CAPITOLUL 2.
PRINCIPALELE SPECII DE MICOBACTERII
NONTUBERCULOASE CU IMPLICATII iN PATOLOGIA
VETERINARA SI UMANA

CHAPTER 2.
NONTUBERCULOUS MYCOBACTERIUM SPECIES INVOLVED IN
VETERINARY AND HUMAN PATHOLOGY

MNT constituie o populatie diversd al cirei impact asupra sanatatii animalelor si
oamenilor este deopotriva direct, provocand infectii mai mult sau mai putin severe si
pierderi de productivitate sau indirect, prin interferenta cu diagnosticul si controlul
tuberculozei si paratuberculozei bovine. Numarul tot mai mare de specii micobacteriene
identificate face extrem de importantd intelegerea relatiilor inter-specifice precum si a
rolului lor 1n patologia veterinara si in cea umana (Claeys si Robinson, 2018). Diversitatea
mediilor din care MNT au fost izolate constituie o dovada a adaptabilitatii lor remarcabile.

2.1. Principalele specii de micobacterii nontuberculoase cu implicatii in
patologia veterinara

Desi animalele intra constant in contact cu MNT, dezvoltarea lenta a simptomelor
face ca aceste infectii sd nu fie observate la anumite categorii de animale, importante din
punct de vedere zootehnic, cum ar fi bovinele de carne, puii broiler sau curcanii, datorita
duratei scurte de viatd. Astfel, majoritatea datelor privind infectiile cu MNT la animale sunt
observate la bovinele de lapte si porcine, mai ales cele de reproductie si la animalele de
companie.

Cu exceptia lui M. avium subsp. paratuberculosis, datele privitoare la MNT la
animale nu sunt evaluate sistematic. Cel mai frecvent, aceste specii sunt izolate atunci cand
se urmareste evidentierea lui M. bovis in practica curentd a programelor de supraveghere si
combatere a tuberculozei bovine. Principalele probe analizate sunt limfonodurile asociate
sistemului respirator, Insd acestea nu sunt mereu potrivite pentru detectarea MNT avand in
vedere mai frecventa asociere a acestora cu tesuturile digestive (limfonoduri, intestin). in
plus, metodele de decontaminare pot avea efecte drastice asupra supravietuirii MNT si a
ratelor ulterioare de recuperare (Biet si Boschiroli, 2014).

Totodata, diferitele MNT pot coexista cu cele tuberculoase, atat la nivel de individ
cat si la nivel de turma, putdnd conduce la interpretari gresite (Reddington s.a., 2011).
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2.1.1. Complexul M. avium (CMA)

Frecventa izolarii membrilor CMA se coreleazd cu anumite caracteristici fizico-
chimice ale habitatului lor natural (adica ecologia fiziologicd). Acestea sunt recuperate in
numar mai mare din apele si solurile cu pH acid, cu continut scazut de oxigen si ridicat de
materie organica. Permeabilitatea scazuta a solului din timpul anotimpurilor ploioase este
benefica pentru supravietuirea si multiplicarea micobacteriilor.

Infectia cu CMA la bovine este in general urmata de leziuni vizibile non-progresive
iar uneori de o hiperplazie tranzitorie in limfonoduri, in special la nivelul tubului digestiv
(Biet si Boschiroli, 2014). Ocazional, a fost observata implicarea acestor microorganisme
in mastite, metrite, infectii testiculare, pneumonii, precum si infectii sistemice (Dvorska
s.a., 2004; Thorel s.a., 2001).
intarziate detectate de PPD A si intr-o manierd variabild de PPD B. Cu unele exceptii,
infectiile CMA sunt tranzitorii, eliminarea acestora din organism fiind urmata, dupa o
perioada, de disparitia raspunsului nespecific (Biet si Boschiroli, 2014). Acest interval de
timp este dificil de apreciat, el variind intre indivizi si fiind corelat cu virulenta
micobacteriilor si cu doza infectioasa precum si cu expunerea repetata.

1. M. avium subsp. avium (MAA)

Este agentul etiologic al tuberculozei aviare, fiind rareori asociat cu infectiile umane.
Prezinta forma bacilara, variatii in lungime (1-3pm) si nu se structureaza in corzi. Cresterea
este lentd, intervalul optim de temperatura variind intre 37°C si 42°C. Coloniile sunt in
general nepigmentate, netede, translucide iar unele tulpini sunt scotocromogene. Pe mediul
Middlebrook 7H10, pentru unele izolate, a fost observata tolerarea unei concentratii de 5%
NaCl(g/v) atunci cand sunt incorporate intr-un mediu Middlebrook 7H10. In infectia
experimentald la iepure si soarece nu sunt observate leziuni granulomatoase vizibile si
microorganismul nu este patogen pentru cobai si sobolan (Magee si Ward, 2012).

Tuberculoza aviara este o boald infectioasa cu raspandire globala produsd de MAA,
serotipurile 1,2 si 3 si de M. genavense, In mai putind masura. Sunt receptive numeroase
specii de pasari salbatice si domestice, inclusiv speciile exotice tinute in captivitate (Tabelul
2.1). Clinic, boala poate fi observata in general la gdinile si cocosii cu varsta de aproximativ
doi ani (Falkinham III, 2015) si nu sunt observate infectii in efectivele de pui de carne,
datorita perioadei scurte de viata.

Semnele clinice includ letargia, reducerea ouatului, inapetenta urmata de slabire
progresiva, anemie, emaciere si, in cazul localizarii viscerale, diaree. Multe pasari infectate
pot tréi si pot mentine o stare nutritiva buna pentru o perioada lunga de timp, fiind greu de
diferentiat de cele sandtoase.

Mai pot fi prezente si alte localizari: osteo-articulara (artrite si osteoperiostite
deformante, fracturi), cutanatd, mai frecventa la porumbel 1n regiunea capului si la nivelul
membrelor (noduli netezi sau rugosi pana la ,,corni tuberculosi”), pe mucoase (la papagal)
sau pulmonara (Perianu, 2011). La necropsie, pot fi observati noduli tuberculosi variabili in
dimensiuni, cadavrele fiind in general casectice.
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Tabelul 2.1/Table 2.1
Micobacterioze la pasari: semne clinice si tulpini izolate (sursa: Tell, Woods si Cromie, 2001)
Mycobacteriosis in birds: clinical signs and isolated species (source: Tell, Woods si Cromie, 2001)

Specia afectata Semnele clinice Specia izolata
Anseriforme . . . L . .
NS . Anorexie, anemiere progresiva, leziuni ulcerativ- M. Avium
(Gasca Chineza, Rata . R . . . .
e cazeoase (zona articulatiei tibio-tarsiend), noduli M. avium serotipul 1
mandarina, Mallard, Rata . .. . .
cazeosi-ulcerativi M. avium serotipul 3

cu ochi de soim, Rata . . . L
’ ’ pe cap, gat si palpebrum, distensie abdominala.

sulitar)
Columbiforme .Arfore.x ie, S.Cédf.:re in grf?utate, le.targie, . M. avium
schiopaturi, torticolis, noduli cutanati, tuberculi . .
’ . . K M. avium serotipul 2
pe pielea din jurul cloacei.
Gruiforme Letargie, schiopatat, picioarele umflate sau pasari | M. avium serotipul 1
(Cocor) clinic normale.
Paseriforme (Graur Pasari clinic normale sau prezintd semne de
european, Muscarul emaciere, semne nervoase si respiratorii, M. avium
albastru si alb, Cinteze slabiciune, incoordonare, diaree, letargie, penaj M. genavense
zebrate, Canari) ciufulit.
Psitacide Pierdere in greutate, letargie, umflarea
(Macaul cu aripi verzi, progresiva a pleoapelor, diaree intermitenta, BAAR
Maximilian, Papagalul cu ocazional respiratie stertoroasa, apatie; M.genavense
aripi portocalii, Papagali inapetentd, pierdere in greutate, noduli pe (M. tuberculosis)
pititci, Parakeet, pleoape, zone deplumate, murmur cardiac,
Papagalul cu cap albastru) moartea subita.

Pasari rapitoare e .
. . Slabiciune, semne nervoase, casexie, . .
(Uliu porumbar, Soim M. avium serotipul 2

imposibilitatea de a zbura, ataxie, hiper-reflexie,

Lanner, Uliu cu coada . . . BAAR
. hiper-extensie ale ambelor picioare.
rosie)
Ratit Letargie, pierdere progresiva in greutate, moarte,
atite
o ‘e rolaps intestinal si leziuni abdominale remarcate
(Pasdrile Nandu, Pasarile prolap .. ’ .. . .. CMA
. - in timpul colopexiei, conjunctivite .
Emu, Struti, Pasarea o B . M. avium
Kiwi) granulomatoase, masa tisulara la nivelul
membranei nictitante, recurenta in urma rezectiei
Alte pasari Letargie, distensie abdominala, slabire CMA
(Flamingo mic, progresiva, masa tisulard moale la nivelul M. avium serotipul 1
Pescarusul albastru, sinusurilor infraorbitale, cornetelor nazale, oral, M. avium serotipul 2
Sorecarul comun) cloacal si in musculatura pectorala.

In diagnosticarea ante-mortem a lui MAA se poate utiliza tuberculinarea cu PPD A,
la nivelul barbitelor, fard un nivel ridicat de sensibilitate si specificitate. Diagnosticul post-
mortem implicd examinarea microscopica, cultivarea si/sau detectia prin PCR a lui MAA
din culturd sau direct din tesuturile cu leziuni.

La cerb, infectia cu MAA este auto-limitantd ca si la alte specii de mamifere.
Leziunile pot fi: purulenta, cazeoasa sau granulomatoasa si sunt, in principal, prezente in
ganglionii limfatici retrofaringieni si in cei mezenterici. Leziunile granulomatoase sunt,
macroscopic si histologic, similare cu leziunile provocate de M.bovis (Coelho s.a., 2013).
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MAA poate infecta porcinele, in maniera similard cu MAH (Agdestein s.a., 2012). La
mistreti, in infectia naturald, semnele clinice si leziunile sunt greu decelabile (Cousins s.a.,
2000), MAA fiind izolat din limfonodurile intestinale (Trcka s.a., 2006). Lara si
colaboratorii au izolat mai frecvent, de la mistretii cu limfadenitd mezenterica si
submaxilara, M. avium serovar 1,2 (Lara s.a., 2011; Coelho s.a., 2013). Perez de Val si
colaboratorii identificda MAA din leziuni granulomatoase si cazeoase din ficat, splind si
limfonoduri mezenterice ale carcaselor de porcine domestice din cinci ferme cu furnizor
comun de hrand, alimentatia fiind principala sursa incriminata (Perez de Val s.a., 2014).

2. M. avium subsp. paratuberculosis (MAP)

MAP este un bacili acido-rezistent, cu dimensiuni de 1-2 um, fastidios, necesitand
adaos de micobactina iar cresterea sa poate fi stimulata si de adaosul de piruvat. Izolarea
primara este greoaie din cauza perioadei lungi necesare pentru dezvoltarea coloniilor (3 - 4
luni), ulterior, in subculturi, dezvoltdndu-se mai rapid. Nu prezinta pigment si coloniile au
aspect rugos (Magee si Ward, 2012). Genomul complet al tulpinii MAP K-10, tipul C a fost
publicat in 2005 (Li s.a., 2005), actualmente fiind disponibile secventele mai multor izolate.

Exista doua grupuri majore de tulpini, cunoscute sub numele de ,tipul ovin" sau
Htipul S/I" si ,tipul bovin" sau ,.tipul C/II", denumite dupa specia gazda de la care au fost
izolate initial. Un al treilea grup de tulpini, denumite "tipul III" a fost initial considerat
intermediar intre tulpini S si C, dar secventierea genomului intreg a confirmat ca sunt de
fapt un subtip S (Stevenson, 2015). Pigmentarea a fost observata la tulpinile de tip S, insa,
pana in prezent, izolatele producatoare de pigment de tip C sunt extrem de rare (Barbosa
s.a., 2017).

MAP este micobacteria nontuberculoasad cu cel mai puternic impact economic i
efect negativ asupra bunastarii animalelor din intreaga lume. Paratuberculoza (sau boala lui
Johne) a fost recunoscuta ca o boald majora a rumegatoarelor de la sfarsitul secolului al
XIX-lea si continua sa evolueze in majoritatea tarilor industrializate, in ciuda implementarii
programelor control si eradicare. Paratuberculoza este o boala infectioasa a rumegatoarelor,
cu dezvoltare lenta, caracterizata prin enteritd granulomatoasa cronica, care conduce treptat
la simptomatologia tipicd si la pierderea progresiva in greutate, adesea letala (Biet si
Boschiroli, 2014, Rapuntean si Rapuntean, 2017).

La bovine, boala se caracterizeaza printr-o perioada de incubatie lunga si o evolutie
extinsa, initial asimptomatica, urmata de o faza clinicd, cu manifestari de enterita cronica.
Se observa anemia, sldbirea progresiva si degradarea starii generale si aparitia diareet, initial
intermitente, rebela la tratament iar in etapele finale pot fi observate edeme si sfarsitul letal.
in general, leziunile observate intereseaza limfonodurile mezenterice si intestinul, portiunea
terminald a ileonului dar si cecumul si rectul, mucoasa fiind puternic hipertrofiata, cu aspect
cutat, asemanator cu circumvolutiunile cerebrale iar microscopic se pot observa granuloame
difuze in peretele intestinal.

La ovine, boala are o evolutie insidioasd, cronica, fenomenele diareice fiind rar
intdlnite. Atunci cand apar semnele clinice, se remarca simptome de enteritd, slabire
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progresivd, modificarea aspectului lanii, polidipsie iar leziunile sunt similare (Perianu,
2012).

Din punct de vedere economic, paratuberculoza este considerata una dintre cele mai
grave boli din industria bovinelor. Acest aspect este cauzat de pierderile importante prin
sacrificarea prematurd, scdderea in greutate, cresterea mortalitatii, reducerea productiei de
lapte, cresterea ratelor de infertilitate si a costurilor de tratament dar si de costurile indirecte
ale politicilor de prevenire si control.

Distributia bolii la nivel global este asociata cu zonele in care se practica intensiv
cresterea rumegatoarelor, zonele cele mai afectate fiind America de Nord, Europa si
Australia. Estimarea prevalentei este dificila din cauza simptomatologiei tardive dar si
diagnosticului laborios, perioadei lungi de incubatie pentru culturi si ineficientei
examenului serologic (ELISA) in cazul animalelor asimptomatice (Biet si Boschiroli,
2014).

In Europa, prevalenta estimati la nivel de efectiv este de aproximativ 50%, cu rate
ridicate (> 40%) raportate in tari precum: Danemarca, Franta, Germania si Olanda. Studiul
publicat de EFSA, in 2017, surprinde distributia infectiilor cu MAP la rumegatoare
domestice si sdlbatice, la nivel european fiind raportate in majoritatea statelor membre ale
Uniunii Europene, exceptie facind Romania, Malta si Letonia, tiri pentru care nu sunt
incluse date. Prevalenta in cadrul turmelor de bovine este de 20%, cu valori mai reduse (3-
5%) 1n unele tari. Desi Suedia si Norvegia ar trebui sé fie considerate libere de infectie, au
fost raportate date cu privire la animale infectate din aceste tari (EFSA AHAW Panel, 2017).
In Statele Unite, un studiu reprezentativ arata ca prevalenta ar putea ajunge la 68% din
efective, comparativ cu valorile din 1990, de 40% (Wells si Wagner, 2000). in Canada,
prevalenta a fost estimata la peste 30% (Van Leeuwen et al., 2001).

In randul bovinelor pentru carne se inregistreazi valori mai scizute comparativ cu
cele de lapte. Datele pentru bovinele de carne, obtinute in cea mai mare parte de serologie,
indicd o prevalentd mult mai scazutd decat la bovinele de lapte. Estimarea prevalentei la
nivel de individ are la baza izolarea MAP din fecale sau tesuturi, aceasta fiind metoda cea
mai fiabila care Tnsd impune un cost ridicat si o perioada indelungata de realizare, sau prin
utilizarea serologiei - ELISA. Unele studii au estimat la 20% prevalenta la bovine in Europa
(Nielsen si Toft, 2009), la 16 si 17% in Canada si respectiv in Statele Unite (Biet si
Boschiroli, 2014).

Datele privind infectia la ovine sau caprine sunt putine. Un studiu amplu efectuat
in Cipru a estimat cd existd cel putin un individ infectat in 60,8% respectiv 48,6% din
efectivele de ovine si caprine evaluate. In turmele infectate, prevalenta reald a infectiei cu
MAP a fost evaluata la 24,6% la oi si 23,1% la capre (Liapi s.a., 2011). in centrul Italiei s-
a estimat ca 73,7% din efectivele de ovine aveau cel putin un animal seropozitiv (Attili s.a.,
2011) iar in Franta a fost estimatd o prevalentd la nivel de turma de 63% (Mercier s.a.,
2010).

MAP poate infecta multe specii de animale, cel mai adesea rumegatoare. Indirect,
prezenta micobacteriei la alte ungulate sdlbatice captive sau libere, cum ar fi cerbul rosu sau
bizonul (descrise ca rezervoare importante ale bolii), poate influenta prevalenta bolii la
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bovine si, in plus, poate ingreuna diagnosticul tuberculozei. La cerb, simptomatologia
observata este similara cu cea descrisa la rumegatoarele domestice, cu diaree si pierderi in
greutate (Reyes-Garcia s.a., 2008). Leziunile observate sunt similare cu cele Intalnite la oi
si capre. Se pot observa necroza si mineralizarea ganglionilor mezenterici din regiunea
ileonului.

Pe langa rumegétoare, specia MAP a mai fost izolata si de la diverse alte mamifere
salbatice, precum porci mistreti, ursi, ratoni, bursuci, sconcsi sau tatu (Coelho s.a., 2013).
Nu toate aceste specii prezintd aceeasi sensibilitate de a dezvolta semne clinice si leziuni
atunci cand sunt infectate, tabloul clinic exprimat si cel lezional fiind mai subtile. La
hermine, vulpi, nevastuici, sobolani, arici sau vidre, localizarea infectiei este la nivel
digestiv, fiind observate granuloame si prezenta bacililor in numar redus (Matos s.a., 2012).

MAP a fost izolat de la mistreti, din probe de tesuturi, fara insa a fi descrise
modificarile histologice (Carta s.a., 2013). Infectia a fost raportata si la iepurii sdlbatici
(Judge s.a., 2006) si poate fi asociatd cu proportia mare de vulpi infectate, in urma
consumului de lagomorfe infectate. Printre carnivorele libere, s-au efectuat doar cateva
studii. Numarul limitat de studii privind infectia la rozétoare face greu de stabilit daca
infectiile naturale apar la acestea (Florou s.a., 2008).

3. M. avium subsp. hominissuis (MAH)

Scenariul evolutiv sugereaza ca diversele subspecii din CMA au evoluat pornind de
la subsp. hominissuis (Turenne s.a., 2008). Diferentierea de MAA se poate realiza prin tipaj
molecular (Johansen s.a., 2007, Radomski s.a., 2010). MAH este o bacterie de mediu, fiind
izolatd din apa, sol, praf, paie sau rumegus. Este usor patogena pentru pasari iar la mamifere
a fost frecvent izolatd de la porcii cu leziuni la nivelul limfonodurilor asociate tractului
digestiv (Matlova s.a., 2005). Este, de asemenea, un agent patogen oportunist pentru alte
mamifere $i fiinte umane, mai ales imunocompromise, aspect care i-a influentat denumirea.

Infectia cu MAH a fost raportata la caini, papagali de companie sau cai (Kriz s.a.,
2010, Komatsu s.a., 2017). Este cea mai frecventa specie de MNT izolata de la bovinele din
Elvetia (Scherrer s.a., 2018). La porcine, pot fi observate leziuni granulomatoase in
limfonodurile mezenterice dar si in organe precum ficatul, plaméanii sau rinichii. Aceste
aspecte sunt in general descoperite la inspectia carnii si pot determina pierderi economice
grave pentru producétor, dacé sunt detectate la mai multi porci sau In mai multe organe.
Ocazional, apar semne clinice precum scéderea in greutate sau avort (Johansen s.a., 2014).

4. M. avium subsp. silvaticum (MAS)

MAS este un bacil acido-rezistent, care formeaza colonii rugoase dupa minim doua
saptamani de incubatie pe medii cu pH acid (pH 5.5) si cu adaos de acid oleic, fara a necesita
adaos de micobactina (Magee si Ward, 2012).

Specia a fost izolatd de la porumbeii salbatici, cocori, pinguini, gaini, cerbi sau porci
mistreti (Ronai s.a., 2015).

Manifestarile clinice care pot fi observate la animalele infectate sunt: pierderea de
greutate, tusea intermitentd, lipsa apetitului, tulburari ale sistemului digestiv, leziuni ale
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glandei mamare. Mistretii si rumegatoarele prezintd rareori simptomatologie, insa prezenta
manifestarilor implica progresia infectiei pana la deteriorarea structurii si functiei tesuturilor
afectate. Leziunile pot fi cel mai adesea intdlnite la nivelul limfonodurilor din regiunea
capului si la cele intestinale (Falkinham III, 2015).

2.1.2. M. marinum

M. marinum este principalul agent micobacterian implicat in patologia infectioasa
a pestilor. Prin pescuit sau acvacultura, expunerea la pestii infectati constituie un factor de
risc pentru infectiile granulomatoase cutanate la om (Gauthier si Rhodes, 2009).

Semnele clinice de micobacterii la pesti sunt de obicei nespecifice si includ
comportament anormal, fricd, pierderea poftei de mancare, pierdere progresiva in greutate,
ascita, pierderea solzilor, modificari de pigmentare la nivel cutanat, leziuni ulcerative
dermice si deformari scheletice (curbarea coloanei vertebrale), care fac imposibil inotul. La
examinarea post-mortem a pestilor infectati sunt observate leziuni albe, mici (tuberculi) n
organele mairite in volum iar examenul histopatologic pune in evidentd prezenta
granulomului tuberculos (Gauthier si Rhodes, 2009).

2.1.3. Complexul M. terrae

Infectii umane cu membrii acestui complex au fost identificate ocazional. Membrii
complexului M. ferrae, siin special M. nonchromogenicum, sunt bacterii izolate din sol sau
din mediul acvatic. M. nonchromogenicum a fost izolat de la bovine cu sau fara reactii
pozitive la testul cutanat si, de obicei, fara leziuni (Hughes s.a., 2005; Hughes s.a., 1993;
McCorry s.a., 2004). Specia a mai fost izolatd din mucusul nazal de la 6 bovine negative la
testarea intradermicd, ce proveneau dintr-un efectiv infectat cu M. bovis (McCorry s.a.,
2004). M. nonchromogenicum este printre cele mai frecvente MNT izolate in Irlanda de
Nord (Hughes s.a., 2005) sau in Franta (Guerin-Faublee s.a., 2013).

2.1.4. M. kansasii

Aceastd micobacterie oportunistd este frecvent implicatd in patologia umana. La
bovine, este asociatd cu leziuni in limfonodurile asociate sistemului respirator si a fost
izolatd de la bovine pozitive la tuberculinare (Waters s.a., 2010). Reprezinta 48% din MNT
izolate In Marea Britanie, altele decit CMA (Vordermeier s.a., 2006), dar numai 2,1% in
Franta (Biet si Boschiroli, 2014). Intr-un studiu efectuat de Waters si colaboratorii in 2006,
infectia experimentald cu M. kansasii la vitei a determinat raspunsuri pozitive atat la dozarea
v-IFN cét si la intradermo-reactie, desi acestea au fost mai putin intense si de duratd mai
scurtd in comparatie cu cele determinate de infectia cu M. bovis.

2.1.5. Alte MNT

Numeroase alte specii de MNT au fost izolate de la animale, fapt pentru care
eventualele implicatii ale acestora in diagnosticul micobacteriilor patogene nu poate fi
exclus. M. gordonae, M. vaccae si M. fortuitum au fost incriminate in patologia telitei
tuberculoase nodulare (Joubert s.a., 1963, Shimizu s.a., 1977). M. phlei, M. chelonae si M.
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fortuitum au fost asociate cu raspunsuri nespecifice la tuberculinare. De asemenea, M.
szulgai, M. flavescens, M. kansasii si M. gordonae pot conduce la reactii incrucisate si
interpretdri gresite in diagnosticul tuberculozei bovine. Aceste specii posedd gene care
codifica antigenele ESAT-6 si CFP-10 (Vordermeier s.a., 2006). M. neoaurum (,,M.
laticola ™) este o specie cu crestere rapida care a fost izolatd de la bovine cu leziuni nodulare
(Rapuntean si Rapuntean, 2017)

2.2. Implicatiile micobacteriilor nontuberculoase in patologia umana

Odata cu scaderea incidentei infectiilor cauzate de specii micobacteriene obligat
patogene s-a observat cresterea numarului infectiilor cauzate de speciile potential patogene.
Printre factorii care au contribuit la aceasta situatie pot fi exemplificati urmatorii: prevalenta
crescutd a bolilor imunosupresive la om (HIV/ SIDA si afectiunile neoplazice); frecventa
crescutd a utilizarii chimioterapicelor; imbunatatirea tehnicilor de izolare, identificare si
discriminare a MNT-urilor; imbatranirea populatiei la nivelul tarilor dezvoltate; extinderea
pe noi areale, habitate ocupate traditional de micobacteriile potential patogene si saprofite;
perfectionarea tratamentelor apei potabile, care a dus la selectia micobacteriilor rezistente
(Kazda s.a., 2009).

Tabelul 2.2/Table 2.2
Cele mai frecvente 10 specii de MNT izolate de la pacienti umani (sursa: van Ingen, 2017)
The ten most frequent NTM species, isolated from human pacients (source: van Ingen, 2017)

Rata de Specii Principalele tipuri de infectie
crestere
Lenta M. avium complex (M. avium, M. Pulmonara, ganglionara, diseminata
intracellulare, altele)
M. kansasii Pulmonari, diseminata
M. xenopi Pulmonara
M. malmoense (Europa de N-V) Pulmonar3, ganglionara
M. simiae Pulmonara
M. ulcerans Cutanata
Intermediara M. marinum Cutanata
Rapida M. abscessus Pulmonara, cutanata, tesuturi moi
M. chelonae Cutanata, tesuturilor moi
M. fortuitum Pulmonara, cutanata, tesuturi moi

Conform declaratiei din 2007 a Societatii Americane Toracice (ATS) (Griffith s.a.,
2007), principalele forme clinice determinate de MNT la om sunt: infectia pulmonara si
pneumonita de hipersensibilitate, limfadenita, infectia diseminata si infectiile cutanate, ale
tesuturilor moi si oaselor (Tabelul 2.2).

2.2.1. Infectia pulmonara

Infectiile pulmonare cronice sunt printre cele mai frecvente manifestéri clinice
determinate de MNT la om. Microorganismele cel mai adesea asociate cu boli pulmonare
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in Statele Unite ale Americii sunt CMA si M. kansasii, insa sunt frecvent izolate de la
pacienti si M. abscessus, M. fortuitum, M. szulgai, M. simiae, M. xenopi, M. malmoense, M.
celatum, M. asiaticum, $si M. shimoidei. Asa cum s-a mentionat anterior, distributia speciilor
care cauzeaza aceste boli variaza geografic. De exemplu, M. xenopi, care este rar gasit in
Statele Unite, este cel de-al doilea ca frecventa in Canada si Europa (Hoefsloot s.a., 2013).

Pacientii susceptibili, in special pentru CMA, sunt persoanele imunocompromise,
copiii, varstnicii, mai ales persoanele de sex masculin, cele peste cincizeci de ani, fumatori,
sau care prezinta diverse patologii pulmonare dar si pacientii de sex feminin cu alte patologii
respiratorii (Griffith s.a., 2007).

Tabloul clinic al infectiei poate fi destul de variat. Tusea cronica este cel mai
frecvent simptom dar febra, starea de rau, scaderea in greutate, dispneea sau hemoptizia pot
varia. Afectarea lobilor superiori si prezenta leziunilor cavitare este caracteristica in special
lui M. kansasii. Spre deosebire de infectiile diseminate, formele pulmonare cu MNT sunt
mai rar descrise la pacientii cu HIV (Griffith s.a., 2007; Jarzembowski and Young, 2008).

O prezentare mai neobisnuitd a infectiei cu membrii CMA este sindromul Lady
Windermere (Reich si Johnson, 1992), observat la femeile in varsta fara conditii pulmonare
preexistente sau fumatoare. Aceste specii au fost de asemenea incriminate in formele
nodulare pulmonare, cu noduli solitari si fara alte simptome cat si intr-o patologie mai nou
descrisa, pneumonita de hipersensibilitate, de obicei relationatd cu expunerea la aerosolii
din spatiile de imbaiere si Inot (,,hot tub lung’”) (Griffith s.a., 2007).

Infectia pulmonara cu MNT poate fi diagnosticatd printr-o combinatie de criterii
clinice, radiografice, bacteriologice si histologice, cum a fost propus de ATS (American
Thoracic Society) si Societatea Americand de Boli Infectioase. Tratamentul infectiilor
pulmonare cu MNT poate fi dificil si implica utilizarea mai multor agenti antimicrobieni,
alegerea medicamentelor variind In functie de specia MNT izolatd. Pentru CMA,
recomandari actuale includ utilizarea unui macrolid, fie claritromicind sau azitromicina,
acestea fiind cele mai eficace, alaturi de inca unul sau doi agenti antimicrobieni precum
rifampicina, amikacina sau streptomicind, pentru a preveni aparitia rezistentei la macrolide
(Jarzembowski si Young, 2008, Griffith s.a., 2007).

2.2.2. Limfadenita

Infectiile cu MNT localizate la nivelul limfonodurilor sunt cel mai frecvent intalnite
la copii. Cele mai afectate lanturi ganglionare sunt cele din regiunea capului si gatului, in
special lantul anterior cervical, dar si cele submandibulare, submaxilare si preauriculare.
Ocazional, limfonodurile mediastinale pot fi implicate. Prezentarea clinicd comuna este de
inflamatie nedureroasa a unuia sau mai multor limfonoduri, fara simptomatologie sistemica
si cel mai adesea unilaterald. Se poate complica prin cronicizare si fistulizare (Piersimoni si
Scarparo, 2009).

Cel mai frecvent implicate specii sunt cele din CMA, izolate din aproximativ 80%
dintre specimenele pozitive. M. scrofulaceum, considerata cauza predilectd in anii 1970,
este actualmente a doua cea mai frecventd MNT izolatd in SUA. Alte specii implicate in
aceasta patologie sunt: M. malmoense, M. kansasii, M. haemophilum, M. interjectum, M.
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palustre, M. tusciae, M. heidelbergense, M. elephantis, M. lentiflavum si M. bohemicum.
Aproximativ 10% din cazurile de limfadenitd micobacteriana la copii sunt cauzate de MTB.
Tratamentul este cel mai adesea chirurgical, curativ in peste 90% din cazuri (Griffith s.a.,
2007; Brown-Elliott si Wallace, 2005).

2.2.3. Infectia diseminata

Infectiile diseminate determinate de MNT sunt cel mai frecvent intalnite la pacientii
cu HIV 1n stadii avansate (CD4+ <50/pul). Mai mult de 95% dintre aceste cazuri sunt cauzate
de CMA. Alte specii MNT implicate sunt: M chelonae, M. abscessus, M. xenopi, M.
conspicuum, M. gordonae, M. kansasii, M. genavense, M. haemophilum, M. fortuitum, M.
marinum, M. simiae, M. scrofulaceum, M. celatum, M. malmoense, M. triplex si M.
lentiflavum (Griffith s.a., 2007; Brown-Elliott si Wallace, 2005). Simptomele sunt in
general febra, transpiratiile nocturne, pierderea in greutate, diaree si dureri abdominale. M.
chelonae, M. abscessus si M. haemophilum pot determina o forma subcutanata difuza, cu
noduli si abcese (Griffith, 2004).

2.2.4. Infectiile cutanate, ale tesuturilor moi si ale oaselor

Spectrul afectiunilor MNT la nivelul tesuturilor moi si ale scheletului este larg,
fiind observate abcese sau noduli, tenosinovite localizate si osteomielite. De obicei, apar ca
urmare a inoculdarii directe, prin traumatisme penetrante sau prin murdéria ajunsa la nivelul
ranilor si fracturilor deschise. Infectia poate fi de asemenea indusa iatrogen, infectii cu MNT
fiind raportate Tn urma utilizarii cateterelor intravenoase si peritoneale, sunturilor, injectiilor
intramusculare sau procedurilor de chirurgie estetica.

Speciile cu crestere rapida M. abscessus, M. fortuitum si M. chelonae sunt cele mai
des incriminate etiologic. M. fortuitum poate provoca astfel de infectii localizate la persoane
imunocompetente, in timp ce pacientii de la care se izoleazd M. chelonae si M. haemophilum
sunt de obicei immunosupresati. M. abscessus poate cauza infectii la ambele categorii de
pacienti si alaturi de M. fortuitum si M. chelonae poate provoca infectii granulomatoase
cronice ale tecilor tendinoase, burselor, articulatiilor sau oaselor (Griffith s.a., 2007).

M. marinum provoaca o infectie aparte, numita granulom de piscind sau granulom
de acvariu. Aceasta este de obicei observata la persoanele care sunt expuse la un anumit tip
de mediu acvatic (de exemplu acvarii sau piscine) si prezinta leziuni granulomatoase pe
zone ale extremitatilor predispuse la abraziune. Leziunile apar initial ca papule, care apoi
ulcereaza. Desi afectiunea este adesea localizatd, unii pacienti pot dezvolta o limfangita
nodulara (Pavlik s.a., 2009).

Ulcerul Buruli, determinat de M. ulcerans, se caracterizeaza initial printr-o leziune
cutanatd nodulara si pruriginoasa, care treptat devine ulcerativa.

Afectiunea fost raportatd in 33 de tari din Africa, America, Asia si Pacificul de
Vest. Cele mai multe cazuri apar in regiunile tropicale si subtropicale, cu exceptia celor din
Australia, China si Japonia. Majoritatea cazurilor sunt raportate din Africa de Vest si
Centrala, inclusiv din Benin, Camerun, Coasta de Fildes, Republica Democratica Congo si
Ghana. Nu exista tendinte previzibile in numirul de cazuri raportate anual. In 2015, 13 tari
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au raportat un numar de 2046 cazuri, in 2016 au existat 1920 de cazuri iar datele partiale
pentru 2017 indicd un numar de 2209 de cazuri (WHO- Buruli ulcer fact sheet).

2.3. Aspecte generale privind diagnosticul micobacteriilor
nontuberculoase

Multitudinea de specii de MNT identificate in ultimele decenii este consecinta a doi
factori importanti: pe de o parte, disponibilitatea si fiabilitatea metodelor noi de secventiere
ADN, care pot diferentia chiar si speciile strans relationate iar pe de altd parte, cresterea
frecventei de izolare.

Diagnosticul bacteriologic al MNT a evoluat in paralel cu descoperirea de noi specii
si cu necesitatea obtinerii unui rezultat cat mai rapid. Utilizarea mediilor de cultura solide
este Tnsotita de dezvoltarea sistemelor automate rapide, care utilizeaza medii lichide si sunt
mai sensibile si de identificarea rapida prin instrumente moleculare. Tehnicile de prelucrare
a probelor si de cultivare a bacteriilor sunt similare cu cele folosite in diagnosticul
tuberculozei. Microscopia directd se bazeazd pe tehnicile de colorare cu substante
fluorescente, auramina si rodamind sau pe tehnica clasica Ziehl-Neelsen.

Sensibilitatea diagnosticului bazat pe examenul bacteriologic poate fi semnificativ
sporitd daca cultivarea se realizeaza deopotriva pe medii solide si lichide si daca incubarea
se realizeaza atat la 30°C cat si la 37°C.

Utilizarea temperaturilor mai scazute faciliteaza izolarea unor MNT care sunt
implicate in infectii cutanate sau in limfadenite, precum M. marinum sau M. haemophilum
(van Ingen, 2017).

Avand o capacitate de a detecta 10> microorganisme viabile/ml de proba (pentru M.
tuberculosis), cultura este mai sensibila decat microscopia si constituie un mijloc important
de monitorizare a eficacitatii terapiei. O mare varietate de medii solide (Lowenstein-Jensen,
Ogawa, Middlebrook, Coletsos) si lichide (Middlebrook 7H9) sunt disponibile.
Caracteristicile morfologice ale coloniilor, rata de crestere si pigmentarea constituie aspecte
importante in identificarea preliminara.

O serie de sisteme de cultivare In mediu lichid sunt disponibile si recomandate
pentru izolarea MNT: BD Bactec MGIT(Becton, Dickinson and Company Diagnostics),
BacT/ALERT® MP (BioMerieux, Franta), MB Redox (Heipha Diagnostika) si Septi-check
(BD Diagnostics) (Maurya s.a., 2017).

Pentru a mari rata de izolare si pentru a inhiba cresterea contaminantilor, majoritatea
mediilor necesitd un adaos de suplimente precum OADC (amestec de albumind bovina,
dextroza, catalazd si acid oleic) sau antibiotice (PANTA - amestec de polimixind B,
amfotericina B, acid nalidixic, trimetoprim si azlocilina). In cazul organismelor fastidioase,
sunt necesare si unele substante precum heminul (M. haemophilum) sau micobactina (M.
avium subsp. paratuberculosis), cu rol in transportul fierului (Maurya s.a., 2017; Magee si
Ward, 2012).

Desi sunt considerate "standarde de aur", metodele conventionale de cultivare a
micobacteriilor sunt consumatoare de timp (6-8 sdptamani sau chiar mai mult, in cazul lui
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M. avium subsp. paratuberculosis) iar in cazul multor MNT sunt insuficiente pentru
diferentierea intre specii.

Metodele fenotipice de identificare si diferentiere a speciilor de MNT au o utilizare
limitata, fiind consumatoare de timp, greu de realizat si inexacte datoritd puterii
identificare pot fi utilizate: testul de acumulare a niacinei in mediu, testul producerii de
nitrat-reductaza, evidentierea catalazei termolabile, hidroliza Tween 80, utilizarea citratului,
asimilarea fierului din mediu, hidrolizarea ureei sau reductia teluritica (Bhalla s.a., 2018).

Testarea moleculard se bazeazd pe principiul amplificarii regiunilor de interes si
permite o identificare rapida si precisa a speciilor, in mai putin de 24 de ore. Hibridizarea si
secventierea ADN-ului sunt tehnici frecvent utilizate.

Identificarea genotipica, utilizind sonde nucleice, (precum AccuProbe si Gen-
Probe, San Diego, CA) este disponibild pentru CMTB, M. avium, M. intracellulare, CMA,
M. gordonae si M. kansasii din culturd. AccuProbe se bazeazd pe utilizarea sondelor de
ADN marcate cu ester acridiniu, complementare cu ARNr specific micobacterian, eliberat
dupa liza. Testul INNo-LiPA MYCOBACTERIA (Innogenetics, Belgia) utilizeaza sonde
de 280pb ITS (Internal transcribed spacer) dintre zonele 16S si 23S ARNr, pentru
identificarea speciilor din CMTB dar si a unor MNT. Kiturile GenoType (Hain Lifescience,
Germania) tintesc gena condanta a 23S ADNr (van Ingen, 2017).

Adesea, relevanta clinica a unui izolat micobacterian variaza in functie de specia
identificata. Astfel, identificarea certd la nivel de specie este necesara pentru adoptarea
masurilor de control dar si pentru stabilirea traseelor epidemiologice, mai ales in populatiile
de animale. Utilizarea elementelor de insertie, specifice la nivel de complex sau specie
precum 1S7245, 1S901, 1S1311, 1S900, 1SMav2 sau 1SMpa02, faciliteaza identificarea
rapida si discriminarea subspeciilor M. avium.

Cea mai frecvent utilizata gena pentru identificarea bacteriilor, 16S ARNr, confera
o identificare fiabila, contribuind la descoperirea speciilor noi de MNT. Genele sod4, recA4,
gyrB, gyrd, Hsp65 si rpoB sunt frecvent utilizate in studiile filogenetice, fie individual, fie
prin analiza filogenetica a secventelor concatenate. O analiza genetica combinata a acestor
elemente determina cresterea capacitatii de diferentiere (Biet si Boschiroli, 2014).

In cadrul investigatiilor epidemiologice ale speciilor incluse in CMA sunt folosite
o serie de tehnici pentru tipizarea moleculard, precum analiza polimorfismului lungimii
fragmentelor de restrictie (RFLP) pe baza secventelor de insertie 1S1245 si IS1311 sau
analiza unitatilor repetitive micobacteriene — MIRU-VNTR (Radomski s.a., 2010).

Secventierea genomica completd (WGS) a tulpinii M. tuberculosis H37Rv a deschis
drumul studiilor epidemiologice moderne ale micobacteriilor. Datoritd progreselor rapide
ale tehnologiei de secventiere a genomului, in baza de date NCBI sunt disponibile
secventele genomice complete pentru aproximativ 150 de membri din genul Mycobacterium
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, Gupta s.a., 2018). WGS este mult mai precisa in

......

rezolutie si identificarea unei varietati de markeri genetici specifici.
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In medicina omului, atunci cand sunt suspectate infectiile determinate de MNT,
diagnosticul de certitudine trebuie sd fie Intotdeauna sustinut de izolarea repetatd a
micobacteriei din mai multe produse patologice sau dintr-un singur specimen steril, recoltat
aseptic (Griffith s.a., 2007).

Din cauza prezentei lor in mediu, izolarea MNT din probe nesterile de origine
umand nu este echivalentd cu infectia sau boala, mai ales in cazul probelor de la nivel
respirator. Izolarea repetatd, semnele clinice exprimate de pacient, aspectele radiologice,
tipul micobacteriei izolate si factorii predispozanti relationati cu gazda sunt aspecte necesare
pentru a determina daca micobacteria izolata este agentul cauzal sau se datoreaza colonizarii
sau contaminarii (van Ingen, 2017).
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CAPITOLUL 3.
SCOPUL CERCETARILOR, OBIECTIVELE PROPUSE SI CADRUL
ORGANIZATORIC

CHAPTER 3.
RESEARCH GOAL, OBJECTIVES AND THE ORGANIZATIONAL
FRAMEWORK

Micobacteriile nontuberculoase au dobandit treptat importanta si au ajuns in atentia
cercetatorilor, medicilor veterinari si medicilor umani ca agenti etiologici ai
micobacteriozelor la o gama larga de gazde, pacienti umani si numeroase specii de animale
domestice, sdlbatice sau animale de companie.

MNT sunt adesea izolate din diverse nise din mediul inconjurator, ape, sol sau
vegetatie. In ciuda faptului ca MNT sunt caracterizate prin patogenitate moderati, incidenta
infectiilor cauzate de acestea a inregistrat o crestere, in special in tarile dezvoltate (Rindi si
Garzelli, 2016).

Inainte de anii 1990, in laboratoarele clinice de micobacteriologie identificarea
MNT se realiza in baza caracterelor culturale fenotipice si a testelor biochimice
conventionale. Incepand cu anii 1990, aparitia si dezvoltarea metodelor moleculare, prin
PCR si secventierea genelor pentru identificarea speciilor si subspeciilor, a marcat o noua
erd pentru MNT, cu explozia de noi specii (peste 100) descrise, In comparatie cu cele
aproximativ 55 de specii identificate in decada anterioara. Actualmente, sfera diagnosticului
molecular este marcata de o abordare moderna, prin secventierea intregului genom (WGS
= whole genome sequencing), care aduce clarificéri si contribuie la analiza filogenetica a
antimicrobiene utilizate in terapie.

Majoritatea studiilor privitoare la diversitatea MNT provin din sfera patologiei la
om si cel mai adesea tulpinile cercetate sunt izolate din probe recoltate de la nivel respirator.
De interes pentru veterinari sunt speciile incluse in CMA, mai ales subspeciile de M. avium.
Dupa cum a mai fost mentionat, membrii acestui complex sunt frecvent implicati si in
patologia micobacteriana nontuberculoasa la om.

Tema de cercetare a prezentei lucrari a aparut pe fondul lipsei informatiilor privind
diversitatea speciilor micobacteriene nontuberculoase, atat in sfera veterinara cat si in
medicina umand din tara noastrd. Cercetdrile realizate anterior in regiunea de N-E a
Roméniei au fost axate cu precddere pe membrii complexului M. avium, tulpini izolate de
la pésari si rumegatoare (Macovei, 2014; Bostanaru, 2014; Savuta, 2000). Includerea in
studiu a tulpinilor de origine umand survine din conceptul integrativ si interdisciplinar al
sanatatii unice, ,,One health”. Astfel, Tnainte de evaluarea potentialului zoonotic, este
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necesara identificarea si caracterizarea tulpinilor izolate care pot fi incadrate in acest grup

(MNT).

Scopul tezei de doctorat cu titlul , Identificarea, caracterizarea si incadrarea

taxonomica a tulpinilor de micobacterii nontuberculoase izolate de la om si animale”
este evaluarea diversitatii micobacteriilor nontuberculoase din probe biologice de origine

umand si animald, rezultatele cercetérilor contribuind la imbunatatirea cunostintelor de

ordin etiologic si epidemiologic privind speciile prevalente de MNT cu potential patogen
din regiunea de N-E a tarii noastre.

Principalele obiective urmarite pot fi sistematizate astfel:

estimarea seroprevalentei CMA 1n populatia de mistreti (Sus scrofa) de pe teritoriul
judetului lasi si din judete invecinate din nord-estul Romaniei;

cercetarea seroconversiei specifice (anticorpi CMA) in probe de lichide toracice
provenite de la vulpi sélbatice (Vulpes vulpes);

izolarea si identificarea tulpinilor de MNT implicate in infectii la pasari si
rumegatoare domestice;

identificarea si evaluarea diversitatii de MNT cu implicatii potentiale in patologia
respiratorie la pacienti umani;

caracterizarea si compararea izolatelor micobacteriene de origine animala si umana,
selectate In urma identificarii moleculare a CMA;

analiza genotipicad a micobacterilor incluse In CMTB, identificate intr-un egantion
de probe de la animale (nurci de crescatorie si bovine).

Pentru realizarea obiectivelor si atingerea scopului propus, au fost Intreprinse o serie de

activitati de diagnostic morfologic, serologic, bacteriologic, molecular si de analiza
bioinformatica:

66

detectia anticorpilor anti-M. avium in probe de ser de la mistreti si in lichide toracice
de la vulpi, cu ajutorul unui kit comercial;

evidentierea prezentei MNT 1n diverse probe de tesuturi de la pasari si rumegétoare,
utilizdnd tehnicile clasice de diagnostic histopatologic, bacteriologic si
bacterioscopic;

detectia moleculara a elementelor specifice speciilor de MNT din CMA, direct din
probele de tesut cat si din culturi obtinute de la pasari si rumegatoare, prin utilizarea
unor protocoale validate si standardizate;

detectia moleculara a elementelor specifice speciilor de MNT din CMA si
secventierea portiunilor hipervariabile ale unor gene inalt conservate in genomul
micobacterian din izolate de origine umana;

caracterizarea MNT incluse in CMA, utilizdnd o tehnica de genotipare cu capacitate
inalta de diferentiere, MIRU-VNTR;

caracterizarea micobacteriilor din CMTB identificate direct in probele de tesut
analizate, utilizand o tehnicd moderna de genotipare - spoligotiparea cu microbile
(microsfere) magnetice.
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Distributia largd a micobacteriilor In mediu subliniazd necesitatea colaborarilor
interdisciplinare active. Majoritatea publicatiilor de profil se orienteaza strict catre
implicatiile MNT in sfera veterinara sau umana si putine abordeaza potentialul zoonotic al
acestor micobacterii (Thirunavukkarasu s.a., 2017). O abordare interdisciplinara si
uniformizarea tehnicilor de diagnostic in cazul MNT ar contribui substantial la
caracterizarea integrativa a diversitatii si implicatiilor patologice ale membrilor acestui
grup.

Pentru indeplinirea obiectivelor propuse, activitdtile de cercetare intreprinse in
perioada studiilor doctorale au fost realizate in urmatoarele institutii:

e Laboratoarele de Bacteriologie, Serologie si Biologie Moleculard din cadrul Facultatii
de Medicina Veterinara lasi (FMV-IS);

e Laboratorul de Bacteriologie BK din cadrul Spitalului Clinic de Pneumoftiziologie Iasi
(BK-IS);

e Laboratorul pentru Sandtatea animalelor, Unitatea Zoonoze Bacteriene din cadrul
Agence nationale de sécurité sanitaire de [’alimentation, de [|’environnement et du
travail, Maisons-Alfort, Franta (ANSES-FR).

In cadrul laboratoarelor FMV Iasi au fost realizate studiile serologice, intreprinse
pe 275 de probe de ser recoltate de la mistreti si 92 de probe de lichide toracice de la vulpi
sdlbatice. Totodatd, in cadrul aceleiasi institutii au fost efectuate cercetarile privind
diagnosticul bacteriologic si histopatologic pe probe recoltate de la animale (pasari, bovine,
ovine, cerb si caini) cat si extractiile de ADN in vederea testarilor moleculare. Desfasurarea
activitatilor in aceasta institutie s-a realizat pe intreaga perioada a studiilor doctorale, 2014
-2018.

In cadrul laboratorului BK-IS, in perioada mai 2015 - martie 2017 s-au efectuat
studiile privind izolarea primard a MNT din probe respiratorii umane, supuse initial
procedurii de diagnostic pentru tuberculoza. Repicajul si pregatirea acestor izolate in
vederea testarilor moleculare s-au desfasurat in cadrul laboratoarelor FMV lasi.

In cursul anilor 2017-2018, au fost efectuate doua stagii de pregitire si cercetare in
cadrul laboratorului pentru Sanatatea animalelor ANSES-FR. Activitdtile desfasurate in
aceasta institutie, in Laboratorul de Referinta pentru Tuberculoza Bovina, listat ca laborator
de referinta de catre Organizatia Mondiald pentru Sanatatea Animalelor (WOAH-OIE), au
facilitat identificarea si caracterizarea prin tehnici moleculare a MNT din probele evaluate.
Dintre activitatile acestei institutii se pot enumera: dezvoltarea si validarea de instrumente
de diagnostic, atat fenotipice cat si moleculare, in scopul unei monitorizari epidemiologice
a focarelor la animalele domestice si salbatice, aplicarea de tehnologii moderne, rapide si
fiabile in diagnosticul curent si In cercetare, efectuarea studiilor epidemiologice, toate prin
prisma conceptului "One Health", vizand interactiunea dintre agentii patogeni, mediu si
speciile gazda.
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CAPITOLUL 4.
INVESTIGATII SEROEPIDEMIOLOGICE PRIVIND INFECTIA CU
MYCOBACTERIUM AVIUM LA MISTRETI SI LA VULPI
SALBATICE

CHAPTER 4.
SEROEPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION REGARDING
MYCOBACTERIUM AVIUM INFECTION IN WILD BOARS AND
WILD FOXES

Micobacteriile nontuberculoase din CMA pot infecta o gama variatd de animale
sdlbatice, rumegatoare, omnivore sau carnivore. Cand sunt prezente, semnele clinice si
leziunile Tmbraca aspecte similare cu cele observate la animalele domestice. Majoritatea
studiilor mentioneaza faptul ca principalele specii nontuberculoase izolate de la animalele
salbatice sunt M. avium subsp. paratuberculosis si M. avium subsp. avium.

Porcul mistret (Sus scrofa) este cel mai raspandit ungulat sdlbatic in multe regiuni
din Europa. Distributia vasta a speciei, alimentatia omnivora, adaptabilitatea la schimbarile
de mediu, capacitatea de a traversa barierele naturale, contactul cu diverse specii de animale
sdlbatice si domestice si susceptibilitatea la infectii micobacteriene constituie aspecte de
reald importantd in ceea ce priveste capacitatea acestei specii de a intra In contact, de a
infecta si disemina MNT. Réspandirea se poate realiza atat prin intermediul excretiilor, cu
precadere fecale, dar si de pe suprafata corporald (Boadella s.a., 2011; Pavlik s.a., 2009).

Numeroase cercetari au evidentiat rolul acestei specii in mentinerea si raspandirea
micobacteriilor din CMA (M. avium subsp. paratuberculosis si M. avium subsp. avium) si
M. bovis, in diverse areale (Pavlik s.a., 2009). Leziunile sunt rareori observate, mai frecvent
la animalele adulte, odatd cu cresterea 1n varstd si sunt de obicei localizate la nivelul
limfonodurilor.

Dovezi ale infectiei naturale cu membri CMA la animalele silbatice sunt furnizate
de studiile efectuate in diverse tari: Scotia (Beard s.a., 2001), Spania (Boadella s.a., 2011,
Marco s.a., 2002) Portugalia (Matos s.a., 2014), Norvegia (Tryland s.a., 2004). Infectiile
CMA la carnivore sunt cel mai adesea localizate la nivel digestiv si apar in urma ingestiei
bacililor in timpul hranirii. Contaminarea din mediu este putin probabila. in dieta vulpilor
sunt incluse rozatoare mici, pasari si iepuri, acestea fiind cele mai probabile surse.

Determinarea prevalentei infectiilor micobacteriene nontuberculoase in randul
populatiilor de animale sdlbatice aduce un plus de informatii semnificative privind
distributia si transmiterea acestor infectii. in contextul unui habitat comun, unde pot exista
interactiuni intre animalele domestice si salbatice si tindnd cont de capacitatea infectioasa
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oportunistd a MNT si rezistenta lor in mediu, aceste informatii pot aduce contributii
semnificative la evaluarea potentialului de transmitere si eficientizarea programelor de
control a tuberculozei si paratuberculozei. De asemenea, nu trebuie neglijata nici evaluarea
starii de sanatate a populatiilor de animale salbatice.

Sondajele serologice constituie metode fiabile si des utilizate in medicina veterinara
pentru evaluarea prezentei si distributiei unei boli de natura infectioasa. In tara noastra nu
au fost efectuate pana acum investigatii serologice privind infectiile cu CMA la animale
sdlbatice.

Scopul acestui studiu a fost realizarea unei investigatii de prevalentd a anticorpilor
anti-CMA 1n seruri de la mistreti si in lichide toracice de la vulpi sélbatice din judete din
regiunea de Est a Romaniei, pentru a obtine in final informatii preliminare privind
distributia speciilor de micobacterii incluse in acest complex in zona evaluata.

4.1. Material si metoda

4.1.1. Recoltarea si conditionarea probelor

In prezentul studiu au fost testate 275 de probe de seruri provenite de la mistreti din
urmatoarele judete din zona de Est a Romaniei: lasi (209 probe), Botosani (11 probe), Bacau
(17), Galati (27). Au mai fost testate 11 probe din judetul Covasna (11). Recoltarea a fost
realizatd de-a lungul sezoanelor de vanatoare din perioada 2017-2018, probele fiind
mentinute la -20°C, pana in momentul testarii.

Figura 4.1 Distributia geografica a fondurilor de vanatoare din judetul lasi, din care au provenit probele

analizate (numarul marcatorului corespunde cu numarul fondului de vanatoare din tabelul 4.1; creata cu
/www.scribblemaps.com)
Figure 4.1 Geographical distribution of the Iasi County hunting funds, from which originated the analyzed
samples (the number on the marker corresponds to the hunting regions described in table 4.1; designed with
/www.scribblemaps.com)
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Tabelul 4.1/Table 4.1
Date privind distributia si originea probelor din Judetul Iasi
Data regarding the distribution and origin of the samples from lasi County

Nr. de Sex Categoria de varsta
Nr. Denumirea fondului de probe
Crt. vanitoare (FV) testate/ M F Tineret Maturi Adulti
fond ’
1. 1 Tatarusi 1 1 1
2. 2 Motca 2 2 2
3. 3 Miroslovesti 1 1 1
4. 4 Halaucesti 1 1 1
5. 5 Stolniceni Prajescu 4 4 4
6. 6 Stroesti 1 1 1
7. 7 Harmanesti 1 1 1
8. 8 Siretel 2 2 2
9. 9 Bahlui 24 8 16 8 16
10. 10 Catalina 3 2 1 2 1
11. 17 Gropnita 1 1 1
12. 22 Turia Perieni 23 11 12 6 17
13. 23 Larga Jijia 2 1 1 2
14. 24 Probota 3 2 1 3
15. 25 Letcani 1 1 1
16. 27 Victoria 8 4 4 1 7
17. 28 Golaesti 3 2 1 1 2
18. 29 Tutora 2 2 2
19. 30 Prisacani 4 4 4
20. 31 Strunga 3 3 3
21. 32 Crivesti 5 3 2 4 1
22. 33 Braiesti 6 2 4 6
23. 35 Sinesti 4 4 4
24. 37 Gheorghitoaia 8 8 3 5
25. 38 Horlesti 4 2 2 2
26. 40 Mogosesti 7 2 5 1 2 4
27. 41 Barnova 1 1 1
28. 42 Poieni 14 4 10 1 3 10
29. 43 Schitu Duca 4 2 2 2 2
30. 44 Pietrosu 7 1 6 3 4
31. 45 Pocreaca 2 1 1 2
32. 46 Bradicesti 3 3 3
33. 47 Bunesti 2 1 1 1 1
34. 48 Crasnita 14 11 3 1 2 11
3S. 49 Gorban 4 3 1 1 3
36. 50 Raducaneni 7 5 2 7
37. 51 Grajduri 16 11 5 3 13
38. 52 Mironeasa 4 1 3 2 2
39. 53 Tibana 1 1 1
40. 54 Tibanesti 4 2 2 2 2
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Aspectele privind varsta si sexul mistretilor din judetul lasi, de la care au provenit
probele testate, sunt redate in tabelul 4.1. Zonele de recoltare a probelor au fost constituite

din 40 de fonduri de vanatoare, a caror distributie este prezentata in figura 4.1. Pentru doua
probe din judetul Iasi si pentru probele ce au provenit din alte judete nu au fost disponibile
date privind locatia fondurilor de vanatoare.

Alaturi de probele de la mistreti, au mai fost testate 92 de probe reprezentate de
lichide toracice recoltate de la vulpi (Vulpes vulpes) dupa perioada campaniilor de vaccinare
antirabicd din 2015. Aceste probe au fost testate initial pentru verificarea eficacitatii
vaccindrilor orale antirabice cu ajutorul momelilor, conform planului strategic. In cadrul
acestui studiu au fost incluse probe de pe teritoriul a cinci judete din zona de N-E a
Romaniei, dupa cum sunt prezentate in figura 4.2.

Suceava
20

lasi

Neamt
19

Vaslui
"

Galati
12

Figura 4.2 Originea geografica a probelor de la vulpi (original)
Figure 4.2 Geographic origin of the fox samples (original)

4.1.2. Evaluarea serologica

Pentru identificarea anticorpilor IgG anti-Mycobacterium avium in probele de ser si
lichide toracice a fost folositd metoda ELISA indirectd, fiind utilizat un kit comercial: ID
Screen® Mycobacterium avium Indirect Multi-species (ID.vet, Innovate Diagnostics,
Franta). Acest test este conceput pentru a detecta circulatia lui M. avium subsp. hominissuis
la nivelul de efectiv, in cazul suinelor domestice dar are o aplicabilitate larga, putind fi
utilizat pe probe de ser si plasma de la o varietate de animale domestice (ovine, caprine,
bovine, suine) dar si sdlbatice. Conform datelor furnizate de producétor si studiilor
preliminare, testul ELISA utilizat are o sensibilitate ce variaza intre 34,48% - 44% si o
specificitate de 100% (Lesceu si Pourquier, 2011; Eisenberg s.a., 2012).

Pentru evitarea raspunsurilor incrucisate, anticorpilor nespecifici, probele se mentin
intr-o prima etapa de preincubare in solutie tampon cu M. phlei, pentru 16-20 de ore, la 4°C,
inainte de transferarea in placile captusite. In placile cu 96 de godeuri, fiecare proba a fost
testatd singular iar martorii, pozitiv si negativ, furnizati de producator au fost testati in

71



Anton loana Alexandra

duplicat. Probele au fost ldsate la incubat pentru 45 minute. Dupa spalare, a fost adaugat un
conjugat multi-specie IgG-peroxidaza, care se fixeazd pe complexele antigen-anticorp
formate n etapa anterioara. Placa a fost din nou spalata si pentru revelare s-a adaugat solutia
de substrat TMB, care in prezenta anticorpilor determina virarea culorii din godeuri in
albastru (fig. 4.2 A). In etapa finala, dupi adaugarea solutiei STOP, culoarea se modifici in
galben (fig. 4.2 B) in godeurile in care exista anticorpi.

Citirea placilor s-a realizat la lungimea de unda de 450nm, utilizand cititorul ELISA
Sunrise™ Absorbance Reader (Tecan Group Ltd., Ménnedorf, Elvetia). Evaluarea
rezultatelor obtinute a fost realizatd conform specificatiilor producatorului. Astfel, pentru
validarea reactiei s-a urmarit ca media valorilor densitatilor optice obtinute pentru martorii
pozitivi sa fie peste 0,350 iar raportul dintre mediile densitatilor optice ale martorilor
pozitivi si ale celor negativi s fie mai mare sau egal cu 3.

Exprimarea rezultatelor s-a realizat pentru fiecare proba in parte, procentual, ca
raport dintre proba si media martorilor pozitivi, conform formulei:

ODy5opTr0oba—0Dysg MN
50 450 X 1 00,
ODy5oMP—0DysoMN

unde: MN= martor negativ, MP= martor pozitiv, OD,5,= valoarea densititii optice
obtinute In urma citirii la o lungime de unda de 450nm.

Figura 4.3 Placa de testare ELISA: A - dupa adaugarea substratului, B - dupé adaugarea solutiei STOP
(original)
Figure 4.3 ELISA testing plate: A - after adding the conjugate, B - after adding the STOP solution
(original)
Conform instructiunilor, rezultatele mai mici sau egale cu 40% din valoarea OD a

serului de control pozitiv au fost considerate negative, valorile mai mari sau egale cu 50%
- pozitive iar valorile intre 40 si 50% au fost incadrate ca dubioase.

4.2. Rezultate si discutii

In urma testarii serologice a celor 275 de seruri de mistret, cu ajutorul unui kit
comercial ELISA, nu au fost detectati anticorpi anti-M. avium 1n nici una dintre probele de
ser supuse evaludrii. Din esantionul de 92 probe testate de la vulpi, o singurd proba,
provenita din judetul Galati a fost pozitiva (1,08%).
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Acesta este primul studiu de seroprevalentd a CMA efectuat in tara noastra la specii
de animale sdlbatice. Utilizarea unei analize serologice limiteaza contextul discutiilor la
expunere si nu la boala.

Utilizarea metodelor serologice pentru evaluarea infectiilor determinate de speciile
CMA la mamiferele silbatice nu este realizatd pe scard largd, facand dificila astfel
compararea rezultatelor. Utilizand aceeasi metoda de testare, Matos si colaboratorii (Matos
s.a., 2015) identificd o singurd probd pozitivd din cele 42 testate (2.4%; CI 95%: 25.4-
32.7%). M. avium subsp. paratuberculosis a fost izolat sau identificat prin PCR la vulpi atat
in Europa cét si in America sau 1n Austria (Beard s.a., 2001, Anderson s.a., 2007, Florou
s.a., 2008). In Portugalia, infectia cu aceasti micobacterie este frecventi in randul
carnivorelor sélbatice (Matos s.a., 2014).

In general, o frecventd scazutd a infectiilor cu M. avium subsp. paratuberculosis,
de pana la 5 % este de asteptat la mistreti, conform rezultatelor semnalate de Alvarez in
Spania sau Machackova in diverse tari din centrul Europei (Alvarez s.a., 2005, Machackova
s.a., 2003).

Rezultatele negative obtinute in acest studiu ar putea fi explicate printr-o lipsa reala
de expunere la agenti micobacterieni sau printr-o incapacitate a testului utilizat de a detecta
anticorpi la aceasta specie. Al doilea motiv ar putea fi exclus, tinand cont de faptul ca
reactiile au fost validate si kitul a fost utilizat si de alti cercetatori, pe probe de mistreti, cu
rezultate pozitive. Utilizand aceeasi metodd, Matos si colaboratorii au identificat o
prevalentd de 23,9% (CI 17,8-34,2) pentru esantionul testat de seruri de mistreti din
peninsula Ibericd (Matos s.a., 2015).

Rezultatele noastre pot fi corelate cu o distributie redusd a membrilor CMA 1n
mediu si o prevalentd scazuta a infectiilor determinate de acesti agenti bacterieni la animale,
fie ele silbatice sau domestice. Din evaluarea curentd, reiese un rol limitat al vulpilor in
epidemiologia infectiilor micobacteriene nontuberculoase.

Aceste rezultate pot fi corelate si cu numarul scazut de focare de paratuberculoza
identificate in perioada 2014-2018 in tara noastra si raportate in baza de date WAHIS a
WOAH- OIE (27 de focare), in regiunea de N-E a tarii fiind semnalate doar in judetele lasi
(1 focar in 2015) si Botosani (doud focare in 2016).

Studiile privind prezenta speciilor din CMA 1n populatiile de mistreti, mai ales cu
referire la M. avium subsp. paratuberculosis, sunt reduse ca numar, in ciuda faptului ca
aceste animale sunt cunoscute ca fiind rezervoare relevante pentru un alt patogen
micobacterian, M. bovis (Aranaz s.a., 2004). Mistretul este un omnivor care, in salbaticie,
se hraneste ocazional si cu animale mici, precum iepuri (Lepus europeus), fazani, potarnichi
(Perdix perdix) sau chiar rumegatoare tinere. Mistretul se hraneste si cu resturi de carcase
de la animalele salbatice moarte sau de la animale domestice (pasari, iepuri de curte)
eliminate necorespunzitor (Machackova s.a., 2003). Atfel, infectia cu micobacterii s-ar
putea realiza prin ingerarea resturilor de pe pasuni contaminate, in timpul sdparii
pamantului, in contact cu vegetatia sau prin ingerarea de tesuturi (organe parenchimatoase,
regiuni de tract digestiv) ale animalelor sdlbatice moarte (Machackova s.a., 2003).
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Garrido si colaboratorii au observat faptul cé in infectia experimentald cu M. avium

subsp. avium la mistreti, semnele clinice sunt absente iar leziunile la nivelul limfonodurilor
capului si a celor mezenterice apar la doze infectante de 2,5x10° micobacterii (Garrido s.a.,
2010). Aceste observatii sunt Intdrite de aspectele observate de alti autori in cazul infectiilor

naturale (Biet s.a., 2005; Machackova s.a., 2003). Totodata, este sugerat faptul ca in functie
de calea de infectie, respiratorie - In urma contactului strans cu alte animale sau digestiva -

prin consumul de carcase infectate, dezvoltarea raspunsului imun este diferita, putind avea
un efect asupra potentialului de manifestare a infectiei micobacteriene (Garrido s.a., 2010).
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4.3. Concluzii partiale

Animalele salbatice pot avea un rol important in mentinerea si raspandirea
micobacteriilor nontuberculoase implicate in patologia veterinara, estimarea
seroprevalentei CMA fiind, in acest context, de un real interes epidemiologic.
Rezultatele studiului nostru au evidentiat absenta seroconversiei pentru CMA la
mistretii din zona de Est a Romaniei, sugerand astfel faptul cé acestia nu constituie
o sursd de mentinere si de raspandire a acestor micobacterii.

Semnalul pozitiv obtinut pentru o singura vulpe din cele 92 testate nu este suficient
pentru a estima seroprevalenta CMA la aceastd specie, fiind necesara evaluarea
unui numar mult mai mare de probe din zone geografice diferite.

Aceste rezultate ar putea fi explicate atat printr-o absenti reald a expunerii la
CMA cat si printr-o prevalentd scizutd a infectiilor cu aceste micobacterii la
animale in zona respectiva.

Acesta este primul studiu de seroprevalenta a CMA efectuat in tara noastra la
specii de animale silbatice, constituindu-se intr-o cercetare preliminara ale carei
rezultate sugereaza ipoteza privind existenta unui rezervor silvatic care nu trebuie
neglijat.

Perspectivele de cercetare in aceastd directie sunt: evaluarea serologica a unui
numar mai mare de specii de animale silbatice, mai ales rumegatoare si leporide;
extinderea studiului probelor de mistreti la mai multe judete si nu in ultimul rand,
evaluarea serologica a rumegatoarelor domestice crescute in sistem extensiv in
aceleasi zone.
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CAPITOLUL 5.
IZOLAREA, IDENTIFICAREA SI CARACTERIZAREA
TULPINILOR DE MICOBACTERII NONTUBERCULOASE DE LA
ANIMALE

CHAPTER 5.
ISOLATION, IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF
NONTUBERCULOS MYCOBACTERIA STRAINS FROM ANIMALS

Identificarea surselor de infectie si a cdilor de transmitere si diseminare Tn mediu
constituie aspecte esentiale in epidemiologia tuberculozei si a micobacteriozelor, ca de
altfel, in toate bolile infectioase, subliniind astfel importanta criticd a identificarii si
caracterizarii individuale a tulpinilor de Mycobacterium. De la descoperirea bacilului
tuberculozei si pand in prezent, au fost dezvoltate foarte multe tehnici pentru izolarea,
identificarea si discriminarea diferitelor specii de micobacterii.

Metodele bacteriologice, fenotipice si biochimice, dezvoltate in principal pentru
diagnosticul medical, au fost perfectionate si asociate cu noi tehnici moleculare de
identificare si caracterizare, precum amplificarea genica si secventierea, tehnici care reduc
din dezavantajele metodelor clasice, consumatoare de timp, imbunatatind viteza obtinerii
diagnosticului de certitudine si analiza tulpinilor in scopuri epidemiologice. Rezultatele
obtinute prin metodele clasice nu sunt intotdeauna in concordanta cu cele ce rezulta in urma
analizelor moleculare, ceea ce ingreuneaza compararea datelor.

Prevalenta emergentd a MNT, indeosebi pentru speciile ce apartin complexului M.
avium, a fost semnalata cu precadere in tarile dezvoltate economic, in care se Inregistreaza
o incidenta scazuta a tuberculozei. Sunt relatate coinfectii cu membri ai complexului M.
tuberculosis si unele micobacterii nontuberculoase (Alvarez s.a., 2008) cat si reactii
imunologice incrucisate, ce ingreuneaza diagnosticul tuberculozei bovine dar si al altor
micobacterioze, cum ar fi paratuberculoza (Jenkins s.a., 2018, Biet si Boschiroli, 2014).

Expansiunea teritoriald a populatiei umane si interactiunea tot mai stransa dintre
fauna salbatica, cea domestica si om modifica ecologia micobacteriilor, adaugand astfel mai
multe dificultati in procesul de diagnostic.

Cu exceptia agentilor patogeni micobacterieni recunoscuti si anume M. avium
subsp. paratuberculosis si M. avium subsp. avium, agentii etiologici ai paratuberculozei
rumegatoarelor, respectiv ai tuberculozei aviare, informatiile privind micobacteriozele la
animale sunt putine. Cercetdri recente cu privire la infectiile determinate de specii din CMA
la animale In Roménia sunt disponibile intr-un numar limitat de studii. Investigatiile
realizate de Macovei 1. descriu izolarea si identificarea subspeciilor M. avium prin metode
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conventionale si prin PCR (IS901, 1S1245, 1S900), cat si caracterizarea moleculard a
izolatelor prin LSP si MIRU-VNTR (Macovei, 2014). Bostanaru A. utilizeaza, de
asemenea, metode de diagnostic bacteriologic si molecular pentru a identifica M. avium
subsp. avium in probe de splina si ficat de la pasari de curte (Bostanaru, 2014).

Scopul acestui studiu este utilizarea tehnicilor de diagnostic clasic si molecular in
vederea izolarii, identificarii si caracterizdrii micobacteriilor obtinute din probele de tesuturi
testate, provenite de la pasarile si rumegatoarele suspicionate de infectii provocate de
germeni din genul Mycobacterium.

5.1. Material si metoda

5.1.1. Recoltarea si conditionarea probelor

In evaluarea curentd au fost incluse prelevate de organe de la animale si pasari
suspicionate de infectii determinate de MNT, analizate in perioada februarie 2015 - martie
2018 in cadrul Laboratorului de Bacteriologie al FMV Iasi. In urma examenelor necropsice
efectuate, au fost recoltate probe de organe si tesuturi cu modificari, in scopul construirii

unei banci de probe.
Tabelul 5.1/Table 5.1
Date privind probele evaluate de la géini
Data regarding the evaluated chicken samples

Nr. Crt Identificare Tipul probei Anul si J?dftul
recoltarii
1 Ficat
Géina 1 2015, Tasi
2 Splina
3 Ficat
Gaéina 2 ) 2015, lasi
4 Splind
5 Ficat
Gaina 3 ) 2015, lasi
6 Splind
7 Ficat
Giina 4 . 2015, Tasi
8 Splind
9 Ficat
10 Géina 5 Splina 2017, Tasi
11 Pulmon
12 Splina
Géina 6 2015, Tasi
13 Ficat
14 Splina
15 Gaina 7 Intestin 2017, lasi
16 Ficat
17 Gaina 8 Ficat 2017, Tasi
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Au fost incluse in acest studiu prelevate de la 8 gdini (Gallus gallus domesticus), 5
bovine (Bos taurus), 2 ovine (Ovis ories), un cerb (Cervus elaphus L.) si doi caini (Canis
lupus familiaris), provenind din sistemul gospodaresc de pe raza judetului lasi dar si a
judetelor invecinate: Suceava, Neamt, Botosani (Tabelul 5.1 si 5.2).

Tabelul 5.2/Table 5.2
Date privind probele evaluate de la rumegatoare si cdine
Data regarding the ruminant and dog samples evaluated
Nr. Crt Identificare Tipul probei Anul si judetul recoltirii

1 Intestin

2 Vaca 1 Limfonod mezenteric 2015, Neamt
3 Fecale

4 Intestin

5 Vaca 2 Limfonod mezenteric 2015, Neamt
6 Fecale

7 Vaca 3 Pulmon 2017, lasi

g Vacid 4 L1mfon;31$§;dl1astmal 2015, Botosani
10 Limfonod mezenteric

11 Jejun

12 Vaca 5 Rect 2016, Iasi

13 Intestin-regiune ileo-cecald

14 Fecale

15 Intestin

16 QOaie 1 Limfonod mezenteric 2017, Botosani
17 Fecale

18 Intestin

19 QOaie 2 Limfonod mezenteric 2016, Botosani
20 Fecale
21 Ficat
22 Cerb Splina 2015, Suceava
23 Intestin
24 . Punctie nodul subcutanat .
25 Caine 1 Tesut nodul subcutanat 2015, Tast
26 Caine 2 Punctie nodul subcutanat 2015, Tasi

Stocarea probelor s-a realizat in recipiente sterile de tip Falcon, volum 15 ml si
Eppendorf, de 2 ml, in scopul realizarii bancii de probe si prelucririi acestora prin examene
bacteriologice si moleculare. Acestea au fost mentinute la -20°C. Pentru examenele
histopatologice, portiuni din tesuturile cu leziuni de tip granulomatos (ficat, splina, pulmon)
au fost fixate in solutie de formol 10%.

5.1.2. Examenul necropsic si histopatologic

Examenele necropsice si histopatologice au fost efectuate in Laboratorul de
Anatomie Patologica din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara lasi. Pentru evidentierea
modificarilor tisulare specifice infectiilor cu micobacterii si prezentei BAAR, au fost
examinate portiuni de ficat si splina de la cele opt pasari si de pulmon, intestin si limfonoduri
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mezenterice de la rumegatoare, fiind utilizate coloratiile Ziehl-Neelsen si Hematoxilina-
Eozina, conform protocoalelor de lucru descrise de Macovei si Alexandru (Macovei 1.,
2014; Alexandru, 1995).

In scopul examinarii organelor si identificarii leziunilor caracteristice, a fost
utilizata tehnica de necropsie Abricosov pentru sisteme si aparate organice. Avand in vedere
contextul lezional, la recoltare s-au urmarit zonele marginale ale leziunilor, astfel incat
portiunile de tesut prelevate sa cuprinda atat structurile normale cét si cele modificate.

Solutia fixatoare (formol 10%) a fost schimbatd dupa 48 ore, cand s-a realizat
fasonarea probelor in blocuri cu o grosime de aproximativ 0,5 cm. In procesarea tesutului
biopsic, fixarea reprezinta o etapa obligatorie, care mentine arhitectura celulara si implicit
tisulard, pastrand proteinele si alte fragmente bioactive in relatia lor spatiala, astfel incat
acestea sd poatd fi studiate. Formolul realizeaza fixarea tesuturilor in urma metilenizarii
proteinelor celulare.

Pentru includerea fragmentelor in parafind au fost parcurse urmaitoarele etape
initiale: deshidratarea-in trei bai cu alcool de concentratii progresive: 80%, 90% si 100%,
timp de cate 10 minute si clarificarea-in trei bdi de xilen, cate 20 de minute, pentru
eliminarea etanolului utilizat in deshidratare, care nu este miscibil cu parafina. Piesa astfel
tratatd este impregnata cu parafina in termostatul de includere, in trei etape de cate doua ore,
la temperatura de 56 °C iar la final se realizeaza montarea intr-un bloc din aceeasi substanta
(Bostanaru A., 2014).

Obtinerea sectiunilor ce urmeaza a fi colorate se realizeaza cu ajutorul microtomului
(5 um), acestea fiind preluate de pe baia de apa (40-50°C) cu lama port-obiect. Pentru
colorare, se realizeaza etapele de deparafinare si rehidratare. Au fost folosite trei bai
succesive de xilen sau benzen, de cate 20 minute si trei bai de alcool, in concentratii
descrescatoare: 100%, 90% si 80%, timp de cate 10 minute. Ulterior, se utilizeaza o baie de
apa pentru doua, trei minute (Bostanaru A., 2014, Macovei i. 2014).

A mai fost utilizata si schema de deshidratare-clarificare cu trei bai de alcool: 70%,
96%, absolut (x3), de cate 1,5 ore, urmate de o baie in acetona peste noapte si trei bai de
benzen de 1,5 ore (Alexandru, 1995). Ulterior, lamele cu sectiunile obtinute dupa includerea
la parafind au fost deparafinate si hidratate in trei bai de benzen (timp ajustabil: 15 minute
- 2 ore) si patru de alcool (100% x2, 80%, 50%), iar la final Tn apa distilata.

Etapele si timpii de lucru utilizati in tehnicile de colorare Ziehl Neelsen modificata
si Hematoxilind-Eozind sunt redate in tabelele 5.3 si 5.4. Coloratia clasicd Ziehl-Neelsen
cuprinde urmadtoarele etape: colorare in fucsind fenolatd, pentru 45 minute la 56°C,
decolorarea in trei bai de alcool lactic, pentru cate 20 secunde, clatire cu apa de robinet,
pasaj in carbonat de litium, recolorarea cu albastru de metilen (10 secunde), spalarea (apa
deionizatd) si mentinerea intr-o baie de alcool-acetona, pentru maxim 7 minute (Macovei,
2014).

Etapele de colorare sunt urmate de o noua deshidratare si clarificare. Deshidratarea
a fost realizata cu ajutorul a trei bai de alcool, de concentratii crescatoare 70%, 95% si 100%
- mentinere un minut/baie (Macovei, 2014) sau 80%, 90% si absolut (x2), doar prin trecere

78



Teza de doctorat - 2019

(cateva secunde). Clarificarea s-a efectuat in bai de xilen sau toluen, pentru cate 20 de
minute (Alexandru, 1995).

Tabelul 5.3/Table 5.3

Etapele coloratiei Ziehl- Neelsen modificata — ZNM (sursa: Alexandru, 1995)
Modified Ziehl Neelsen staining steps — MZN (source: Alexandru, 1995)

Nr. ETAPA TIMPI
1 Hematoxilind Mayer (solutie alcoolica) 3-10 minute
2 Apa distilata clatire
Apa robinet clatire
3 Apa litinata 1-3 minute
4 Apa robinet clatire
Apa distilata clatire
5 Fucsina fenolata 40-60 minute
6 Solutie acid- alcool (HCI) 1 minut
7 Alcool 70% spalare
8 Apa distilata clatire
9 Apa supralitinata tatonare
10 Apa distilata clatire
Tabelul 5.4/Table 5.4
Etapele coloratiei Hematoxilind-Eozina-HE (sursa: Alexandru, 1995)
Hematoxylin-Eosin procedure-HE (source: Alexandru, 1995)
Nr. ETAPA TIMPI
1 Alaun de fier si amoniu 4% 30 minute (<24ore)
I spalare
2 Apa distilata I spalare
I spalare
3 Hematoxilind Heidenhain 30 minute (<24ore)
4 Apa robinet 3 minute
5 Alaun de fier si amoniu 1,5% tatonare
6 Api distilata ! spélare
I clatire
7 Eozina 1% 30 secunde-1minut
8 Apa distilata ! clatire
I clatire

5.1.3. Examenul bacterioscopic direct
In ciuda numeroaselor progrese recente Inregistrate in sfera micobacteriologiei,
diagnosticul precoce de laborator al tuberculozei si micobacteriozelor se bazeaza inca pe

examinarea frotiurilor. Nu numai ci este cea mai usoard, mai ieftind si cea mai rapida

procedura, dar ofera informatii preliminare importante.

Tehnica originald de colorare a bacililor acido-alcoolo rezistenti (BAAR), care
permite vizualizarea microbacteriilor prin examen microscopic direct, a fost dezvoltata de
cercetatorul german Robert Koch, la sfarsitul anilor 1870. Metoda, care a suferit modificari

de-a lungul timpului, are la baza proprietatea de acido-alcoolo rezistentd a micobacteriilor,
care se datoreaza structurii complexe a peretelui celular (vezi partea I - studiu bibliografic).
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Acido-alcoolo-rezistenta va oferi avantajul mentinerii colorantului primar la nivelul celulei
bacteriene atunci cand aceasta este supusd unui tratament cu o solutie decoloranta de acizi
si alcooli. Astazi, doud metode de colorare sunt utilizate iIn mod predominant: tehnica de
colorare Ziehl-Neelsen (ZN), care faciliteaza vizualizarea BAAR prin microscopie in camp
luminos si tehnica de colorare Auramina-O/Auramind- Rodamina (Truant), care necesitd un
microscop cu fluorescentd. O altd metodd de colorare utilizatd pentru evidentierea
micobacteriilor este coloratia Kinyoun.

Tehnicile de colorare a frotiurilor pot evidentia prezenta bacililor acido-alcoolo-
rezistenti (BAAR), insa nu se poate realiza diferentierea celor tuberculosi de MNT doar in
baza acestei examinari (Truffot-Pernot s.a., 2006).

Frotiurile au fost realizate din diverse materiale patologice, precum fecale, raclat de
mucoasa rectald (paratuberculoza) sau din tesuturi cu modificari caracteristice: limfonoduri,
portiuni din intestin, pulmon (rumegdtoarele suspicionate cu paratuberculoza si
tuberculoza), ficat, splind, ovar (la gdinile suspicionate cu tuberculoza aviard). A mai fost
analizat si continutul extras din nodulii cutanati observati la doi céini.

A fost utilizatd coloratia de referintd Ziehl-Neelsen, conform tehnicii descrise in
Wndrumar de tehnici de laborator de bacteriologie BK” (Homorodean s.a., 2005).
Prepararea reactivilor, etapele si timpii de lucru au respectat precizarile facute in acest ghid,
fiind conforme cu precizarile Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS). Examinarea a fost
realizatd in cadrul Laboratorului de Bacteriologie din incinta Facultitii de Medicina
Veterinara lasi.

Tabelul 5.5/Table 5.5
Etapele coloratiei Ziehl-Neelsen din examenul bacterioscopic direct
(dupa Homorodean s.a., 2005)
Ziehl-Neelsen staining steps in direct bacterioscopy (after: Homorodean s.a., 2005)
ETAPA REACTIVI PERIOADA
Colorare

Fucsini fenicati 0,3% 10 minute

Incalzirea frotiurilor pana la aparitia

vaporilor
Spilare Apa robinet -
Decolorare Solutie acid - alcool 3% Péna la 3 minute
Spalare Apa robinet -
Recolorare Albastru de metilen 0.3% 30-60 secunde
Spalare Apa robinet -

In cazul leziunilor granulomatoase de mici dimensiuni, etalarea materialului
patologic pe frotiuri a fost realizatd prin stergere, amprentare sau strivire. Uscarea a fost
realizata la temperatura camerei iar fixarea prin trecerea suprafetei ne-etalate a lamei prin
flacara becului de gaz, cu precautie pentru a nu carboniza bacilii (Carp-Carare si colab.,
1997). Metoda de colorare este redata in tabelul 5.5.

Trebuie precizate o serie de detalii operationale:
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= lamele au fost pozitionate distantat pe suportul de colorare, pentru a preveni eventualele
scurgeri de reactivi de pe un frotiu pe altul;

= 1n etapa de colorare, incalzirea frotiurilor pana la aparitia vaporilor s-a realizat cu
ajutorul becului de gaz si s-a repetat de 3-4 ori la inceputul colorarii (primele trei
minute), cu evitarea carbonizarii BAAR;

= 1n cazul in care a fost necesar, au fost completate cu fucsina fenicatd frotiurile unde
aceasta s-a scurs ori s-a uscat;

= etapa de decolorare a fost repetata in situatiile in care acest lucru s-a considerat necesar,
pana la obtinerea unei culori alburii sau roz-pal a materialului etalat. Repetitia acestei
etape nu este considerata o greseald, micobacteriile fiind rezistente la solutia de acid-
alcool utilizata;

= excesul de apa de la clatiri a fost absorbit prin pozitionarea lamei perpendicular pe o
hartie de filtru;

= uscarea finala a frotiurilor a fost realizata 1n pozitie inclinata, pe stativ.

Fixarea fucsinei de catre micobacterii este facilitatd de utilizarea caldurii. Astfel, frotiul
final va avea o culoare albastrad in urma recolorarii iar eventualii BAAR prezenti vor fi rosii.
Examinarea s-a realizat la microscopul optic, cu obiectivul de imersie si ocular 10x/7x,
suportul tehnic utilizat cuprinzand microscoapele OLYMPUS CX31, Leica ICC50 HD si
sistemul Leica Acquire Software.

5.1.4. Examenul bacteriologic

Timp de mai multe decenii, diagnosticul infectiilor determinate de micobacterii a
fost efectuat pe baza semnelor clinice, a microscopiei si a cultivarii. Dintre aceste
modalitati, cultivarea ramane ,,standardul de aur”, confirménd infectiile active. Cu toate
acestea, metoda este costisitoare, solicitantd din punct de vedere tehnic, necesita resurse de
laborator, este supusa unei presiuni din partea contaminantilor si consuma mult timp.

Tehnicile de cultura si de identificare pentru M. bovis, M. caprae sau MAP din
specimene clinice veterinare nu sunt standardizate la nivel mondial, prin urmare, in
laboratoarele veterinare de diagnostic din intreaga lume, se utilizeaza o gama variatd de
medii de culturd lichide si solide. Timpul necesar pentru izolarea acestor specii poate fi de
pana la 12-14 saptamani iar testele ulterioare necesare pentru a confirma si identifica un
izolat (Ziehl-Neelsen, PCR sau qPCR, tipizarea moleculard) necesitd timp suplimentar,
costuri si formarea de personal calificat (Stewart L. D. si colab., 2017).

Diferentierea MNT de micobacteriile care determind tuberculoza bovina este in
prezent posibila numai prin metode de amplificare a acidului nucleic, cum ar fi PCR clasic
si in timp real, metode care sunt specifice dar sunt provocatoare din punct de vedere tehnic
si necesita instrumente sofisticate care le fac scumpe.

Izolarea MAP de la un animal furnizeaza diagnosticul definitiv al infectiei cu
microorganismul. Desi cultivarea bacilului este dificild din punct de vedere tehnic si
consumatoare de timp, este singurul test care are o specificitate 100%. Rezultate fals
pozitive pot fi obtinute atunci cand se testeaza probe de fecale de la animale neinfectate, dar
care trdiesc in spatii contaminate. Se pot detecta majoritatea animalelor infectate, aflate n
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stadii avansate de evolutie a bolii, Insd doar o parte din cele aflate in stadiile initiale pot fi
identificate.

Esantioanele nesterile au fost prelucrate cu solutii de detergenti, alcali sau cu acizi
pentru a elimina microorganismele cu crestere rapida inainte de a Insdmanta mediile
specifice.

O varietate de medii de culturd solide (de exemplu, Lowenstein-Jensen, Ogawa,
Middlebrook 7H10, 7H11, Coletsos) si lichide (Middlebrook 7H9) sunt disponibile pentru
cultivarea micobacteriilor din probele clinice. Este recomandat sa se utilizeze o combinatie
de medii solide si lichide, pentru a se asigura o buna recuperare si pentru a facilita
identificarea ulterioara a speciilor (van Ingen, 2017).

Dintre mediile solide, pe baza de ou, cel mai adesea utilizat este mediul Lowenstein-
Jensen. In prezentul studiu a fost utilizat acest mediu, atat in forma comerciala (Sanimed)
fara micobactind, cat si mediul ,,in house” preparat in laboratorul de bacteriologie, cu adaos
de micobactina J. In structura mediului de baza, liofilizat, intrd urmatorii compusi: faina de
cartofi (18,75g/1), L-asparagina (2.25g/l), monofosfat de potasiu (1,5g/1), citrat (0,375g/1)
si sulfat de magneziu (0,15g/1) si verde malachit (0,25g/1).

Prepararea mediului solid LJ s-a realizat pornind de la o cantitate de 600 ml mediu
de baza, realizat din 37,2 g LJ liofilizat, 600 ml apa si 12 ml glicerol, conform specificatiilor
producatorului. Mediul astfel preparat a fost mentinut timp de 15 minute pe baie marind, cu
apa fierband, fiind amestecat in permanenta si ulterior atoclavat (15 minute la 120°C).
Pentru prepararea adaosului de géalbenus de ou au fost utilizate 20-24 de oua (in functie de
marimea acestora), mentinute initial timp de o ord in solutie de etanol 95% pentru
decontaminarea cojii. Suplimentarea cu micobactind sustine cresterea micobacteriilor
fastidioase. Micobactina J este un siderofor disponibil in comert, izolat din M. avium subsp.
paratuberculosis. Mediul a fost repartizat in tuburi sterile (6 ml/tub). Pentru coagulare,
tuburile se mentin in pozitie inclinatd, timp de 90 minute la 85°C, ulterior fiind pastrate la
temperatura de refrigerare, pana la utilizare.

Mediul lichid utilizat a fost Middlebrook 7H9, suplimentat cu ADC si micobactina.
Acest mediu contine sdruri anorganice, care sustin cresterea micobacteriilor si se preteaza
pentru Tmbogdtirea culturilor, Tnsd poate fi utilizat si pentru izolarea primara (Battaglioli
s.a., 2014). Citratul de sodiu din componenta sa furnizeazd ioni citrat in mediu, care
pastreaza cationi anorganici in solutie. Suplimentul de crestere Middlebrook ADC contine
albumina bovina, dextroza si catalazd. Dextroza reprezinta o sursd de energie, in timp ce
albumina protejeazd micobacteriile de agenti toxici iar catalaza de actiunea radicalilor
toxici.

Pentru obtinerea mediului, au fost efectuati urmétorii pasi, conform protocolului
din cadrul Laboratorului National de Referintad pentru Tuberculoza Bovina, ANSES-FR:
= se dizolva 4.7 g de mediu Middlebrook 7H9 liofilizat (Middlebrook 7H9 Broth Base,

SIGMA-ALDRICH) in 900 ml de apa ultrapura;
= se adauga 0.6 ml de Tween 80 (TWEEN® 80 SIGMA-ALDRICH detergent non-ionic
utilizat ca agent de emulsifiere);
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se prepara solutia de micobactind J (ID.VET, Montpellier, France) pentru utilizare, cu
4 ml de etanol absolut si se asigura o dizolvare completa a produsului, care se adauga
mediului anterior preparat;

se asigurd un amestec omogen de solutie alcoolicd de micobactind i mediu;

mediul astfel obtinut se va steriliza, 15 minute la 121°C;

se alicoteaza Intreaga cantitate 1n flacoane de 180ml si 360 ml. Astfel preparat, mediul
este stabil pentru un an, la temperatura de refrigerare;

adaosul de supliment ADC (Middlebrook ADC Growth Supplement SIGMA-
ALDRICH) se realizeaza ulterior, cate 20 ml la fiecare 180 ml de mediu;

se distribuie in eprubete cate 9 ml din mediul astfel preparat.

La izolarea primara din materiale patologice nesterile este obligatorie realizarea unei

etape de decontaminare, pentru eliminarea eventualilor contaminanti bacterieni, a caror
multiplicare pe mediu ar impiedica izolarea micobacteriilor. Au fost utilizate metoda cu
hidroxid de sodiu (NaOH) si centrifugare si metoda cu HPC (clorura de hexadecilpiridiniu).

Metoda cu hidroxid de sodiu si centrifugare

o cantitate de 15g de tesut a fost trituratd cu ajutorul bilelor metalice si a micro-
dismembranatorului Sartorius;

tesutul fin macerat a fost resuspendat in 40 ml apa ultrapura si apoi s-au alicotat 10 ml
de solutie din supernatant;

un volum egal de solutie de NaOH 4% cu indicator de pH (albastru de bromtimol) s-a
adadugat peste solutia obtinuta in etapa anterioara si s-a mentinut la temperatura camerei
pentru 15 minute;

neutralizarea produsului a fost realizata cu HC1 8%, pana la obtinerea unei solutii cu pH
neutru (se masoara cu hartie indicator de pH);

s-a completat cu apa ultrapura, pana la capacitatea recipientului;

s-a centrifugat pentru 15 minute la 3000 rpm si s-a decantat supernatantul;

sedimentul obtinut a fost resuspendat in 2 ml de apa distilata sterila (sau de supernatant
retinut din etapa anterioara);

o cantitate de 0,2 ml din produsul decontaminat a fost insdimantata pe mediul de cultura.
In cazul in care cantitatea de tesut disponibila investigatiei nu era suficients, au fost

strivite si omogenizate 5g de tesut si resuspendate in 13 ml de apa ultrapura, ulterior

decontaminarea fiind continuata dupa etapele descrise mai sus.

Metoda de decontaminare cu HPC

cu ajutorul unui bisturiu, au fost maruntite 2g din tesutul de prelucrat;

probele au fost omogenizate (un minut) in cate 25 ml de solutie HPC de concentratie
0,75% si apoi mentinute la temperatura camerei, pana se decanteazd portiunile mari si
dispare spuma;

omogenatul de tesut obtinut a fost transferat intr-un tub tip Falcon de 50 ml si mentinut
timp de 30 de minute;
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= ulterior, au fost recoltati 10 ml din suspensie si transferati intr-un recipient cu volum de

30 ml, pentru o incubatie la 37°C, timp de 3 ore;
= s-a centrifugat suspensia obtinuta, 30 de minute la 2396 rpm;
= depozitul obtinut a fost resuspendat intr-o cantitate de 1 ml solutie de antibiotice cu

amfotericina B si acid nalidixic, reconstituitd anterior conform specificatiilor

producitorului (MB/BacT® Antibiotic Supplement Kit, bioMérieux, Franta), pentru
eliminarea eventualilor contaminanti indezirabili;

= s-a lasat la incubat la 37°C, peste noapte, produsul astfel obtinut fiind optim pentru
inocularea mediului lichid.

Decontaminarea probelor de fecale a urmarit protocolul descris in Manualul terestru
(Terrestrial Manual - B). S-a realizat o etapa de hidratare (1g fecale, 20ml apa distilata)
pentru 24 de ore, urmata de agitarea si decantarea fragmentelor grosiere. O cantitate de 5
ml din supernatantul obtinut a fost decontaminat in 20 ml solutie de HPC de concentratie
0,75%, peste noapte. Materialul decontaminat a fost centrifugat (3000 rpm, 20 minute) iar
depozitul obtinut a fost resuspendat intr-un ml de apa distilata sterila si folosit pentru
insdmantarea mediului LJ cu micobactina.

Dupa insamantare, tuburile cu mediu Lowenstein Jensen au fost incubate la 37°C,
in pozitie oblica si cu capacele Intredeschise, pentru o perioada de 24-48 ore. Apoi, capacele
au fost Inchise si tuburile mentinute in pozitie verticala, la aceeasi temperaturd, pe intreaga
perioada de incubatie. Verificarea s-a realizat sdptaimanal. Mediile lichide insaméantate au
fost mentinute in pozitie verticald timp de minim doud saptdmani, pana a fost observata
pozitivarea culturilor.

5.1.5. Identificarea moleculara a micobacteriilor nontuberculoase din probele
de origine animala, utilizind tehnica Tagman PCR in timp real

Identificarea traditionald a micobacteriilor pe baza evaluarii caracteristicilor
fenotipice si biochimice poate dura cateva saptimani si nu reuseste mereu sa ofere o
identificare precisa. Utilizarea reactiei de polimerizare in lant - PCR (Polymerase Chain
Reaction) de catre microbiologi a permis dezvoltarea de noi abordari pentru studierea
genomului bacterian si pentru detectarea si identificarea microorganismelor din diferite
ecosisteme, probe clinice si studii filogenetice. Comparativ cu metodele clasice,
consumatoare de timp, tehnicile bazate pe PCR permit identificarea microorganismelor fara
minusurile asociate cu capacitatea slabd a micobacteriilor de a creste in vitro.

Cresterea numarului de secvente micobacteriene din bazele de date publice (NCBI)
si aplicarea instrumentelor de bioinformaticd au facilitat descoperirea unor loci ADN
specifici, adecvati pentru detectarea prin PCR (Slany si Pavlik, 2012).

Secventierea poate fi consideratd "standardul de aur" pentru identificarea
moleculara. Identificarea elementelor specifice in cadrul regiunilor variabile ale unor gene
conservate, cum ar fi gena 16SADNr sau gena hsp63, a dus la dezvoltarea de protocoale
PCR folosind primeri specifici genului, urmata de secventierea directd a ampliconilor
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obtinuti (van Ingen, 2017). Mai pot fi utilizate si gena rpoB care codifica subunitatea f§ a
ARN polimerazei sau secventa 16S-23S ITS (Internal Transcribed Spacer).

Utilizarea 16S ARNr asigurd o identificare fiabild si rapida a micobacteriilor.
Frecvent utilizata, gena a adus contributii semnificative la descoperirea de specii noi,
incadrate in acest gen (Biet si Boschiroli, 2014). Gena RpoB si-a dovedit utilitatea pentru
identificarea izolatelor de origine animala care apartin in mare parte complexului CMA
(Higgins et al., 2011). O utilizare combinata a acestor doud elemente creste capacitatea de
diferentiere.

Identificate in 1990, secventele de insertie sunt tinte genetice utile pentru detectarea
micobacteriilor, ele fiind de asemenea folosite in metode de tipizare (IS/245 - RFLP, IS900
- RFLP). in Romania, nu sunt realizate studii extensive cu privire la diversitatea infectiilor
cu germeni ce apartin genului Mycobacterium la animale. Savuta G. descrie pentru prima
data utilizarea PCR pentru identificarea a trei izolate de M. avium subsp. paratuberculosis
(Savuta, 2000). Bostanaru A. identificd M. avium subsp. avium cu ajutorul elementelor de
insertie 1S1245 si IS901 (Bostanaru , 2014). Aceleasi elemente au fost utilizate si de
Macovei I. 1n cercetari efectuate pe izolate de la pasari, alaturi de elementul 1S900 pentru
izolate de la rumegatoare, in scopul confirmarii infectiei cu M. avium subsp.
paratuberculosis (Macovei, 2014), toate aceste studii utilizand tehnica PCR clasic.

Cercetdrile noastre au fost efectuate in cadrul laboratoarelor de bacteriologie si
biologie moleculard ale FMV lasi si in laboratoarul cu nivel de biosecuritate 3 (BSL3) si in
cel de biologie moleculara din cadrul Unitétii de Zoonoze Bacteriene, ANSES-FR.

5.1.5.1. Extractia acidului nucleic (ADN)

In scopul identificdrii moleculare a coloniilor de micobacterii nontuberculoase, dar
si a micobacteriilor din probele de tesut care nu au oferit un raspuns optim la cultivare, a
fost realizata extractia ADN-ului micobacterian prin mai multe metode:

1. Extractia prin soc termic

2. Extractia cu ajutorul kiturilor comerciale NucleoSpin® Tissue (Macherey
Nagel GmbH & Co. KG, Germania) si High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Germania) direct din tesut.

1. Extractia prin soc termic a fost folosita atat in cazul culturilor bogate obtinute pe
mediul solid Lowenstein Jensen cat si in cazul culturilor obtinute pe mediul de imbogatire
Middlebrook 7H9. Inactivarea suspensiilor prin incilzire pe baie de apa este rapida si
eficientd, insd produsul de extractie obtinut nu este la fel de pur ca in cazul extractiei cu
ajutorul kiturilor comerciale.

Cultivarea pe mediul de imbogatire a fost realizatd utilizdnd una sau mai multe
colonii izolate de pe mediul solid care au fost inoculate intr-un tub de mediu Middlebrook
7HO si sunt incubate la 37°C, in medie 1 pana la 2 saptamani. De indata ce cultura pe mediu
lichid este suficient de bogata, se verificd prin examen bacterioscopic. Extractia a fost
realizatd conform protocolului utilizat in cadrul Laboratorul National de Referintd pentru
Tuberculoza Bovina din cadrul ANSES- FR, fiind respectate urmatoarele etape:

= tuburile de Middlebrook 7H9 au fost incubate pe baie de apa, 1la 80°C timp de o ord;
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= suspensiile obtinute au fost agitate si stocate in tuburi Falcon de 15 ml;

= spalarea si liza partiald a suspensiilor a fost precedatd de centrifugarea probelor,
timp de 15 min, la 4600 rpm;

= depozitul obtinut a fost resuspendat prin aspiratie/refulare ntr-un ml de NaCI (150
mM) iar apoi transferat intr-un tub Eppendorf de 1,5 ml;

= centrifugare - cel putin 5 minute la 13000 rpm;

= se resuspenda depozitul in 120 pl Tris EDTA (pHS).

ADN-ul a fost mentinut la -20 °C, pana la testarea moleculara.

2. Extractia ADN-ului micobacterian din tesuturi a fost realizatd cu ajutorul
kiturilor comerciale Genomic DNA from Tissue Nucleospin (MACHEREY-NAGEL
GmbH & Co. KG) si High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Molecular Systems,
Inc.; referinta: 11796828001). Procedura a urmadrit aceleasi etape generale, conform
metodologiilor descrise de producatori si conform protocolului elaborat in cadrul ANSES-
FR, redactat de Henault Sylvie si aprobat de Boschiroli Maria-Laura.

Etapele premergdtoare extractiei propriu-zise implicd prepararea reactivilor si
triturarea tesuturilor. Au fost reconstituite solutiile de Iucru de Proteinaza K si tampon de
legare (B5). Astfel, solutia de tampon B5 se poate péastra la temperatura camerei (18-25°C)
pentru cel putin un an iar cea de proteinaza K este stabild la -20°C pentru cel putin 6 luni.

In cazul kitului Roche, o cantitate de aproximativ 5 g de tesut a fost triturati in
tuburile speciale, cu bile metalice ale IKA ULTRA TURRAX Tube Drive Control (1
minut/6000rpm). Tesuturile au fost depuse alaturi de tampon fosfat salin (PBS) si triturate
grosier pentru ca mai apoi, din supernatantul obtinut, sa fie alicotatad o cantitate de 1,8 ml in
doua tuburi Eppendorf (2ml). Acestea au fost centrifugate timp de 5 minute la 13500rpm.
S-a resuspendat depozitul intr-un ml TE si apoi s-a realizat o noud centrifugare, timp de
doua minute la 13500rpm. Se recomanda repetarea acestei etape.

Depozitul s-a resuspendat in 600 pl tampon TE si a fost transferat in tuburile pentru
ribolizaj, pentru destructia structurilor celulare cu ajutorul aparatului Precellys FastPrep 24,
versiunea 3.0. (MP Biomedicals), timp de 15 secunde (X3, cu pauze de 15 secunde) la
6000rpm. Aceastd etapa se poate repeta dacd se mai observa prezenta unor detritusuri
celulare. La 200 pl din ribolizatul obtinut pentru fiecare proba s-au adaugat 200ul
Proteinaza K si 40ul tampon de liza si probele au fost 1dsate peste noapte la incubat, pe baie
de apa, la 56°C.

Dupa ce s-a adaugat tamponul de legare BB (200 pul) probele au fost mentinute
pentru 10 minute la 70°C, pe baia de apa. Pentru precipitarea ADN-ului s-a folosit alcool
isopropilic (100 pl). Proba a fost transferatd in coloane si centrifugata timp de 1 min la 9300
rpm iar lichidul din tubul colector a fost eliminat. Pentru eliminarea inhibitorilor s-a utilizat
tamponul IB si proba a fost din nou centrifugata la 9300rpm, un minut. Membrana de siliciu
a fost spdlata n doua etape, cu cate 500 pl tampon de spalare si cite o centrifugare conform
parametrilor anterior mentionati. S-a realizat o centrifugare rapida (10 secunde), la viteza
mare (aproximativ 13200 rpm), pentru uscarea membranei.
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Pentru elutie, coloanele au fost transferate in tuburi Eppendorf de 1.5ml, a fost
adaugatd o cantitate de 200 pl tampon de elutie in fiecare coloana iar acestea au fost
centrifugate timp de 1minut la 9300 rpm.

Pentru validarea extractiilor efectuate a fost utilizat martorul de control intern (IPC
LSI), cate 5 pl, care se adauga, alaturi de Proteinaza K si de tamponul de liza, atat probelor
cat si martorilor pozitivi si negativi utilizati. Astfel, acesta trebuie detectat in fiecare proba
si la acelasi numar de cicluri. Acest martor reprezinta un mijloc de control si verificare a
procedurii efectuate. in cadrul fiecarui experiment s-a utilizat cte un martor pozitiv si doi
negativi:

e T+SE = supernatant de tesut negativ si extract martor, suspensie de M. bovis

(11Z119 SBr 1,53 10°) 3,06x10° bact/ml, valoare de CT asteptati: 33-35;

e T-SE = supernatant omogenat tesut negativ;
e T-NE =proteinaza K, tampon de liza si controlul intern al extractiei IPC Diogenode.

5.1.5.2. Identificarea MNT prin tehnica TagMan PCR in timp real
in scopul identificarii probelor, a fost folositd tehnica TagMan PCR in timp real,
utilizdnd reactivii si protocolul de lucru prezentat in tabelele 5.6, 5.7 si 5.9. Secventele
specifice primerilor si sondelor sunt detaliate in tabelul 5.8. Reactia s-a desfasurat intr-un
volum total de 15 pl, 13 pl amestec reactional si 2 ul ADN de testat pentru extractele
obtinute prin soc termic si de 25 pl pentru extractele ADN din tesuturi (5 pl estract si 20 pl
Master mix). Evaluarea probelor prin aceastd metoda s-a realizat conform protocoalelor de
lucru din cadrul Laboratorului de Referintd pentru Tuberculoza Bovina, ANSES, Maisons-
Alfort, Franta.
Tabelul 5.6/Table 5.6

Componenta amestecului de reactie pentru TagMan PCR 1n timp real
TaqMan real time PCR Master mix

L. Cantitate/ reactie (extracte Cantitate/ reactie
Reactivi . . . ’
din cultura) (extracte din tesut)
Apa ultrapura 4l S5ul
TaqMan™ Fast Advanced Master Mix 7,5 ul 12,5 ul
2X
Primer Forward 3pM 1,5 ul 2,5 ul
Primer Reverse 3 pM
Sonda 2,5 pM
Volum total 13 pl 20 ul

Fiecare proba a fost testata intr-o etapa initiald pentru evaluarea prezentei unei
specii de micobacterii, cu o tinta generala si apoi pentru tintele specifice speciilor de MNT
in parte, utilizand termociclorul Applied Biosystems® 7500 Real-Time PCR System. In
urma raspunsului pentru tinta generald, au fost selectate extractele cu valoarea CT cea mai
mica pentru fiecare proba testata.

TagMan® Fast Advanced Master Mix a fost proiectat pentru a se potrivi sau depasi
performanta amestecurilor standard, oferind timpi de rulare mai scurti (<40 minute),
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sensibilitate superioard, precizie, interval dinamic si specificitate In comparatie cu
amestecurile standard. Amestecul confera o stabilitate ridicata la temperatura camerei timp
de pana la 72 de ore. TagMan® Fast Advanced Master Mix contine ADN polimeraza rapida
AmpliTaq®, uracil-N glicozilaza (UNG), dNTP cu dUTP, colorant ROX™ (referinta
pasiva) si componente tampon optimizate. Se livreaza la o concentratie initiala de 2X.

Tabelul 5.7/Table 5.7

Programul de amplificare utilizat

PCR amplification protocol

Etapa Temperatura Durata Numir de cicluri
N 50°C 2 minute 1
Denaturare initiala
95°C 20 secunde 1
A 95°C 3 secunde . .
Amplificare 45 cicluri
60°C 30 secunde

Rezultatele amplificarii prin PCR in timp real se obtin la incheierea programului de
amplificare, dupd ce se realizeazad pozitionarea pragului limitd de detectie si se observa
curbele de amplificare atat in modul logaritmic cat si in cel liniar. Setarea pragului duce la
calcularea automata a valorilor Ct (cycle threshold - ciclul prag).

Tabelul 5.8/Table 5.8

Secventele primerilor si sondelor utilizate

Primers and probes

Secventa tinta

Primeri si sonde

Secventele nucleotidice 5°-3°

Hsp65 (Msp)

IS6110

IS1081

IS1245

1S901

1S900

Msp F

Msp R

Msp P
IS6110 F
IS6110R
IS6110 P
IS1081 F
IS1081 R
IS1081 P
IS1245F
ISI1245R
IS71245 P
1S901 F
IS901 R

1S901 P

TR IS900 F
TR IS900 R

TR IS900 P

GCC AAG GAG GTC GAG ACC AA
CTC CTC GAC GGT GAT GAC
(FAM)-ACC TTG TCC ATC GCC TCG GCG AT-(BHQI)
GGT AGC AGA CCT CAC CTA TGT GT
AGG CGT CGG TGA CAA AGG
(FAM)-CAC GTA GGC GAA CCC-(MGB-NFQ)
CCG CCA CCG TGA TTT CGA
GCC AGT CCG GGA AAT AGC T
(FAM)-CCG CAA CCA TCG ACG TC -(MGB-NFQ)
GCC GCC GAA ACG ATC TAC
TGA CCC GGT GCG CAG CTT
(FAM)-TCG CGT CCG CGC ACG CTG TCC A-(BHQI)
GTG ATC AAG CAC CTT CGG AA
GCT GCG AGT AGC TTG ATG AG
HEX-AAC AAC ATC GAC ACG ATC GCC GAC AA-
BHQ
ACC GCT AAT TGA GAG ATG CGA TT
TGC CAC AAC CAC CTC CGT AA
(FAM)-GTC GGC GTG GTC GTC TGC TGG GT-
(BHQ1)

*F= primer sens, *R= primer antisens, *P=sonda
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Tabelul 5.9/Table 5.9
Diferentierea CMA 1n baza tintelor utilizate
MAC differentiation based on used targets

Specie Msp

(Hsp65) 1S6110 1S1081 1S1245 1S901 1S900

CMTB + ++ ++ - - -
M. avium subsp. avium + - - ++ 4+ _
M. avium subsp. -

paratuberculosis * B B - +
M. avium subsp. hominissuis + - - ++ - -
M. avium subsp. silvaticum + - - ++ ++ _
M. intracellulare + - - - - _

Pentru testarea IPC - Controlul inhibitiei si validarea extractiilor, ADN-ul IPC
Diogenode (concentratie finala 1X) a fost adaugat in fiecare proba de testat din placa (0.5
ul/proba). in amestecul reactional a fost de asemenea adiugata o cantitate de 2,5 de amestec
amorse si sondd, in scop determinativ. Pentru extractele realizate cu kitul Roche, IPC
Diogenode a fost addugat in prima etapd a extractiei (cate 10 pl). Amplificarile au fost
realizate cu ajutorul termociclorului Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-Time PCR
Systems.

5.2. Rezultate si discutii

5.2.1. Rezultatele examinarii morfopatologice si histopatologice la pasari

Suspicionarea infectiei cu M. avium la pasari s-a realizat in baza leziunilor observate
la examenul histopatologic efectuat. Principalele localizari ale leziunilor au fost observate
la nivelul ficatului, splinei, ovarelor si intestinului (Figurile 5.1, 5.2, 5.3, 5.4). S-a remarcat
prezenta nodulilor diseminati, cu precadere la nivelul ficatului si splinei, de culoare gri-
gélbui si cu dimensiuni variate, de la 1-2 milimetri la peste 1cm. Organele afectate apar
marite In volum, hipertrofiate, cu un contur neregulat iar pe suprafata lor se observa
granuloame proeminente, neuniforme. La nivel intestinal, nodulii sunt de asemenea
proeminenti si pot fi palpati (Fig. 5.2).

Totodata, a fost remarcata friabilitatea organelor si aspectul casectic al carcaselor,
cu reducerea masei musculare, emaciere si evidentierea carenei sternale (Fig. 5.1).
Sectionarea nodulilor a fost realizatd cu usurintd, mineralizarea fiind un proces rar intalnit
in tuberculoza aviara. Prezenta leziunilor granulomatoase a putut fi evidentiata la toate
pasarile luate in studiu, cu precadere in ficat si splina.

Din punct de vedere microscopic, leziunile constau in granuloame cu o necroza
centrald, fie coagulativa, fie cazeoasa si celule gigante multinucleate. Bacilii acido-alcoolo-
rezistenti sunt numerosi in zona centrald sau necrotica a granuloamelor. Aspecte similare
au fost semnalat si 1n literatura de specialitate consultatd (Dhama s.a., 2011, Kaboudi s.a.,
2017).
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Figura 5.1 Diseminarea nodulilor tuberculosi in Figura 5.2 Leziune de tip tuberculos la nivelul
ficat, gaina (original) duodenului, gdina (original)
Figure 5.1 Dissemination of granuloma, chicken Figure 5.2 Nodule in duodenum ,chicken, (original)

liver (original)

Figura 5.3 Ficat de gdina cu leziuni de tip Figura 5.4 Splina de géina cu leziuni de tip

granulomatous (original) granulomatous (original)
Figure 5.3 Chicken liver with granulomatous lesions Figure 5.4 Chicken spleen with granulomatous
(original) lesions (original)

In afari de organele afectate observate in acest studiu, leziunile specifice
tuberculozei aviare la pasarile domestice sau silbatice pot avea si alte localizari: la nivelul
oaselor, pulmonilor, tesutului conjunctiv subcutanat si, mai rar, in sistemul nervos (Zhu s.a.,
2016). Aspecte macroscopice similare au fost evidentiate si in alte doud studii anterioare, la
gdini provenite din aceeasi regiune, gospodarii din judetul lasi (Bostanaru , 2014; Macovei,
2014).

A fost evidentiata prezenta granuloamelor in diferite organe ale cadavrelor de pasari
examinate. Intr-adevar, ficatul, splina, intestinul si rinichii sunt principalele organe in care
s-a remarcat prezenta unor granuloame multiple, cu o zona centrald de necroza, inconjurata
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de macrofage, celule epitelioide si celule gigante, de tip Langhans (Fig. 5.5 - 5.10). Zona
periferica, in cazul granuloamelor cu stadii avansate de dezvoltare, se constituie dintr-o

camasa de tesut conjunctiv si citeva limfocite.

e

100 pm

Figura 5.5 Granulom matur (tip 3) cu zona de
necroza centrald oxifild, macrofage, celule
epitelioide, limfocite si celule gigant prezente in
apropierea zonei centrale, Ficat gdina, coloratie
ZNM, 100x (original)

Figure 5.5 Mature granuloma, central oxiphilic
necrotic area, macrophages, epithelioid cells,
lymphocytes and giant cells near the central area,
hen llver MZN stalmng, 100x (orlgmal)

Figura 5.6 BAAR liberi, prezenti in zona centrala
(detaliu), Ficat gdina, coloratie ZNM, 1000x
(original)

Figure 5.6 AFB free in the central area (detail),
hen liver, MZN staining, 1000x (original)

Flgura 5.7 Granulom tanar BAAR prezenti 1n.

macrofage, zona centrald difuza, Ficat gdina,
coloratie ZNM, 400x (original)
Figure 5.7 Young granuloma, AFB prezent in
eithelioid macrophages, central diffuse area, hen
liver, MZN staining, 400x (original)

Figura 5.8 Detaliu — periferie, zond de necroza,
BAAR grupati, celule gigant (marcat), macrofage
epitelioide, Ficat gdina, coloratie ZNM, 1000x
(original)

Figure 5.8 Detail - the periphery of the central
necrosis area, grouped AFB, giant cell (marked),
epithelioid macrophages, hen liver, MZN
staining, 1000x (original)
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ot e e
Figura 5.9 Granulom tanar, in formare, BAAR Figura 5.10 Granuloame multiple aflate in diferite
prezenti (detaliu), celule epitelioide aplatizate, ficat  stadii evolutive, Ficat gaina, coloratie ZNM, 100x
gdinad, coloratie ZNM, 1000x (original) (original)
Figure 5.9 Young granuloma, AFB present (detail), Figure 5.10 Multiple granulomas in different
flattened eithelioid macrophages, hen liver, MZN evolution stages, hen liver, MZN staining, 100x
staining, 1000x (original) (original)

5.2.2. Rezultatele diagnosticului bacteriologic la pasari

Frotiurile directe au fost realizate prin amprentare, stergere sau strivire si colorate
apoi prin metoda Ziehl Neelsen, pentru a putea evidentia prezenta BAAR (Fig. 5.11 si 5.12).
Pentru a evidentia prezenta micobacteriilor, examenul bacterioscopic este util in evaluarea
directd a anumitor probe clinice. Cu toate acestea, sensibilitatea metodei este scazuta si pot
aparea raspunsuri fals-negative. Un astfel de raspuns este exclus in studiul prezent, frotiurile
fiind efectuate direct din organele afectate. Se remarca o abundenta caracteristici a BAAR
in campurile examinate.

< =
Figura 5.11 BAAR, Frotiu din ovar, gdina, coloratie Figura 5.12 BAAR, Frotiu din splina, gdina,

ZN, 1000x (original) coloratie ZN, 1000x (original)
Figure 5.11 AFB, chicken ovary, ZN staining, Figure 5.12 AFB, chicken spleen, ZN
1000x (original) staining, 1000x (original)
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Coloniile observate pe mediul solid au prezentat morfologia caracteristica speciei
M. avium subsp. avium: culoare alb-gélbuie, aspect fin, miliar, neted, crestere In apropierea
lichidului de condensare, treptat ocupand panta mediului (Figura 5. 13).

Slaba dezvoltare a coloniilor observata pe mediul solid LJ (Tabelul 5.10) ar putea
fi explicatd de faptul cd metodele de decontaminare utilizate pentru cultivarea
micobacteriilor pot avea efecte drastice asupra supravietuirii MNT si a ratelor ulterioare de
recuperare. Mediul lichid Middlebrook 7H9 este recomandat pentru utilizarea in procedurile
de izolare si cultivare a speciilor din genul Mycobacterium. Acesta contine saruri
anorganice, care contribuie la cresterea mult mai rapida a micobacteriilor si prin urmare se
poate realiza si izolarea primara. Printre constituentii ce favorizeaza dezvoltarea bacililor se
pot enumera: glicerolul, albumina si dextroza, sulfatul de amoniu (sursa de nitrogen) sau

catalaza.
Tabelul 5.10/Table 5.10
Rezultatele examenului bacteriologic pentru probele prelevate de la pasari
Results of the bacteriological examination for chicken samples
Middlebrook
Nr. Crt. Identificare Tipul probei LJ 16ebroo
TH9

1 ) Ficat + +
Gdina |

2 Splina - -

3 Ficat * +
Gaina 2

4 Splina - -

5 Ficat * +
Gaina 3 .

6 Splind - -

7 Ficat + +
Gaina 4 .

8 Splind - -

9 Ficat + +

10 Gaina 5 Splind

11 Pulmon - -

(— =negativ, +=pozitiv, * crestere necaracteristica)

Pe mediile solide, pozitivarea unei culturi necesitd mai mult timp (minim 8-12
saptamani, in functie de specie) dar acestea prezinta avantajul ca sunt mai putin costisitoare
decat mediile lichide si permit recunoasterea morfologiei coloniilor.

Se remarcd absenta contaminantilor in tuburile de mediu insdmantate, deopotriva in
culturile pozitive cat si in cele negative, pe intreaga perioadd de incubatie. Tuburile de
mediu solid in care nu s-a observat crestere treptatd au fost mentinute la 37°C pentru o
perioada de doua luni.

Prelungirea perioadei de incubatie pana la doud luni duce la o modificare a aspectului
coloniilor dar si a mediului. Astfel, coloniile capatd treptat un aspect rugos iar mediul, din
culoarea verde-albastruie, capatd o nuantd galbuie, In urma utilizarii nutrientilor din
componenta sa.

93



Anton loana Alexandra

Figura 5.13 Aspectul cultural al coloniilor de MAA4, A: pe mediul solid Lowenstein-Jensen (2
saptamani), B, C: pe mediul lichid Middlebrook 7H9 (2 saptamani) (original)
Figure 5.13 Cultural aspect of MAA, A: on solid Lowenstein-Jensen media (2 weeks), B,C: on liquid
Middlebrook 7H9 media (2 weeks) (original)

Deshidratarea mediului nu a fost observata. Pe mediul lichid, cresterea coloniilor se
realizeaza ca un depozit la nivelul suprafetei de contact a mediului cu tubul iar la agitare
acesta se desprinde si apare ca o coloana de fum (Figura 5.13).

5.2.3. Rezultatele obtinute in urma analizei probelor de la giini testate prin
TaqMan PCR in timp real

Toate probele testate au putut fi identificate din punct de vedere molecular, fiind
utilizate tintele Hsp65 pentru identificarea micobacteriilor si 1S7245, 1S901 pentru
diferentierea in cadrul CMA a speciilor M. avium subsp. avium si M. avium subsp.
silvaticum. Au fost incluse in acest studiu probe de extracte ADN din tesuturi si extracte
obtinute prin soc termic si centrifugare a culturilor pe mediu lichid Middlebrook 7H9
(lizate). Valorile CT (pragul minim) sunt redate in tabelul 5.11.

Toate probele incluse in studiu au prezentat amplificare pentru tintele testate, cu
exceptia probelor 117-110 si 117-111, pentru care nu a fost obtinut un raspuns la tinta
IS71245. Pentru pasdrile de la care provenecau aceste probe au fost testate deopotriva si
extracte ADN direct din tesuturi, facand astfel posibild confirmarea moleculara a infectiei
cu specia M. avium subsp. avium pentru toate gdinile investigate. Valorile CT tardive
obtinute pentru unele dintre probele testate se pot datora perioadei lungi de conditionare a
acestora pana la disponibilitatea testarii moleculare.
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Tabelul 5.11/Table 5.11
Rezultatele obtinute la TagMan PCR 1in timp real, pentru probele de la géini
CT values obtained for chicken samples

Cod Specie Tip proba Hsp65 CT IS1245 CT 1S901
117-109 Géina 1 Lizat 22,48 23,24 21,23
I17-110 Gdina2  Lizat 344 Indet 38,73
117-111 Gidina3  Lizat 39,3 indet 38,58
I17-112 Gidina4  Lizat 26,24 26,8 25,2
117-113 Gidina5  Lizat 21,7 24,08 22,09
117-117 Gdina 1 Extract ADN ficat 38,53 37,04 36,8
117-118 Gaina3  Extract ADN ficat 31,51 31,68 28,74
I17-119 Gdina2  Extract ADN ficat 38,59 37,94 36,28
117-120 Gaina4  Extract ADN ficat 38,96 38,75 36,46
117-121 Gdina6  Extract ADN splina 29,61 28,67 26,13
117-122 Gaina 6  Extract ADN ficat 32,66 32,04 30,23
117-123 Gidina5  Extract ADN ficat 34,03 33,24 31,55
117-124 Gaina 5 Extract ADN pulmon 27,7 27,26 25,51
117-136 Gdina7  Extract ADN splina 26,36 28,01 26,76
117-137 Gaina 7 Extract ADN intestin 24,36 25,69 23,55
117-138 Gdina8  Extract ADN ficat 19,57 21,14 19,24

(indet= nedeterminat)

5.2.4. Rezultatele examinarii morfopatologice si histopatologice a probelor de
la rumegatoare

Examinarea leziunilor la rumegatoarele testate (doud ovine, trei bovine si un cerb)
nu a evidentiat prezenta leziunilor macroscopice specifice paratuberculozei. Pentru
examinarea histopatologica si bacteriologica, dar si pentru cea moleculara, au fost recoltate
portiuni de interes din organe (limfonoduri mezenterice si regiuni de intestin si ficat). Pe
langa acestea, de la doud bovine au mai fost analizate probe de pulmon si limfonoduri
traheo-bronsice.

Leziuni granulomatoase caracteristice infectiei tuberculoase au putut fi observate in
probele de pulmon la o singurd bovind (Fig. 5.14 si 5.15). Recoltarea probelor a fost
realizatd la abatorizare. A fost remarcatd prezenta granuloamelor in Intreaga masa
pulmonara analizatd, acestea modificand conturul organului si proeminand pe suprafata
acestuia. La sectionare, tesutul prezenta rezistenta si s-a putut evidentia prezenta leziunilor
inflamatorii granulomatoase, circumscrise, cu dimensiuni variabile, de aproximativ 2-20
mm 1n diametru (uneori pana la 40-50 mm diametru), adesea Incapsulate si cu necroza
multifocald, confluenta si cu mineralizare (Fig. 5.16 si 5.17).
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Figura 5.14 Leziuni granulomatoase in pulmon: Figura 5.15 Leziuni granulomatoase in pulmon:
granuloamele confluente cu necroza cazoasa si

granuloame multiple, Vaca (original)
mineralizare, Vaca (sectiune, original)

Figure 5.14 Multiple granulomatous lesions in cow Figure 5.15 Granulomatous lesions in cow lung:
lung (original)e confluent granulomatous lesions, mineralization and
caseous necrosis and (section, original)
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Figura 5.17 Leziuni multiple de tip granulomatos:
tuberculos - organizare, zona centrala de necrozd si ~ necroza si mineralizare, pulmon vaca, coloratie ZN,

mineralizare, coloratie ZN, 100x (detaliu ZN, 400x, 100x (original)
original)

Figure 5.16 Granulomatous lesion - organization, Figure 5.17 Granulomatous lesion: central necrozis
central area of necrosis and mineralization, bovine and mineralization, ZN staining, 100x (originsl)
lung, ZN staining, 100x (detail ZN, 400x, original)
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Figura 5.18 BAAR, Frotiu pulmon vaca, coloratie ZN, 100x (original)
Figure 5.18 Acid fast bacilli, ZN staining, cow lung, 100x (original)
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Extinderea procesului infectios s-a realizat pe cale intracanaliculara, fiind afectate
grupurile alveolare invecinate, cu ramificatii comune ale cdilor respiratorii. A fost observata
si proliferarea tesutului fibros, care apare ca niste striatii albicioase intercalate intre
granuloame (Fig. 5.14 si 5.15), conferind astfel rezistentd la sectionare. La examinarea
sectiunilor colorate ZN nu s-a putut evidentia prezenta BAAR, aspect datorat caracterului
paucibacilar al leziunilor in tuberculoza bovina.

Localizarea si aspectul leziunilor, cét si evidentierea prezentei BAAR la examenul
bacterioscopic direct (Fig. 5.18), a condus in mod evident citre suspicionarea tuberculozei
bovine, aspectele legate de diagnosticul molecular si caracterizarea micobacteriei
identificate fiind prezentate 1n capitolul 8.

Leziuni microscopice specifice infectiei cu M. avium subsp. paratuberculosis au
fost evidentiate in sectiunile histologice din intestin (ileon) si limfonoduri mezenterice de
la 0 oaie. La nivelul limfonodurilor s-au observat atat granuloame mature, caracterizate prin
prezenta unei zone centrale de necroza si mineralizare, delimitatd de un aflux celular de
macrofage, limfocite si celule epitelioide, cat si granuloame in formare, cu aglomerare de
macrofage, limfocite, plasmocite (fig. 5.19 - 5.21).

La nivel intestinal, s-a remarcat prezenta unui infiltrat inflamator, cu macrofage si
limfocite (fig. 5.22). Leziunile observate sunt paucibacilare. Coloratia ZNM utilizata a
permis evidentierea BAAR (fig.5.23 A si B). La bovine, progresia catre leziunile
multibacilare la nivel intestinal, in zona terminala a ileonului, apare in stadiile finale,
leziunile fiind asociate cu eliminarea constanta a bacililor. Ovinele pot prezenta fenomene
clinice necorelate cu abundenta bacililor la nivel lezional (Perez s.a., 1996). Evolutia
leziunilor este etapizatd: de la nivelul placilor Peyer si al regiunilor adiacente acestora se
extind treptat citre submucoasd. Diseminarea catre alte tesuturi (extra-intestinale) este
frecvent asomata cu lezmmle mtestlnale de t1p multlbacﬂar (Perez s.a. 1996)

Figura 5.19 Granulom matur cu zond centrala de Flgura 5 20 Granulom zond centrald cu detrltus

necroza, calcificare, aflux periferic de macrofage, celular cazeos, imprejmuita de celule epitelioide,
limfocite; Limfonod mezenteric, oaie, coloratie HE, celule gigant si limfocite; Limfonod mezenteric,
100x (original) oaie, coloratie HE, 100x (original)

Figure 5.19 Mature granuloma with central necrosis, ~ Figure 5.20 Granuloma with central debris area and
calcification, peripheral influx of macrophages, = macrophage, epithelioid cells, lymphocytes in the
lymphocytes, epithelioid cells; Mesenteric lymph  surrounding region; Mesenteric lymph node, sheep,
node, sheep, HE staining, 100x (original) HE staining, 100x (original)
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Figura 5.21 Pre-granulom, influx de macrofage, Figura 5.22 Infiltrat inflamator cu macrofage si
limfocite, plasmocite si celule epitelioide; limfocite la nivelul ileonului, Oaie, coloratie HE,
Limfonod mezenteric, oaie, coloratie HE, 400x 400x (original)
(original)
Figure 5.21 Pregranuloma, macrophages, Figure 5.22 Inflamatory infiltrate in ileum, with
lymphocytes, plasmocytes and epithelioid cells, macrophages and lymphocytes, sheep, HE staining,
Mesenteric lymph node, sheep, HE staining, 400x 400x (original)

(original)

20 pm 20 pm

Figura 5.23 BAAR la nivel intracelular in limfonodurile mezenterice (A, B), oaie, coloratie ZNM, 1000x
(original)
Figure 5.23 Intracellular AFB in mesenteric lymph nodes (A, B), sheep, MZN staining, 1000x (original)

5.2.5. Rezultatele diagnosticului bacteriologic efectuat pe probele recoltate de
la bovine, ovine si cerb

Metodele utilizate in stabilirea unui diagnostic in paratuberculoza rumegatoarelor
se bazeaza, in linii mari, pe cultivarea micobacteriilor cu crestere lenta din probele clinice,
precedatd de decontaminare, pentru a distruge alte microorganisme cu crestere rapida
(bacterii si fungi). Se recomanda de asemenea prelungirea incubarii in mediu adecvat, care
contine agenti antimicrobieni pentru suprimarea contaminantilor si apoi identificarea
izolatelor prin metode fenotipice si genotipice.

Utilizarea mediilor lichide prezinta avantajul de a oferi rezultate intr-un timp mult
mai rapid, in comparatie cu mediile solide, nsd prezintd si dezavantaje, fiind necesara
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confirmarea prezentei micobacteriei prin teste aditionale moleculare. Dezvoltarea altor
microorganisme irelevante reduce capacitatea de detectie prin PCR a elementului [S900.
Tabelul 5.12/Table 5.12
Rezultatele examenului bacteriologic pentru probele recoltate de la rumegatoare
Culture results for ruminant samples tested

Nr.

Crt. Identificare Tipul probei LJ Middlebrook 7H9
1 Intestin - -
2 Vaci 1 Limfonod mezenteric - -
3 Fecale - -
4 Intestin - -
5 Vaca 2 Limfonod mezenteric - -
6 Fecale - -
7 Limfonod mezenteric - +
8 Jejun * *
9 Vaca 5 Rect * *
10 Intestin-regiune ileo-cecala - +
11 Fecale - -
12 Intestin - +
13 Oaie 1 Limfonod mezenteric - +
14 Fecale - -
15 Intestin - -
16 Oaie 2 Limfonod mezenteric - —
17 Fecale
18 Ficat * *
19 Cerb Splina * *

20 Intestin - +

(* neefectuat, - negativ, + pozitiv)

Examenul bacterioscopic din fecale si portiuni din organele recoltate nu a putut
evidentia prezenta bacililor acido-alcoolo-rezistenti. In paratuberculoz, eliminarea
bacililor se realizeazd in mod intermitent si astfel, un rezultat negativ in acest context,
asociat cu lipsa unor leziuni vizibile macroscopic, nu semnifica un diagnostic negativ.

Cresterea lentd in vitro a speciei M. avium subsp. paratuberculosis, uneori chiar
lipsa cresterii, in special a suselor de la ovine, face ca izolarea acestei micobacterii s se
realizeze dificil, fiind necesara o perioada lungé de timp, cuprinsa intre 2 i 4 luni pana la
pozitivarea culturilor (Gao s.a., 2009).

Evidentierea cresterii a putut fi realizata doar pe mediul lichid Middlebrook 7H9 cu
micobactind si Supliment ADC, pentru probele recoltate de la o bovind, o ovina si pentru
proba de intestin recoltatd de la cerb (Tabelul 5.12). Investigatii suplimentare, de ordin
molecular, au fost necesare pentru confirmarea MAP.
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5.2.6. Rezultatele obtinute in urma analizei moleculare a probelor recoltate de
la bovine, ovine si cerb prin TagMan PCR in timp real

Secventa de insertie IS900 este una din cei 20 de membri ai familiei IS770 si este
consideratd a fi specificd pentru M. avium subsp. paratuberculosis, desi secvente
asemanatoare [S900 au fost identificate rar si in genomul altor MNT (Englund s.a., 2002).
Acest element este considerat o tintd ideald pentru identificarea si discriminarea lui M.
avium subsp. paratuberculosis fata de alte subspecii ale lui M. avium. Eterogenitatea
izolatelor in baza numarului de exemplare IS900 (14-20 copii) si a pozitiilor lor in cadrul
genomului a fost exploatatd in numeroase studii epidemiologice (Castellanos s.a., 2009).

Au fost evaluate, prin TagMan PCR 1in timp real, extracte ADN din probe de intestin
si limfonoduri mezenterice de la trei bovine, doud ovine si un cerb si doud probe de lizate
din culturile obtinute pe mediul lichid Middlebrook 7H9. Testarea a urmadrit prezenta sau
absenta amplificarii pentru elementele Hsp65, 1S71245, 1S901 si IS900, valorile CT obtinute
fiind prezentate in tabelul 5.13.

Tabelul 5.13/Table 5.13
Rezultatele obtinute prin TagMan PCR 1n timp real, pentru probele de la bovine, ovine si cerb
CT values obtained for bovine, ovine and deer samples

Cod Specie Tipul probei Hsp65 1S1245 15901 15900
117-115 Cerb lizat 36,82 38,09 indet indet
117-130 Cerb 1 Extract ADN intestin 37,49 36,76 35,94 indet
117-116 QOaie 1 lizat 38,49 indet indet indet
117-135 Oaie 1 Extract ADN intestin 32 indet indet 27,38
117-133 Oaie 2 Extract ADN 37,39 indet 38,3 indet

limfonod
117-134 Oaie 2 Extract ADN intestin 37,53 indet 38,8 indet
117-128 Vaca 2 Extract ADN intestin 37,92 37,61 38,9 indet
117-129 Vacd 2 Extract ADN indet ; - -
limfonod
117-139 Vaca 5 Extract ADN 41,77 indet - 40,96
Limfonod
117-140 Vaca 5 Extract ADN jejun 34,31 indet - 34,48
117-141 Vaca 5 Extract ADN rect 33,19 indet - 36,04
Extract ADN
117-142 Vaci 5 intestin- regiune ileo- 30,33 indet - 27,21
cecala

(indet = nedeterminat, - = neefectuat)

[S7245 este un element de 1.313pb, delimitat de doua repetitii inversate imperfecte,
cu un cadru deschis de citire. El codifica o transpozaza putativa, cu similitudine a secventei
de aminoacizi de 64% cu IS/08/, un element de insertie prezent la membrii CMTB
(Guerrero s.a., 1995). In urma coroboririi rezultatelor obtinute pentru diversele probe testate
de la fiecare animal, prezenta lui M. avium subsp. paratuberculosis a putut fi confirmata din
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punct de vedere molecular la o ovina (oaie 1: CT IS900 = 27,38) si la o bovina (vaca 5: CT
IS900 =27,21). Pentru probele de la cerb si cele de la vaca 2, a fost dovedita prezenta unei
micobacterii din complexul CMA (IS1245 +, IS901+).

5.2.7. Rezultatele examindrii bacterioscopice a probelor recoltate de la ciine

Afectiunile cutanate determinate de micobacterii sunt rar intalnite la animalele de
companie si, in general, pot fi Incadrate In patru categorii: infectii cutanate determinate de
micobacterii atipice, granulomul leproid canin, leprd felind si tuberculoza cutanata
(Conceigdo s.a., 2011). Granulomul leproid canin (CLG), cunoscut si sub denumirea de
lepra canind, se caracterizeaza prin prezenta unor leziuni nodulare la nivelul pielii si
tesuturilor subcutanate. Agentul etiologic este o micobacterie apropiata din punct de vedere
genetic de M. simiae, care a fost partial secventializatd in 2000.

Cainii afectati nu prezinta alte semne clinice iar Tn majoritatea cazurilor leziunile
tind sa se vindece spontan, dupa o perioada de cateva sdptdmani pana la cateva luni (Malik
s.a., 1998). Primele cazuri au fost raportate in Africa (Zimbabwe) in 1973. Ulterior, au mai
fost semnalate cazuri in Australia, Noua Zeelanda, Brazilia sau Statele Unite ale Americii
(Malik s.a.,1998, Conceigdo s.a., 2011, Smits s.a., 2012) dar si in Europa (Dedola s.a.,
2014).

In studiul nostru au fost observate leziuni nodulare la nivel cutanat si subcutanat, in
regiunea capului, gatului, abdomenului si pe membre la doi cdini, femela si mascul, din rasa
Brac german. In cazul femelei, leziunile au fost observate in regiunea capului, pe membre
si ventral, la nivel abdominal, avand aspect nodular, ne-ulcerativ si depilate, de dimensiuni
aproximative de 1-2 cm (Figurile 5.24, 5.25, si 5.27). Acestea erau dure la palpare. La
mascul, a fost observata o singura leziune, in regiunea capului, cu aspect ulcerativ, depilata
(Figura 5.26). Spre deosebire de alte cazuri semnalate in literatura de specialitate
(Conceigao s.a., 2011, Dedola s.a., 2014), 1n acest studiu nu au fost remarcate leziuni la
nivelul urechilor.

Figura 5.24 Nodul subcutanat la cdine, regiunea Figura 5.25 Nodul subcutanat la cdine, regiuneca

cervicala (original) abdominald ventrala (original)
Figure 5.24 Nodule in the skin and subcutis, dog, Figure 5.25 Nodule in the skin and subcutis, dog,
cervical region (original) ventral abdominal region (original)
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Figura 5.26 Leziune cutanata ulcerativa, caine, Figura 5.27 Regiuni depilate localizate la nivelul

regiunea cefalica (original) membrelor la cdine (original)
Figure 5.26 Ulcerated skin lesion, dog, cefalic Figure 5.27 Skin lesions with depilation on the

region (original) limbs (original)

man,

’
i X,
i. ‘." £ '.

Figura 5.28 BAAR, continut nodul subcutanat,
Caine 1, coloratie ZN, 1000x (original) Caine 1, coloratie ZN, 1000x (original)
Figure 5.28 Acid fast bacilli in needle aspirate from  Figure 5.29 Acid fast bacilli in needle aspirate from
nodule, Dog 1, ZN staining, 1000x (original) nodule, Dog 2, ZN staining, 1000x (original)

VR G R LT .

W

Figura 5.30 BAAR, neutrofile prezente, continut nodul subcutanat, caine 1, coloratie ZN, 1000x (original)
Figure 5.30 Acid fast bacilli, neutrophils in needle aspirate from nodule, Dog 1, ZN staining, 1000x
(original)
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Au fost recoltate probe din continutul nodulilor din regiunea capului si gatului de
la ambii céini iar examenul bacterioscopic a reliefat prezenta BAAR in frotiurile realizate
din aspirat (Fig. 5.28 - 5.30)

In cazurile evaluate nu a fost instituit un tratament medicamentos sau chirurgical.
Cantitatea redusa de continut nodular ce a putut fi recoltatd nu a permis insa cultivarea
bacteriologica. Valorile CT obtinute pentru tinta generald de identificare a micobacteriilor
Hsp65 au fost tardive (CT = 34,8), nefiind astfel posibila incadrarea la nivel de specie.

Investigatiile realizate au putut evidentia implicarea micobacteriana, fara insd a
putea stabili cu certitudine diagnosticul de granulom leproid canin. Nu poate fi exclusa o
micobacterioza cutanatd atipicd, avand 1n vedere faptul ca cei doi céini erau utilizati la
vanatoare si existand astfel posibilitatea unor inoculari accidentale cu micobacterii din
mediu, prin intepare.

5.3. Discutii generale

Tuberculoza aviara a fost diagnosticata la toate pasarile examinate. Cahexia, diareea
cronica si leziunile observate la examinarea morfopatologica au condus la suspicionarea
acestei infectii. Examenul histopatologic a evidentiat prezenta leziunilor de tip
granulomatos si a BAAR 1n diferite organe afectate. Persistenta tuberculozei in efectivele
de pasari de curte este favorizata de lipsa masurilor de biosecuritate si de introducerea in
efective a pasarilor cu origine si cu status sanitar necunoscute.

Cinci dintre pasarile examinate au provenit din gospodarii de pe raza comunelor
Tomesti si Barnova, judetul Iasi. In cercetarile efectuate de Macovei 1. au fost evaluate si
gdini din Visani (Macovei, 2014), 1n aceastd zona fiind des intdlnita cresterea pasarilor in
sistem gospodaresc. Evolutia extinsa a bolii, durata de viatd mult mai mare a pasarilor de
curte comparativ cu cele crescute in sistem intensiv si schimbul de pasari intre gospodarii,
introducerea de efective noi 1n aceleasi spatii de crestere ar putea constitui factori implicati
in mentinerea infectiei in acest areal.

Tulpinile CMA care pot induce tuberculoza generalizata la pasari sunt considerate
de importantd majord in domeniul epidemiologiei veterinare. Raspunsul pozitiv pentru
IS901 este asociat cu tulpini virulente pentru pasari, serotipurile 1, 2 si 3 (Pavlik s.a., 2000
A). Toate probele testate pentru pasarile de curte au fost pozitive pentru IS901.

Tehnica TagManPCR 1in timp real este un instrument de diagnosticare cu eficienta
si sensibilitate ridicate. Cu toate acestea, calitatea slaba a ADN-ului poate determina aparitia
unor raspunsuri false (Agdestein s.a., 2011). Elementul 1S7245 este considerat o tintd de
incredere pentru identificarea lui M. avium si este, de asemenea, utilizat in mod obisnuit
pentru genotiparea RFLP (polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie). Pentru doua
dintre lizatele de la gainile testate (Gaind 2 si 3) s-a observat un raspuns IS7245 negativ si
1S901 pozitiv. Rezultatele contradictorii pentru M. avium, IS1245 negative, au fost raportate
anterior, atit pentru izolate de la oameni cat si de la animale (Beggs s.a., 2000; Higgins s.a.,
2011). Doua suse belgiene izolate de la oameni, identificate ca M. avium subsp. hominissuis,
au fost IS7/245 si IS90] + iar analiza ulterioara a aratat cad raspunsul pozitiv 1S90/ se
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datoreaza prezentei ISMav6 (Vluggen s.a., 2016). O identitate de 96% a fost descoperita
intre proteinele codificate de ISMav6 si IS90! (Ichikawa s.a., 2009).

Cresterea extrem de lenta a lui M. avium subsp. paratuberculosis (timp de generatie
de peste 20 de ore) si eliminarea intermitenta din organismele infectate au ingreunat izolarea
sa pe mediile de culturd utilizate. A fost astfel utilizatd testarea complementara rapida,
bazatd pe PCR, pentru depistarea elementului IS900 din probele clinice.

In Romania, supravegherea activa a paratuberculozei se realizeazi prin testare
serologica (iELISA cu faza de absorbtie), la solicitarea si pe cheltuiala proprietarului iar de
la animalele pozitive sunt testate probe de fecale prin examen bacterioscopic si/sau
molecular (PCR). Confirmarea, in cazul unui raspuns pozitiv la aceste teste, implica
sacrificarea animalelor si realizarea examenului histopatologic (metodele Ziehl Neelsen
modificatd, HEA sau HEV) si bacterioscopic, utilizdnd probe de intestin si limfonoduri
aferente. Totodata, testarea animalelor prin examen cultural si PCR se repetd (de doua ori
la sase luni), in cazul unui prim raspuns negativ (Ordinul ANSVSA 35/2016 - Normele
metodologice de aplicare a H.G. 1156/2013).

Numérul redus de cazuri intalnite n perioada de studiu poate fi explicat printr-o
evolutie sporadica a paratuberculozei in Romania, aspect confirmat gi de alti autori (Perianu,
2005). Adesea, in efectivele de rumegatoare In care boala a evoluat in trecut, la o noud
suspiciune, animalele sunt sacrificate si nu sunt realizate investigatii suplimentare, mai ales
din considerente financiare. Paratuberculoza a fost semnalata in majoritatea statelor membre
din UE (EFSA AHAW Panel, 2017). In baza de date WAHIS a Organizatiei Mondiale
pentru Sanatatea Animalelor, datele privind evolutia acestei boli pe teritoriul tarii noastre
nu sunt complete (WAHIS; Macovei, 2014). O evaluare de ansamblu a prevalentei la nivelul
Roméniei este necesard, tinand cont de impactul economic puternic si potentialul risc
zoonotic.

Investigatiile realizate pe doud cazuri clinice la cdini de vandtoare, au putut
evidentia implicarea micobacteriana, fara insa a putea stabili cu certitudine diagnosticul de
granulom leproid canin. Nu poate fi exclusa o micobacterioza cutanata atipicd, avand 1n
vedere faptul ca cei doi cdini erau utilizati la vanatoare si existand astfel posibilitatea unor
inoculari accidentale cu micobacterii din mediu, prin intepare.

5.4. Concluzii partiale

1. Cu scopul de identifica cu certitudine MNT implicate in infectii la pasari si
rumegitoare, au fost utilizate metode de diagnostic anatomopatologice, bacteriologice,
bacterioscopice si moleculare.

2. Casexia si leziunile observate la examinarea morfopatologicd au condus la
suspicionarea acestei infectii iar examenul histopatologic a evidentiat prezenta
leziunilor de tip granulomatos si a BAAR in organele afectate la toate pasarile suspecte
examinate.

3. Utilizarea Hsp65 si a secventelor de insertie IS1245 si IS901 ca tinte in cadrul
TaqManPCR 1in timp real faciliteaza identificarea si discriminarea subspeciilor M.
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10.

avium, prin tehnici moleculare, furnizand astfel un diagnostic rapid si precis, chiar si
in cazul testarii directe a extractelor de ADN din tesuturi.

Investigatiile bacteriologice si moleculare efectuate au condus la confirmarea infectiei
cu specia M. avium subsp. avium pentru toate gainile investigate.

Leziuni granulomatoase caracteristice infectiei tuberculoase au putut fi observate in
probele de pulmon de la o singurd bovina. Localizarea si aspectul leziunilor, cét si
evidentierea prezentei BAAR la examenul bacterioscopic direct, au condus, in mod
evident, catre suspicionarea tuberculozei bovine.

Leziuni microscopice specifice infectiei cu M. avium subsp. paratuberculosis au fost
evidentiate 1n sectiunile histologice din intestin (ileon) si limfonoduri mezenterice de la
0 oaie.

Cresterea extrem de lenta a lui M. avium subsp. paratuberculosis (timp de generatie
de peste 20 de ore) si eliminarea intermitenta din macroorganismele infectate au
ingreunat izolarea sa pe mediile de cultura utilizate.

Au fost evaluate, prin testarea complementara rapida TagMan PCR in timp real,
extracte ADN din probe de intestin si limfonoduri mezenterice de la trei bovine, doua
ovine si un cerb si doud probe de lizate din culturile obtinute pe mediul lichid
Middlebrook 7H9. Testarea a urmarit prezenta sau absenta amplificdrii pentru
elementele Hsp65, IS1245, 1S901 si 1S900, clemente de diagnostic cu o mult mai mare
certitudine.

in urma coroboririi rezultatelor obtinute pentru diversele probe testate de la fiecare
animal, prezenta lui M. avium subsp. paratuberculosis a putut fi confirmata molecular
la 0 ovina (oaie 1: CT IS900 =27,38) si la o bovina (vaca 5: CT IS900 =27,21). Pentru
probele de la cerb si cele de la vaca 2, a fost doveditd prezenta unei micobacterii din
complexul CMA (IS7245 +, [S901+).

Cu ocazia examindrii clinice si bacterioscopice a doi ciini de vanatoare, a fost dovedita
implicarea micobacteriilor in infectii cutanate, fara Insa a putea stabili cu certitudine
diagnosticul de granulom leproid canin. In acest caz, nu poate fi exclusd o
micobacteriozi cutanati atipici, avand in vedere faptul ca cei doi cini erau utilizati
la vanatoare, existand astfel posibilitatea unor inoculari accidentale cu micobacterii din
mediu.
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CAPITOLUL 6.
IZOLAREA SI IDENTIFICAREA TULPINILOR DE
MICOBACTERII NONTUBERCULOASE DE LA OAMENI

CHAPTER 6.
ISOLATION AND IDENTIFICATION OF NONTUBERCULOUS
MYCOBACTERIA FROM HUMAN SAMPLES

Micobacteriile au fost implicate in patologia infectioasa intalnita la animale si
oameni, din cele mai vechi timpuri. Cel mai elocvent exemplu este tuberculoza (TBC), care
continud sa provoace morbiditate si mortalitate semnificativa la nivel mondial. Definirea
caracterului infectios al bolii, prin descoperirea bacilului tuberculos uman de citre Robert
Koch, in 1881, a constituit un pas extrem de important.

In urma colaboririi dintre medicul veterinar Camille Guérin si doctorul Albert
Calmette, a rezultat tulpina atenuata de M. bovis, baza vaccinului BCG (Bacilul Calmette-
Guérin) care, in 1928, a fost adoptat de catre Liga Natiunilor ca vaccin standard impotriva
tuberculozei si este in continuare utilizat in majoritatea tarilor dezvoltate (Sizemore,
Lacourciere si Parker, 2015). Aceastd descoperire este o dovadad a faptului ca realizarea
colabordrilor stiintifice Intre profesii influenteaza in mod pozitiv si contribuie la dezvoltarea
strategiilor de control si combatere a bolilor infectioase.

In ciuda faptului ca NTM-urile sunt caracterizate de o patogenitate moderati,
incidenta infectiilor cauzate de acestea a Inregistrat o crestere, in special in tarile dezvoltate
(Rindi si Garzelli, 2016). Dintre speciile de MNT, membrii CMA sunt cel mai frecvent
izolati la nivel mondial si cel mai adesea asociati cu infectii respiratorii la pacientii umani,
in Europa, America de Nord si Australia.

O crestere a ratelor de izolare a MNT de la pacientii cu fibroza chisticd a fost
inregistrata in ultimii ani in Europa (Qvist s.a., 2015). Alaturi de CMA, M. gordonae, M.
xenopi, M. fortuitum, M. abscessus si M. kansasii sunt printre cele mai des izolate specii de
MNT, cu implicatii n patologia umana (van der Werf s.a., 2014, Hoefsloot s.a., 2013).
Avand 1n vedere faptul ca transmiterea de la o persoana la alta este considerata extrem de
rard, infectiile determinate de aceste bacterii nu sunt raportate Tn majoritatea tarilor (Griffith
s.a., 2007). Frecventa cea mai scazuta este observatd in America de Sud, dar acest lucru se
poate datora faptului ca existd un numar limitat de studii disponibile din aceasta regiune
(Hoefsloot s.a., 2013, Halstrom s.a., 2015, Stout s.a., 2016).

Conform Ghidului Metodologic de Implementare a Programului National de
Prevenire, Supraveghere si Control al Tuberculozei, termenul de micobacterioze face
referire la bolile determinate de anumite specii de micobacterii - altele decat cele din CMTB.
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Referirea la acest grup se face utilizand termenii MOTT: (Mycobacterium other than
Tuberculosis), MNT sau oportuniste.

Dupad cum a fost mentionat in capitolul II, in tara noastra, aspecte privind
diversitatea si incidenta principalelor specii MNT implicate in patologia umana nu au fost
abordate in prea multe studii. In acest context, obiectivul cercetirilor noastre a fost
caracterizarea diversitatii tulpinilor de MNT izolate din probe patologice respiratorii de la
oameni, Inregistrate in perioada mai 2015 - martie 2017 in cadrul laboratorului BK-IS.

6.1. Material si metoda

Diagnosticul de laborator al MNT izolate de la pacienti umani in Romania are la
standardizatd, deci nu se efectueazd in conditii de rutind. Identificarea tulpinilor
nontuberculoase de la pacienti umani se realizeazd prin examen bacterioscopic, (ZN,
Auramind-Rodamind), examen bacteriologic pe mediul de cultura solid Léwenstein-Jensen
si in sistemele automate si prin utilizarea unui test imunocromatografic rapid, de detectie a
antigenului MPT64. Noi am realizat identificarea la nivel de specie prin TagMan PCR in
timp real si prin secventiere.

6.1.1. Colectarea si conditionarea probelor

In perioada evaluati, un total de 66 de tulpini micobacteriene au fost izolate si
identificate ca MOTT 1in cadrul Laboratorului de Bacteriologie al Spitalului Clinic de
Pneumoftiziologie din lasi.

Tabelul 6.1/Table 6.1
Date privind provenienta izolatelor MNT de la oameni
Data regarding human NTM isolates

Produsul pia;toollaotgig/[(%\i;} care a fost Date despre pacient
- . . Calitatea . . Caz nou/
Nr. crt |Cod atribuit | Material patologic produsul.ul Sex |Varsta| Localitate Tratament
patologic

1. |I17-076 sputa SEro-mucos M 58 lasi Nou
2. [17-072 sputa purulent F 80 lasi MT
3. |I17-095 sputa Sero-mucos F 47 Vaslui Nou
4. |I17-085 sputa Sero-mucos F 61 lasi Nou
5. |117-071 sputd Sero-mucos F 31 lasi MT
6. [I17-101 sputa Sero-mucos M 81 lasi Nou
7. |I117-100 spalaturi bronsice M 61 Bacau Nou
8. [[17-104 sputa SEro-mucos F 66 lasi MT
9. |117-081 sputd Sero-mucos F 61 lasi Nou
10. |117-075 spaldturi brongice M 47 lasi Nou
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Produsul pf;t()()ﬁgi;;}l\i;} care a fost Date despre pacient
oo . . Calitatea. . Caz nou/
Nr. crt |Cod atribuit | Material patologic produsul.ul Sex |Varsta| Localitate Tratament
patologic
Tabelul 6.1 Continuare
11. [I17-080 sputd |sero-mucos F 81 iasi Nou
12. |117-089 sputa |ser0—mucos F 92 lasi Nou
13. |I17-108 sputa |ser0-mucos F 65 lasi Nou
14. |117-099 sputa SEro-mucos F 71 lasi Nou
15. |117-102 sputa purulent M 60 lasi Nou
16. |117-093 sputa Sero-mucos M 64 lasi Nou
17. |117-090 sputa |ser0-mucos F 82 lasi Nou
18. |117-105 sputd |ser0—mucos M 54 lasi Nou
19. [I17-086 sputd SEro-mucos F 49 lasi Recidiva
20. [117-107 sputa purulent M 58 lasi Nou
21. |[17-106 sputd purulent F 72 lasi Nou
22. |117-045 sputd Sero-mucos M 80 lasi Nou
23. |I17-055 sputa Sero-mucos M 55 lasi Nou
24. 117-061 aspirat bronsic M 44 Neamt Nou
25. |117-065 spalaturi bronsice F 53 lasi Nou
26. |117-060 aspirat bronsic F 60 lasi Nou
27. [117-070 aspirat bronsic M 50 lasi Nou
28. |[17-052 sputd Sero-mucos F 37 Vaslui Nou
29. [117-049 fibrina M 44 Suceava Nou
30. |I17-050 lichid pleural M 73 Neamt Nou
31. I17-048 lichid pleural M 78 lasi Nou
32. |117-067 sputd Sero-mucos F 75 lasi Nou
33. |117-057 aspirat bronsic F 63 lasi Nou
34. |117-042 pleura parietalla M 61 lasi Nou
35. [I17-040 aspirat brongic F 59 Suceava Nou
36. |117-030 spaldturi brongice F 86 lasi Nou
37. |117-041 sputa purulent M 63 lasi Recidiva
38. [[17-034 sputd purulent F 81 lasi Nou
39. [117-068 sputa purulent M 63 lasi Recidiva
40. [I17-056 sputa Sero-mucos M 32 lasi Nou
41. [I17-036 Formatiune nodulara M 72 Botosani Nou
42. [117-039 fibrina M 68 lasi Nou
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Produsul pie;toolgotgiﬁdcli\i;} care a fost Date despre pacient
oo . . Calitatea. . Caz now/
Nr. crt |Cod atribuit | Material patologic produsul.ul Sex |Varsta| Localitate Tratament
patologic
Tabelul 6.1 Continuare
43. |[17-023 puroi M 79 lasi Nou
44, [117-013 aspirat bronsic M 44 Neamt Nou
45. |117-033 sputa Sero-mucos F 70 lasi Nou
46. (117-020 sputa |sero-mucos F 70 lasi Nou
47. [117-037 sputd |sero—mucos M 65 lasi Nou
48. [117-006 sputa |ser0—mucos M 69 lasi Nou
49. |117-011 sputa |ser0-mucos F 79 lasi Nou
50. |I17-003 sputd |ser0—mucos M 44 Neamt Nou
51. |117-029 sputa |ser0—mucos M 33 lasi Nou
52. |117-024 sputa |ser0-mucos M 82 lasi Nou
53. |I17-002 sputa |sero-mucos M 67 lasi Nou
54. |117-097 sputd |sero—mucos M 22 lasi Nou
55. |117-017 sputa |ser0—mucos F 49 lasi Nou
56. |[17-007 sputa |sero-mucos M 64 lasi Nou
57. [117-014 sputa |ser0-mucos M 54 lasi Recidiva
58. |117-021 sputa |ser0—muc0s M 58 lasi MT
59. |117-028 sputa |ser0-mucos M 64 lasi Nou
60. [I17-092 sputa SEro-mucos F 80 lasi Nou
61. |117-064 lichid pleural M 48 lasi Nou
62. |I117-051 sputa purulent F 77 lasi Nou
63. (I17-n Pleura parietald M 66 Bacau Nou

(MT=monitorizare tratament)

MNT au fost izolate din produsele patologice de rutina, evaluate in cazul suspiciunii
de tuberculoza: sputd, aspirat bronsic, spaldturi bronsice, lavaj bronho-alveolar, lichid
pleural, probe biopsice de la nivelul unor formatiuni nodulare, pleura parietala si fibrina.
Tabelul 6.1 sistematizeaza totalitatea probelor luate in studiu si pentru care au fost
disponibile date privind tipul materialului patologic si cateva informatii despre pacient
(varsta, sex, localitate de provenientd). Pentru trei dintre probele evaluate molecular (117-
001, 117-035, 117-064) nu au fost disponibile aceste date.

Majoritatea probelor au provenit de la pacienti cu varsta de peste 60 de ani, 30% cu
varsta cuprinsa intre 60 si 70 de ani, varsta medie fiind de 62,3 ani. De la pacientii de sex
feminin au fost izolate 43% din NTM (57% fiind izolate de la barbati). Majoritatea probelor
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(aproximativ 97%) au fost izolate din specimene respiratorii, in principal sputa -70% (Anton
s.a., 2018).

Aproximativ 83% din probe proveneau de la pacienti din judetul lasi, iar celelalte
17% din regiunile invecinate: Bacau (n = 2), Vaslui (n = 2), Neamt (n = 4) si Botosani (n =
2). Majoritatea inregistrarilor au fost cazuri noi (87%), 4 fiind Inregistrate in monitorizarea
tratamentului si alte 4 ca recidive. In aceste cercetari nu au fost folosite date cu caracter
personal ale pacientilor si nici aspecte privitoare la evolutia infectiei, investigatii realizate
sau tratament.

Micobacteriile au fost identificate ca MOTT sau MNT dupa izolarea primara si
conservate apoi in solutie de glicerina 10%, la -20°C, conform protocolului din laborator.
Pentru identificarea lor, au fost realizate reinsdmantari din fiecare proba, pe cate doud tuburi
de mediu Léwenstein-Jensen.

Ulterior, dupa pozitivarea culturilor, coloniile au fost conservate in solutie de
glicerina 10%, fiind astfel constituitd o banca de probe, pentru ca ulterior s se realizeze
identificarea moleculara a fiecarei suse izolate.

6.1.2. Examenul bacterioscopic direct

Urmareste evidentierea BAAR 1n frotiurile efectuate din materialul patologic. Un
frotiu pozitiv reprezinta singurul rezultat obiectiv pana la confirmarea prin examen cultural.
In practica curenti, se efectueaza frotiuri subtiri, din regiunile opace, purulente din sputi.
Materialul patologic este depus in zona centrald a lamei de sticld, acoperind o arie de 1x2
cm. Se utilizeaza coloratia de referinta Ziehl-Neelsen si coloratia auramina-rhodamina.

Numarul de bacili din frotiu corespunde concentratiei de bacili din sputd. Atunci
cand numdrul de bacili depaseste 1x10° BAAR/ ml de sputi, probabilitatea de a identifica
bacili in frotiu se apropie de 96% (Bodal s.a., 2015).

Tehnica de lucru si reactivii utilizati pentru colorarea frotiurilor Ziehl-Neelsen sunt
descrise in subcapitolul 5.1.3 - Examenul bacterioscopic direct.

Microscopia de fluorescentd permite examinarea mult mai rapidd a frotiurilor,
comparativ cu tehnica clasica ZN. De asemenea, este mai sensibild in cazul materialelor
patologice paucibacilare, deoarece permite examinarea mai multor cdmpuri, cu mai putin
efort. Este indicata in special pentru laboratoarele in care se examineaza un volum mare de
probe. Cu toate acestea, metoda necesitd o sursd de alimentare stabild si 0 mai mare
experienta in citirea si ajustarea microscopului.

Procedura de lucru implica colorarea primara a frotiurilor cu solutia de auramina
(0,1%) - rhodamina (0,01%), pentru 5 minute. Spre deosebire de colorarea cu fucsina, nu se
foloseste Incalzirea frotiurilor pentru a facilita patrunderea colorantului primar. Spélarea se
realizeaza cu apa distilata si nu cu apa de la robinet, deoarece clorul poate sa interfereze cu
semnalul fluorescent. Pentru decolorare, solutia de acid-alcool in concentratie de 3% se lasa
in contact cu lama timp de 2 minute. Recolorarea se realizeaza pentru eliminarea
fluorescentei nespecifice din fondul frotiului. In acest scop, se utilizeazi solutie de
permanganat de potasiu 0,5%. Dupa doud minute, frotiul este spalat cu apa distilata si este
lasat la uscat. Examinarea trebuie sa fie realizata in cel mai scurt timp (pana in 24 de ore),
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datoritd scaderii fluorescentei bacililor, cu microscopul UV, ocular 10x si obiectiv 25/45x.
BAAR sunt observati cu usurintd, fiind galben- stralucitori pe un fond intunecat
(Homorodean s.a., 2005).

Pentru o evaluare corecta a rezultatelor, trebuie examinate minim 100 de campuri.
Sunt observate caracteristicile morfologice ale BAAR prezenti si se realizeaza o exprimare
semicantitativa a rezultatelor, in functie de numarul de bacili observati per 100 de campuri
(Homorodean s.a., 2005).

6.1.3. Examenul bacteriologic

Cultivarea micobacteriilor reprezinta tehnica de diagnostic standard utilizatd in
laboratoarele din Intreaga lume. Aceasta permite evidentierea viabilitatii microorganismelor
in probele testate. In acest studiu, izolarea primard a MNT a fost realizata atit pe mediul
solid Lowenstein—Jensen cat si pe mediile lichide utilizate de sistemele automate BACTEC
MGIT960 (Becton Dickinson) si VersaTRECK (TREK Diagnostics).

Pentru izolarea primard este necesard o etapd de decontaminare a produselor
patologice. In cazul sputei, aceasti etapi are rolul de a elimina flora de asociatie dar si de a
fluidifica si descompune structurile organice (fibrina, mucusul). A fost utilizatd metoda de
decontaminare cu hidroxid de sodiu 4%, fara centrifugare, numita si metoda cu picatura,
conform recomandarilor OMS. Decontaminarea nu este selectiva, insd aceasta tehnica
conferd un echilibru intre numarul de bacili distrusi (aproximativ jumatate) si rata ulterioara
de contaminare a mediilor Insdmantate, cuprinsa Intre 2 si 5%.

Tehnica de lucru cuprinde un prim pas de omogenizare a probelor, la care se adauga
solutia de NaOH 4% cu indicator de pH (albastru de bromtimol). Probele sunt lasate in
contact cu substanta decontaminanta timp de 15 minute, la temperatura camerei, timp in
care se efectueaza una-doud agitari si apoi sunt neutralizate cu HCI 8% pana se obtine un
pH neutru, marcat de aparitia culorii galben-verzui. Din preparatul astfel obtinut au fost
inoculate cate trei tuburi de mediu Lowenstein-Jensen comercial (Sanimed si Institutul
Cantacuzino), cu o cantitate de 0,2 ml. S-a realizat Insdméantarea si pe mediile lichide
utilizate de sistemele automate prezente in laborator: BACTEC MGIT 960 si Versa TREK.

Tuburile de mediu solid au fost mentinute in pozitie inclinatd si cu capacul usor
deschis pentru 2-5 zile, ulterior capacele fiind inchise si tuburile mentinute In continuare in
camera termostatata, la 36,5-37°C, pana la doua luni.

Sistemul automat BACTEC MGIT 960 (Mycobacteria Growth Indicator Tube)
utilizeaza tuburi cu mediu Middlebrook 7H9 modificat, care contine un indicator de crestere
fluorescent (Figura 6.1). Astfel, pozitivarea unei culturi este marcatd de aparitia unui
precipitat in zona inferioara a tubului si prin intermediul emitatorului portabil integrat
(Moisoiu, 2014). Pentru scurtarea timpului de crestere si eliminarea contaminantilor se
adaugd in mediu suplimentul OADC si cel de antibiotice PANTA F. Fiecare tub este
insdmantat cu 0,5ml din proba prelucrata.

Sistemul Versa TREK utilizeaza flacoane de mediu Middlebrook 7H9 cu buretei cu
structurd alveolara, pentru marirea suprafetei de crestere si cu substante antibacteriene.
Sistemul monitorizeaza consumul de O, si presiunea din flacon prin intermediul unui
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manometru (Figura 6.2). Astfel, cresterea micobacteriilor este insotita de scaderea presiunii
de O din flacoane, aspect semnalat vizual si acustic (Moisoiu, 2014).

Figura 6.1 A - Sistemul automat BACTEC MGIT960 (original);
B - tuburile cu mediu (sursd: www.bd.com)

Figure 6.1 A - BACTEC MGIT960 system (original), B-Growth indicator

tubes (source: www.bd.com)

Figura 6.2 A - Sistemul automat VersaTRECK; B - tuburile de mediu
(original)
Figure 6.2 A - VersaTRECK system; B - medium tube (original)

6.1.4. Diferentierea MNT de membrii CMTB prin detectia antigenului MPT64

Diferentierea MNT de membrii CMTB s-a realizat utilizdnd un test rapid
imunocromatografic: SD Bioline TB Ag MPT64 RAPID® (Standard Diagnostics, Inc.
Yongin, Coreea). MPT64 este o proteina (24 kDa) codificatd de genele regiunii RD2,
secretatd de micobacterii in faza de crestere si care s-a dovedit a fi un antigen specific care
diferentiaza CMTB de micobacteriile nontuberculoase (Arora s.a., 2015).

Din culturile pozitive pe mediul Léwenstein-Jensen se preleveaza 3-4 colonii ce
sunt apoi suspendate In 100pl tampon de extractie si vortexate. Se depune in test 100ul de
proba astfel prelucrata (sau 100l din lichidul de condensare din tub) si se urmareste aparitia
benzii de control, pentru validarea testului si apoi aparitia benzii T, care marcheaza prezenta
unei micobacterii din CMTB. Durata testului este de 15 minute.
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6.1.5. Identificarea moleculara a MNT izolate de la pacienti umani

Pentru identificarea varietatii MNT izolate s-a recurs la identificarea prin TagMan
PCR in timp real a secventelor de interes Hsp65, 1S6710, 1S1081, 1S1245, IS901 si
secventierea unor regiuni Inalt conservate: Hsp65, rpoB si 16S ARNr. Studiile au fost
efectuate in Laboratorul de Biologie Moleculara al FMV lasi dar si in cadrul Laboratorului
pentru sdnatatea animalelor ANSES FR.

6.1.5.1. Extractia acidului nucleic (ADN)

Pentru a se obtine o cantitate de ADN cat mai mare, coloniile de MNT izolate si
stocate in solutie de glicerol 10% au fost repasate pe mediu solid Lowenstein Jensen si apoi
pe mediul lichid Middlebrook 7H9 pentru imbogatirea culturilor. Mediile utilizate au fost
LJ comercial (Sanimed) si LJ si Middlebrook 7H9 preparate in cadrul Laboratorului de
Bacteriologie al Facultitii de Medicind Veterinara lasi, conform protocolului de lucru
descris in subcapitolul 5.1.4. Extractia ADN-ului a fost efectuata urmand protocolul utilizat
in cadrul Laboratorului de Zoonoze Bacteriene ANSES FR., descris in subcapitolul 5.1.5.1.
Extractia acidului nucleic (ADN).

Pentru probele care au prezentat o crestere bogata la repicajul efectuat pe mediul
LJ, au fost obtinute si extracte ADN prin soc termic, prin suspendarea coloniilor intr-un ml
de apa ultrapura, inactivarea lor pe baie de apa timp de 20 minute la 94°C si treceri repetate
de pe baia de apa (100°C) pe pat de gheata, timp de 2 minute, conform protocolului descris
de Bostanaru A., 2014 .

6.1.5.2. Identificarea MNT prin tehnica TagMan PCR in timp real

Testarile prin tehnica TagMan PCR 1in timp real a extractelor ADN micobacterian
de origine umana au fost efectuate conform protocolului descris in subcapitolul 5.1.5.2
Identificarea MNT prin tehnica TagMan PCR in timp real.

Pentru probele evaluate, au fost testate atat extracte ADN direct din coloniile
obtinute pe mediul solid LJ (obtinute prin soc termic) cat si lizate din culturile de imbogatire
pe mediul lichid Middlebrook 7H9. De prima intentie a fost analiza Hsp63, pentru testarile
ulterioare fiind selectate extractele care au exprimat valoarea CT cea mai mica (cate un
extract pentru fiecare proba inclusa in studiu).

6.1.5.3. Amplificarea genica

Izolatele de micobacterii nontuberculoase identificate in probele clinice de la
oameni au fost ulterior supuse testarii prin PCR clasic pentru elementele inalt conservate
Hsp65, 16S ARNTr si rpoB, ampliconii obtinuti fiind secventiati. In acest scop s-a realizat
amplificarea ADN-ului din probele selectate pentru secventele tinta cu ajutorul protocolului
de lucru detaliat in tabelul 6.2.
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Tabelul 6.2/Table 6.2
Programul de amplificare utilizat
PCR amplification program

Numérul de cicluri Etapa Temperatura Timpul
L ACt.l varea qu 95°C 15 minute
polimerazei
II. Denaturare 94°C 1 minut
5 cicluri II1. Hibridizare 65°C 30 secunde
IV. Elongare 72°C 2 minute
V. Denaturare 94°C 1 minut
50 de cicluri VI. Hibridizare 60°C 1 minut
VII. Elongare 72°C 2 minute
VIII. Elongare finala 72°C 10 minute
IX. Mentinere 12°C 0
Tabelul 6.3/Table 6.3

Componenta amestecului reactional utilizat in PCR clasic
PCR classic reaction mix

Reactivi Cantitate/ reactie

Apa ultrapura 11,7 pl
Tampon de amplificare 2,5 ul
Tampon Q Sl

dNTP 0,2 ul
Hot Star Tag DNA Polymerase 0,1 pl
Primer Sens 1,5 ul
Primer Antisens 1,5 ul
Volum total 22 ul

Componenta amestecului reactional este prezentatd in tabelul 6.3 iar secventele
amorselor in tabelul 6.4. Desfasurarea reactiilor s-a realizat intr-un volum final de 25 pl, din
care 3 pl au fost reprezentati de ADN-ul de testat.

Aproape toate speciile bacteriene au o singura copie a genei Asp65 in genomul lor,
ceea ce inseamnd cé aceastd gend nu este usor transferatd de la o bacterie la alta si ca o
abordare filogenetica ce vizeaza aceasta gena este adecvata pentru studiile filogenetice ale
speciilor sau tulpinilor strans relationate.

Gena Asp65 codeaza proteina de soc termic de 65 KDa si a fost utilizata cu succes
pentru identificarea izolatelor clinice micobacteriene (Kim s.a., 2005). Identificarea are la
bazd analiza fragmentuluii de 441 pb, amplificat cu ajutorul primerilor descrisi de Telenti
(Telenti s.a., 1993).

Secventierea genei rpoB, care codificd subunitatea f a ARN polimerazei, si-a
dovedit utilitatea in caracterizarea filogenetica a MNT, exprimédnd un nivel promitator de
discriminare intre micobacteriile cu crestere rapidd si cele cu crestere lentd, inclusiv
membrii CMA (Zwaan s.a., 2014).

De la inceputul anilor 1990, analiza secventei genei 16S ARNr a servit ca standard
de aur (gold standard) in identificarea micobacteriilor. Capacitatea de discriminare este insa
limitata pentru unele grupuri de MNT, in special in rAndul micobacteriilor cu crestere rapida
din complexele M. fortuitum si M. chelonae-abscessus (Tortoli, 2012).
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Tabelul 6.4/Table 6.4
Secventele primerilor utilizati pentru amplificarea secventelor Hsp65, rpoB si 16S ARNr
Primers sequence for Hsp63, rpoB si 16S rRNA genes amplificationr

Tinta Primeri Secventa Referinta Tal.le
? ’ amplicon
. 5'ACC AAC GAT GGT GTG TCC
Primer sens Tb11 . .
Hisp65 . . AT 3 Telenti s. a., 439 pb
Primer antisens 5'CTT GTC GAA CCG CAT ACC 1993
Tb12 CT3
Primer sens 5 GGC AAG GTC ACC CCG AAG
Myco F GG 3 Adekambi s.a.,
poB Primer antisens 5’ AGC GGC TGC TGG GTG ATC 2003 764 pb
Myco R ATC3
Primer sens 5 ACG GTG GGT ACT 'AGG TGT
16S GGG TTT C3 Huard s.a., 543 pb
ARNr 5 TCT GCG ATT ACT AGC GAC 2003

Primer antisens TCC GAC TTC A3

Analiza produsilor de amplificare
Analiza produsilor de amplificare a fost realizatad prin electroforeza in gel de

agaroza 2% (8 g agaroza: 400 ml solutie TAE 1X si Gel Red pentru vizualizare). Pentru
estimarea taliei produsilor PCR s-a utilizat marker-ul de masa moleculara DNA Ladder Plus
(100 bp ladder) (Euromedex 0,5png/ul, 50ul). Pentru migrare s-a setat un voltaj constant, de
90V, pentru 60 minute. Vizualizarea ampliconilor s-a realizat cu transiluminatorului
ChemiDoc XRS (BioRad) cu lumina ultravioletd, imaginile fotografiate ale gelului fiind
inregistrate in format electronic.

6.1.5.4. Secventierea nucleotidelor

Secventierea a fost realizatd prin metoda Sanger, fiind externalizata catre MWG
Biotech AG (Eurofins MWG, Ebersberg, Germany), care are la bazd tehnica de
electroforeza capilara de 1nalta rezolutie. Secventierea s-a realizat intr-o singurd directie, cu
ajutorul primerului-sens specific fiecarei tinte (tabelul 6.4).

6.1.5.5. Analiza filogenetica

Secventele nucleotidice obtinute au fost analizate individual, bioinformatic cu
ajutorul programului BLAST (Basic Local Alignment Serch Tool) de pe portalul NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Alinierea secventelor a fost realizata prin
utilizarea metodei Muscle, din programul Mega 7, arborele filogenetic fiind generat cu
ajutorul aceluiasi program prin metoda Maximum Likelihood (probabilitatea maxima) si cu
valoarea ,,bootstrap” (estimarea fiabilitatii generarii ramurilor arborelui) pentru 1000 de
replicari.
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i i3 1 R
obtinute la repicaje pe mediul Lowenstein Jensen: A - M. avium subsp. hominissuis, B - M. peregrinum, C - M.
mucogenicum, D. M. fortuitum, E - M. chelonae, F. M. gordonae, G - M.setense, H - M. mageritense (conform identificarii moleculare, Original)
Figure 6.3 NTM colony morphology on Lowenstein Jensen: A - M. avium subsp. hominissuis, B - M. peregrinum, C - M. mucogenicum, D. M. fortuitum,
E - M. chelonae, F. M. gordonae, G - M.setense, H - M. mageritense (according to molecular identification, original)
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6.2. Rezultate

6.2.1. Rezultatele examenului bacteriologic

Pentru perioada analizata, rata globald de izolare a MNT din totalul probelor
inregistrate (n = 25271) in laborator pentru diagnostic a fost de aproximativ 0,25%. Au fost
14 izolate MNT (0,18%) 1n 2015, 48 (0,34%) 1n 2016 si doar unul in primele trei luni ale
anului 2017 (Anton s.a., 2018 A). Valorile corespund constatarilor mentionate n literatura
(van der Werf et al., 2014). Ratele lunare de izolare variaza de la 0 la 1,33%, cea mai ridicata
in mai 2016.

Analizand tulpinile pentru care au fost evaluate datele privind izolarea primara,
acestea au Inregistrat crestere deopotrivd pe mediul lichid utilizat de sistemul automat
BACTEC MGIT 960 (26) cat si pe mediul solid Lowenstein Jensen (42). Pe mediul solid,
coloniile au fost observate cel mai frecvent la 45-60 zile de la inoculare. Aspectul
morfologic al coloniilor obtinute a fost divers, acestea fiind atat netede cat si rugoase,
galben-portocalii sau galbui (Figura 6.3). La examenul bacterioscopic direct, toate probele
examinate din care au fost izolate MNT, au fost negative. Cu toate acestea, un rezultat
negativ la examinarea frotiurilor nu Inseamna neaparat cd MNT, mai ales cele cu crestere
rapidd, nu sunt prezente intr-o proba clinica, acestea fiind considerate mai sensibile la
decolorare sau nu se pot colora prin metode fluorescente.

In studiul efectuat de Bostinaru si colaboratorii (Bostinaru s.a., 2014) au fost
evaluate izolatele MNT din cadrul aceluiasi laborator, pentru o perioadd de 5 ani. S-au
observat trendul ascendent al ratei de izolare si ponderea ridicatid a izolarii din probe
respiratorii, aspecte confirmate si in studiul nostru. La examenul bacterioscopic, au fost
decelati BAAR intr-un procent de 21,31% dintre frotiuri, spre deosebire de studiul prezent.

6.2.2. Rezultatele identificarii MNNT prin TagMan PCR in timp real

Analiza rezultatelor obtinute prin TagMan PCR 1n timp real pentru elementul Hsp65
a pus in evidenta prezenta speciilor apartinand genului Mycobacterium in toate probele. In
functie de valorile CT pentru tintele [IS61170, 1S1245,1S901 si IS1081 s-a realizat incadrarea
izolatelor in urmatoarele categorii: CMA (N = 7) - specie din complexul CMA (IS7245++,
CTis1245<CTuspss), M. avium sau Mycobacterium sp. (N =2,117-030 si [17-097, IS1245 +,
CTis1245>CThspss), Mycobacterium sp. - alte specii de MNT (N = 39, Hsp65+). Subspecia
M. avium subsp. hominissuis (N = 12) a fost identificatd in probe in baza unui raspuns
1S71245+, IS901-. Pentru 11 dintre probele incadrate in aceastd categorie s-a observat un
raspuns la IS6710 tardiv (Tabelul 6.5). Doud extracte (I117-040, 117-078) au putut fi
identificate cu certitudine ca fiind M. avium subsp. avium (IS1245 +, CT 1S901 <20),
acestea provenind din probe de la acelasi pacient. Un raspuns pozitiv la IS7/081 a fost
inregistrat pentru doud extracte testate (117-034 si 117-064), identificarea si caracterizarea
acestora fiind detaliata in Capitolul VIII.
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Tabelul 6.5 /Table 6.5
Rezultatele obtinute la TagMan PCR in timp real
TagMan real time PCR results

TagMan PCR in timp real
Identificare moleculara prin Tinta Tinta Tinta Tinta Tinta
Cod PCR IS6110 1S1245 1S901 1S1081  Hsp6s
Rezultat Valoare Valoare Valoare Valoare Valoare
CT CT CT Ct CT

117-001 CMA 36,59 17,53 39,63 indet 22,36
117-002 Mpycobacterium sp. indet 36,02 indet indet 31,32
117-003 M. avium subsp. hominissuis 36,82 17,62 indet indet 21,18
117-006 Mycobacterium sp. indet 34,52 38,62 indet 27,24
117-007 Mycobacterium sp. indet 32,47 indet indet 31,73
117-011 Mpycobacterium sp. indet 30,85 indet indet 21,96
117-013 CMA 36,03 16,91 32,56 indet 19,79
117-014 Mycobacterium sp. indet 29,71 39,3 indet 23,33
117-017 Mpycobacterium sp. indet 36,63 indet indet 15,37
117-020 Mycobacterium sp. indet 28,53 indet indet 18,09
117-021 Mycobacterium sp. indet 35,58 indet indet 32,71
117-023 Mpycobacterium sp. indet 31,54 indet indet 20,41
117-024 Mycobacterium sp. indet 34,6 indet indet 30,38
117-028 Mycobacterium sp. indet 37,63 indet indet 22,64
117-029 Mpycobacterium sp. indet 29,66 indet indet 25,89
117-030 M. avium/Mycobacterium sp. indet 26,01 34,13 indet 21,45
117-033 Mycobacterium sp. indet 36,16 indet indet 18,57
117-035 CMA 35,9 16,86 35,8 indet 19,55
117-036 M. avium subsp. hominissuis indet 24,11 indet indet 24,16
117-037 CMA indet 28,44 39,23 indet 31,44
117-039 Mpycobacterium sp. indet 27,44 29,84 indet 22,96
117-040 M. avium subsp. avium indet 20,99 19,17 indet 18,73
117-041 M. avium subsp. hominissuis 35,73 16,89 indet indet 20,79
117-042 Mycobacterium sp. indet 31,12 indet indet 21,61
117-045 M. avium subsp. hominissuis 37,22 18,51 indet indet 19,3
117-048 M. avium subsp. hominissuis 35,14 16,92 indet indet 20,76
117-049 M. avium subsp. hominissuis 35,27 16,72 indet indet 21,33
117-050 CMA 33,85 16,3 36,44 indet 20,17
117-051 Mycobacterium sp. indet 32,17 indet indet 25,39
117-052 M. avium subsp. hominissuis 35,97 17,16 indet indet 22,72
117-055 Mycobacterium sp. indet 34,97 indet indet 22,88
117-056 CMA indet 24,39 38,23 indet 34,57
117-057 M. avium subsp. hominissuis 34,83 16,17 indet indet 21,07
117-060 M. avium subsp. hominissuis 33,73 16,07 indet indet 19,92
117-061 M. avium subsp. hominissuis 34,97 15,91 indet indet 21,03
117-065 Mycobacterium sp. indet 26,9 38,68 indet 23,68
117-067 M. avium subsp. hominissuis 35,43 17,53 indet indet 20,27
117-068 M. avium subsp. hominissuis 33,92 1591 indet indet 19,95
117-070 CMA 35,06 16,11 39,43 indet 21,03
117-071 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 30,61
117-072 Mpycobacterium sp. indet 36,28 indet indet 21,7
117-074 Mycobacterium sp. indet 34,64 indet indet 26,2
117-075 Mycobacterium sp. indet 32,33 39,79 indet 24,82
117-076 Mycobacterium sp. indet 29,17 indet indet 21,57
117-078 M. avium subsp. avium indet 21,54 19,55 indet 20,65
117-080 Mycobacterium sp. indet 31,41 indet indet 24,05
117-085 Mycobacterium sp. indet 36,93 indet indet 25,36
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TagMan PCR in timp real
Identificare moleculara prin Tinta Tinta Tinta Tinta Tinta
Cod PCR IS6110 1S1245 1S 901 1S 1081  Hsp6s
Rezultat Valoare Valoare Valoare Valoare Valoare
CT CT CT Ct CT

Tabelul 6.5 Continuare
117-086 Mycobacterium sp. indet 31,82 indet indet 21,71
117-089 Mycobacterium sp. 31,73 38,42 indet indet 18,36
117-090 Mpycobacterium sp. indet 34,37 indet indet 26,9
117-092 Mycobacterium sp. indet 38,11 indet indet 15,39
117-093 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 30,7
117-095 Mpycobacterium sp. indet indet indet indet 19,36
117-097 M. avium /Mycobacterium sp. 39,01 20,81 indet indet 18,7
117-099 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 21,69
117-100 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 37
117-101 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 26,91
117-102 Mpycobacterium sp. indet indet indet indet 26,34
117-104 Mpycobacterium sp. indet indet indet indet 19,61
117-106 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 26,78
117-107 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 22,97
117-108 Mycobacterium sp. indet indet indet indet 28,29

(Msp=specie din genul Mycobacterium, indet=nedeterminat)

6.2.3. Caracterizarea si analiza filogenetica a tulpinilor de MNT izolate din
probe de origine umana

Secventierea probelor a fost realizatd n scopul identificarii speciilor de MNT
izolate. In urma valorilor CT obtinute la analiza prin PCR in timp real, s-a luat decizia
secventierii etapizate. In urma analizei prin PCR clasic, toate probele au prezentat
amplificare pentru elementele Hsp65, rpoB si 16S ARNr. Intr-o prima etapa, au fost
realizate secventieri pentru regiunile Hsp65 (54 probe) si rpoB (24 probe), urmand ca apoi
sa fie realizata si secventierea ampliconilor obtinuti pentru 16S ARNr (16 probe).

Au fost obtinute secvente cu lungimi variate, de la 341 la 413 pentru Hsp65, de la
648 1a 720 pentru rpoB si de 1a 395 1a 497 pentru 16S ARNr. Au mai fost obtinute si secvente
cu talie mai redusd pentru patru dintre izolate: 117-090 (Hsp65-151 nucleotide), 17-080
(Hsp65-154 nucleotide), 117-100 (Hsp65-88 nucleotide) si [17-068 (rpoB-403 nucleotide),
insa in urma analizei BLAST toate aceste probe au putut fi identificate fard impedimente.

Analiza rpoB a putut realiza discriminarea la nivel de specie pentru 14 dintre
izolatele testate, celelelate fiind identificate doar la nivel de complex, toate apartinand
CMA, iar pentru doud izolate nu s-a putut face diferenta intre speciile M. alvei si M.
peregrinum (Tabelul 6.6).

Membrii complexului CMA s-au dovedit a fi greu de diferentiat chiar si in urma
analizei secventei Hsp63. In acest context, 14 probe nu au putut fi identificate la nivel de
specie, fiind incadrate doar la nivel de complex (Tabelul 6.6).
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Sistematizarea rezultatelor obtinute la secventiere

Sequencing results

Tabelul 6.6/Table 6.6

Rezultat secventiere

Cod
proba rpoB Hsp 65 16S ARNr Rezultat final
Rezultat partial Rezultat partial Rezultat partial
117-001 CMA NT NT CMA
117-002 M. alvei 99%/ CMA 100% M arcuilense / M. M. peregrinum
M. peregrinum peregrinum 99%
117-003 CMA CMA (MAH) MAH 100% M. avium subsp.
hominissuis
117-006 M. setense 99% M. setense NT M. setense
117-007 M. alvei/ CMA 100% M arcuilense /M. M. peregrinum
M. peregrinum peregrinum 99%
100%
117-011 NT M. chelonae 99% NT M. chelonae
117-013 CMA NT NT CMA
117-014 M. gordonae 99% M. gordonae 99% NT M. gordonae
117-017 NT M. gordonae 100% NT M. gordonae
117-020 NT M. fortuitum 99% NT M. fortuitum
117-021 NT M. peregrinum 100%  NT M. peregrinum
117-023 NT M. lentiflavum 100%  NT M. lentiflavum
117-024 Cutibacterium CMA 100% Bacterium OX neidentificat
acnes
117-028 NT M. peregrinum/ NT M. peregrinum/
M. porcinum M. porcinum
117-029 NT Mycobacterium sp. NT Mycobacterium sp.
99%
(terrae/engbaekii)
117-030 M. intracellulare M. intracellulare NT M. intracellulare
100%
117-033 NT M. fortuitum 99% NT M. fortuitum
117-035 CMA NT NT CMA
117-036 M. lentiflavum M. lentiflavum 100%  NT M. lentiflavum
117-037 M. chelonae 100% CMA (MAH) Mycobacterium sp/ Mpycobacterium sp.
M. chelonae/ M.
saopaolense 99%
117-039 M. lentiflavum 99% M. lentiflavum NT M. lentiflavum
117-040 CMA NT NT M. avium subsp.
avium
117-041 NT CMA (MAH) MAH 99% M. avium subsp.
hominissuis
117-042 NT M. lentiflavum 100%  NT M. lentiflavum
117-045 M. chelonae CMA (MAH) Mpycobacterium sp/ Mycobacterium.
M chelonae/ M. sp.
saopaolense 99%
117-048 NT CMA (MAH) Mycobacterium sp/ M. avium subsp.
M chelonae/ M. hominissuis
saopaolense 99%
117-049 NT CMA (MAH) Mycobacterium sp/ M. avium subsp.
M chelonae/ M. hominissuis
saopaolense 99%
117-050 CMA NT NT CMA
117-051 NT Mycobacterium sp., NT M. mucogenicum
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Cod

Rezultat secventiere

probi poB Hsp 65 168 ARNr Rezultat final
Rezultat partial Rezultat partial Rezultat partial
Tabelul 6.6 Continuare
117-052 NT CMA (MAH) MAH 99% M. avium subsp.
hominissuis
117-055 NT Mpycobacterium sp., NT M. peregrinum
M. peregrinum 99%
117-056 CMA NT NT CMA
117-057 NT CMA (MAH) MAH 99% M. avium subsp.
hominissuis
117-060 M. chelonae CMA (MAH) M. chelonae Mycobacterium sp.
117-061 NT CMA (MAH) MAH 99% M. avium subsp.
hominissuis
117-065 M. chelonae 100% M. chelonae NT M. chelonae
117-067 NT CMA (MAH) MAH 99% M. avium subsp.
hominissuis
117-068 M. chelonae CMA (MAH) M. chelonae Mycobacterium sp.
117-070 CMA NT NT CMA
117-071 NT M. mageritense. 96%  NT M. mageritense
117-072 NT M. chelonae 100% NT M. chelonae
117-074 NT M. peregrinum/ M. NT M. peregrinum
porcinum) 100%
117-075 M. chelonae 99% M. chelonae NT M. chelonae
117-076 NT M. chelonae 99% NT M. chelonae
117-078 CMA NT NT M. avium subsp.
avium
117-080 NT M. insubricum 99% NT M. insubricum
117-085 NT M. peregrinum 99% NT M. peregrinum
117-086 NT M. chelonae 99% NT M. chelonae
117-089 NT M. fortuitum 100% NT M. fortuitum
117-090 NT M. insubricum 99% NT M. insubricum
117-092 NT M. gordonae 100% NT M. gordonae
117-093 NT M. peregrinum 99% NT M. peregrinum
117-095 NT M. septicum/ M. NT M. septicum/ M.
porcinum 99% porcinum
117-097 CMA M. intracellulare CMA(M. chimaera/ M. intracellulare
100% M. intracellulare/ M.
yongonense)
117-099 NT M. chelonae 99% NT M. chelonae
117-100 NT M. fortuitum 97% NT M. fortuitum
117-101 NT M. chelonae 100% NT M. chelonae
117-102 NT M. septicum/ NT M. septicum/ M.
porcinum 99% porcinum
117-104 NT M. peregrinum 99% NT M. peregrinum
117-106 NT M. peregrinum 99% NT M. peregrinum
117-107 NT M. setense 99% NT M. setense
117-108 NT M. terrae 100% NT M. terrae

(NT=neefectuat, MAH= M. avium subsp. hominissuis)

Pentru patru dintre izolate nu a fost posibila identificarea la nivel de specie sau de
complex, acestea fiind Incadrate in categoria Mycobacterium spp. Secventierea rpoB si 16S
ARNTr a relevat si prezenta unei specii diferite, Cutibacterium acnes (rpoB) pentru proba
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117-024, pentru care a fost inregistrata o valoare CT hsp65 tardiva. Aceasta este o bacterie
comensala cu rol in reglarea homeostaziei la nivelul pielii.

EF521907.1 M. avium subsp. avium ATCC 25291
CP016396.1 M. avium RCAD0278
EF521905.1 M. avium subsp. silvaticum ATCC 49884
HI17-078
HI17-040
CP009360.2 M. avium subsp. hominissuis OCU464
| CP015495.1 M. avium subsp. paratuberculosis MAP/TANUVAS/TN/India/2008
‘l EF521906.1 M. avium subsp. paratuberculosis ATCC 19698
CP022105.1 M. avium subsp. paratuberculosis JI1-1961
y AP012555.1 M. avium subsp. hominissuis TH135

HI17-097
EF521911.1 M. avium subsp. hominissuis IWGMT49
CP009614.1 M. avium subsp. avium DJO-44271

CP018363.1 M. avium subsp. hominissuis H87
HI17-003

JF804804.1 Mycobacterium sp. 11-006596

HI17-013

HI17-035

83| HI17-050

HI17-056

HI17-070

HI17-001

—— GQ153314.1 M. malmoense ATCC 29571

l CP019888.1 M. kansasii SMK

JN881349.1 M. xenopi ATCC 19972

|&

- EF584445.1 M. bouchedurhonense 4355387
7{— GQ153308.1 M. colombiense CIP108962
711 HI17-030
CP023149.1 M. intracelluare FLAC0181
% KF224995.1 M. yongonense FI-13005

GQ153309.1 M. chimaera CIP107892
82| CP023151.1 M. chimaera FLAC0070

6711 GQ153307.1 M. intracellulare ATCC 13950
70! EF521909.1 M. intracellulare ATCC 15985
GQ153312.1 M. arosiense ATCC BAA-1401

Figura 6.4 (partea I) - Arbore filogenetic realizat prin metoda Maximum Likelihood (probabilitate
maxima) structurat prin alinierea secventelor generate pentru gena rpoB cu secvente omoloage si tulpini de
referinta din GenBank. Tulpinile din acest studiu sunt marcate de codul de identificare HI17-xxx
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87 GU139240.1 M. parascrofulaceum BAA-614
—1 GQ153305.1 M. scrofulaceum ATCC 19981
HI17-014
KF910171.1 M. gordonae QIA-53
JF346873.1 M. gordonae ATCC 14470
HI17-039
10°| HI17-036
KU362985.1 M. lentiflavum DS20
891 JN881350.1 M. lentiflavum ATCC 51985
JF346875.1 M. smegmatis ATCC 35797
—— CP014258.1 M. fortuitum subsp. fortuitum DSM 46621
78 HM807426.1 M. setense FI-09152
98| | EU371509.1 M. setense 74023791
HI17-006
JF712876.1 M. peregrinum ATCC 14467
HI17-002
721 HI17-007

86

81

EU109295.1 M. massiliense 7401280
EU109294.1 M. massiliense CIP 108297
CP016193.1 M. abscessus FLAC055
AY147163.1 M. chelonae CIP 104535T
HI17-045
67|| HI17-060
HI17-075
- HI17-068

HI17-065
~lr HI17-037
AY262740.1 M. chelonae ATCC 19237

99

I3

100

[premeenes}
0.02

Figura 6.4 parte II Arbore filogenetic realizat prin metoda Maximum Likelihood (probabilitate maxima)
structurat prin alinierea secventelor generate pentru gena rpoB cu secvente omoloage si tulpini de referinta din
GenBank. Tulpinile din acest studiu sunt marcate de codul de identificare HI17-xxx (original)

Figure 6.4 Maximum Likelihood phylogenetic tree based on the alignment of our generated sequences for
rpoB gene with the best hits and reference strains in GenBank;

The strains from this study are marked by the code HI17-xxx (original)

Secventierea 16S ARNr este o metoda rapidd si frecvent utilizatd in studii
filogenetice, insd are anumite limitari. Prin urmare, secventierea regiunilor hipervariabile
ale unor gene conservate precum rpoB si Hsp65, alaturi de 16S ARNT, constituie un sistem
eficient pentru identificarea speciilor din genul Mycobacterium. In cazul 16S ARNT, a fost
consideratd validd o similaritate de 99%. Variatii ale acestei gene pentru unele specii
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precum M. gordonae sau M. cookii au fost identificate In studii precedente (Kim si Shin,
2017). Speciile incluse in complexul M. fortuitum sau M. abscessus —M. chelonae necesita
pentru diferentiere secventierea intregii gene sau a unor tinte alternative.

Tabelul 6.7/Table 6.7
Varietatea speciilor de MNT identificate
Variety of the identified NTM

Crestere Specie 1zolate
M. avium subsp. hominissuis 8 (13%)
CMA 6 (10%)
M. lentiflavum 4 (7%)
C;:Is’lttgre M. gordonae 3 (5%)
M. terrae 1 (2%)
M. intracellulare 2 (3%)
M. avium subsp. avium 2 (3%)
M. peregrinum 9 (15%)
M. chelonae 8 (13%)
M. fortuitum 4 (7%)
M. septicum/ M. porcinum 2 (3%)
Crrae;;s,it(elz;e M. setense 2 (3%)
M. insubricum 2 (3%)
M. peregrinum/ M. porcinum 1 (2%)
M. mageritense 1 (2%)
M. mucogenicum 1 (2%)
Mycobacterium spp. 5 (8%)

Evaluarea finald a fost realizatd in urma corobordrii rezultatelor obtinute la
secventiere pentru cele trei tinte urmarite cu cele obtinute la TagMan PCR 1in timp real.

Rezultatele finale sunt sistematizate in tabelul 6.7.

B
3

2%
3%
5%

2

CMA
= M. avium subsp. avium
= M. avium subsp. hominissuis
M. intracellulare
u M. fortuitum
M. mageritense
= M. peregrinum
= M. peregrinum/ M. porcinum
® M. septicum/ M. porcinum
u M. setense
M. gordonae
= M. insubricum
M. mucogenicum
= M. chelonae
M. lentiflavum
M. terrae
= Mycobacterium sp.

Figura 6.5 Diversitatea MNT de origine umana identificate (original)
Figure 6.5 Diversity of the identified NTM of human origin (original)
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Cele mai frecvent izolate specii au fost: M. peregrinum, M. chelonae, M. avium
subsp. hominissuis. Dupa cum a fost evidentiat si de alti cercetétori, ponderea cea mai
ridicata este observatd pentru speciile cu crestere lenta apartinind CMA si rapida din
complexul M. fortuitum. In randul micobacteriilor cu crestere rapida, metodele utilizate nu
au putut diferentia o serie de izolate intre M. septicum si M. porcinum si intre M. peregrinum
si M. porcinum (Figura 6.5).

Cele doua izolate incadrate in categoria M. avium/Mycobacterium sp. in urma
evaludrii rezultatelor la PCR in timp real (I117-030 si 117-097) au fost identificate ca fiind
M. intracellulare. Dintre cele 7 izolate identificate ca specii din CMA la PCR, unul nu a
putut fi identificat cu certitudine in urma secventierii (117-037 — Mycobacterium sp.) iar
celelalte au ramas Incadrate doar la nivel de complex. Pentru trei dintre susele identificate
ca M. avium subsp. hominissuis (117-045, 117-060, 117-068), secventierea ampliconilor
obtinuti pentru Hsp65 a dus la acelasi rezultat, insa pentru rpoB si 16S ARNr au fost
obtinute rezultate diferite (M. chelonae), 1n final fiind incadrate in categoria Mycobacterium

Spp.
6.3. Discutii

Disponibilitatea diverselor tehnici de diagnostic molecular a facut ca pentru
micobacterii caracterizarea geneticd sa constituie un element-cheie in diagnostic. Astfel,
studiul polimorfismului genelor ,,de menaj”, precum 16S-23S, hsp65, rpoB, gyrB a inlocuit
metodele de caracterizare fenotipicd. Aceste gene codificd proteine functionale comune
tuturor micobacteriilor. Noile abordari filogenetice, bazate pe genele 16S ARNTr sau rpoB,
au facut posibild diferentierea si detectia de noi specii ale CMA (de Cruz s.a., 2018). Cu
toate acestea, exista unele limitari ale acestor tehnici, mai ales pentru membrii CMTB,
pentru care metode precum MIRU-VNTR sau spoligotiparea au o sensibilitate mult mai
ridicata.

Unele tinte moleculare, cum ar fi elementele de insertie (IS) sunt identificate si
descrise ca fiind specifice anumitor specii sau complexe. Prezente in genomul unor specii
bacteriene, uneori in copii multiple, aceste secvente permit integrarea de ADN strdin in
genom.

Actualul studiu a urmadrit identificarea MNT izolate din probele umane si aprecierea
diversitatii acestora cat si compararea rezultatelor obtinute cu date prezentate de literatura
de specialitate consultata. In ciuda limitarilor date de perioada scurti (sub 2 ani), originea
probelor - dintr-un singur laborator de pe raza judetului Iasi si numarul relativ redus de
izolate analizate, acesta este primul studiu realizat in Roménia cu privire la diversitatea
MNT din probe respiratorii umane.

Evaluarea prin TagMan PCR 1in timp real a probelor a directionat analiza ulterioara
prin secventiere. A fost remarcat raspunsul pozitiv, in limite largi pentru valorile CT
obtinute, la analiza elementului de insertie IS7/245 pentru majoritatea extractelor analizate.
In urma analizei rezultatelor secventierii, s-a observat faptul ¢ un raspuns tardiv pentru
aceasta tintd a fost cel mai adesea corelat cu o micobacterie diferitd de M. avium. Analiza
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rezultatelor de specificitate pentru aceasta tinta a reliefat posibilitatea unui raspuns tardiv
pentru diverse specii de MNT (4nexa 2).

Beggs si colaboratorii au identificat secventa de insertie IS/245 in tulpini de M.
intracellulare, demonstrand astfel faptul ca elementul nu este restrictionat doar la specia M.
avium, ci poate fi prezent si la alte specii ale CMA (Beggs s.a., 2000). Utilizdnd analiza
fragmentelor de restrictie, Keller si colaboratorii identifica fragmente caracteristice [S1245
pentru o serie de tulpini de M. malmoense, M. scrofulaceum, M. nonchromogenicum si M.
intracellulare, fapt ce ar putea indica ca elementele de insertie s-ar putea raspandi prin
transfer orizontal la alte MNT (Keller s.a., 2002). Au fost documentate unele tulpini M.
avium 1S1245 negative, dar numai cateva astfel de rapoarte au prezentat o identificare bazata
pe secventiere (Coelho s.a., 2013). De asemenea, au fost descrise in literaturd si tulpini
IS7245 negative care contin o secventd hsp65 identica cu aceea a M. avium dar care difera
in alte elemente, precum 16S ARNr (Turenne s.a., 2007).

Secventa de insertie IS90! este utilizatd pentru diferentierea lui M. avium subsp.
hominissuis de subspeciile avium si silvaticum. Un raspuns pozitiv pentru aceastd tintd
pentru izolatele identificate ca M. avium subsp. hominissuis se poate explica prin prezenta
elementului ISMav6, identificat de Ichikawa si colaboratorii in 2009 (Ichikawa s.a., 2009).
Acest element codifica o proteind putativa de 403 aminoacizi, care prezinta o identitate de
96% cu cea codificata de IS901/ si a fost identificat 1n izolate de origine umana, porcind dar
si din mediu (Iwamoto s.a., 2012; Vluggen s.a., 2016).

Prezenta izolatelor 1S7245 pozitive si IS6110 pozitive a mai fost raportatd in
literatura de catre Agdestein si colaboratorii, pentru extracte din sectiuni histologice de
limfonoduri de la porcine (Agdestein s.a., 2011), autorii subliniind posibilitatea unei co-
infectii.

In urma analizei filogenetice (Figura 6.4), s-a remarcat faptul ca 7 dintre izolate,
identificate la nivel de complex (CMA) In urma secventierii genei rpoB, sunt strans
relationate cu un izolat de origine animala (Rhesus macaque) dintr-un studiu efectuat de
Higgins si colaboratorii in 2011 (Higgins s.a., 2011).

Tulpina 117-097, identificatd ca M. intracellulare apare mai apropiatd de doua
izolate M. avium subsp. hominissuis (CP01863-1-Zhao s.a.,2017 si EF521911.1- Salah s.a.,
2008).

In ceea ce priveste varietatea speciilor izolate, rezultatele noastre se aliniazi cu cele
raportate de alti autori. Infectia cu MNT la om nu se notificd, prin urmare, situatia
epidemiologicd la nivelul Uniunii Europene (UE) este in mare parte necunoscuta (van der
Werfs.a., 2014). Mai multe tari au publicat rapoarte cu privire la cresterea frecventei izolarii
acestor bacterii de la pacienti umani sau au fost incluse in studii colaborative (NTM-NET).
Date din tara noastrd nu sunt prezentate insa. Cele mai frecvent izolate specii la nivel
european sunt M. avium, M. gordonae, M. xenopi, M. intracellulare si M. fortuitum, cu
variatii teritoriale (van der Werf s.a., 2014).

In prezent, este general acceptat faptul ca speciile MNT difera in capacitatea lor de
a provoca infectii pulmonare la om si cé relevanta clinica a unei anumite specii poate sa
difere in diferite parti ale lumii. M. xenopi este specia predominantd in Ungaria iar M.
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kansasii In Polonia si Slovacia, dar nici una dintre acestea nu a fost identificatd in studiul
nostru (Hoefsloot s.a., 2013).

Ca si evaluarile anterior mentionate, n probele analizate speciile cu crestere lenta
cel mai frecvent izolate sunt incluse in CMA, cu precadere M. avium si M. intracellulare.
M. peregrinum, de asemenea frecvent izolat in studiul nostru, este o specie cu crestere rapida
apartinand grupului M. fortuitum, capabil de a provoca infectii oportuniste la oameni.
Infectiile cutanate, ale oaselor si tesuturilor moi sunt cele mai importante manifestari clinice
ale infectiei cu M. chelonae. Infectia diseminatd poate aparea, de asemenea, la pacientii
imunocompromisi 1nsa infectia pulmonard este mai rar determinatd comparativ cu M.
abscessus (Griffith s.a., 2007).

Pentru speciile incluse in complexul M. terrae, sursele de mediu sunt considerate
sistemele naturale de ap4, solul sau sistemele de distributie a apei. Membrii acestui complex
sunt patogeni slabi si adesea considerati contaminanti la izolare in laboratoarele clinice. Cu
toate acestea, pot provoca infectii ale pielii, sistemului genito-urinar, tractului gastro-
intestinal, la nivelul limfonodurilor dar si infectii diseminate la nivelul tesuturilor moi si/sau
oaselor (Marras si Brode, 2019)

Diagnosticul clinic si de laborator al MNT este o provocare si nu in toate
laboratoarele este realizatd identificarea speciilor. Acest aspect ar putea duce la o
subestimare a prevalentei reale a MNT. Probele de origine respiratorie reflecta cel mai bine
distributia speciilor in medii locale (Hoefsloot s.a., 2013).

Multe aspecte ale afectiunilor determinate de MNT necesita uneori informatii
detaliate si construirea unui context adecvat pentru interpretare si intelegere. In studiul
nostru, doar trei dintre pacientii de la care au fost izolate MNT au prezentat afectiuni care
au determinat scaderea imunititii (date neprezentate), insa in lipsa altor informatii nu putem
spune cu certitudine care dintre speciile izolate se datoreaza colonizirii sau contaminarii si
care reprezinta agentul cauzal.

6.4. Concluzii partiale

1. La ora actuald, in Romania, diagnosticul de laborator al TBC si discriminarea fata de
MNT izolate de la pacienti umani se realizeazd prin examen bacterioscopic,
bacteriologic si prin test imunocromatografic rapid de detectie a antigenului MPT64.

2. Aspectele privind diversitatea si incidenta principalelor specii de MNT implicate in
patologia umana sunt insuficient abordate in tara noastrd. Cercetdrile noastre au
urmarit identificarea MNT izolate din probele umane si aprecierea diversitatii acestora
precum si compararea rezultatelor obtinute cu date prezentate de literatura de
specialitate consultata.

3. Evaluarea moleculari finala a fost realizatd in urma coroborarii rezultatelor obtinute
la secventiere pentru cele trei tinte urmarite cu cele obtinute la TagMan PCR 1in timp
real, identificAndu-se atait MNT cu crestere lenta: M. avium subsp. hominissuis, CMA,
M. lentiflavum, M. gordonae, M. terrae, M. intracellulare, M. avium subsp. avium cat
si MNT cu crestere rapida: M. peregrinum, M. chelonae, M. fortuitum, M. septicum/
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M. porcinum, M. setense, M. insubricum, M. peregrinum/ M. porcinum, M. mageritense,
M. mucogenicum, Mycobacterium spp., rezultate care intaresc originalitatea acestei
teze.
In pofida limitdrilor impuse de perioada scurti a studiului (2 ani), de originea probelor
dintr-un singur laborator si de numarul relativ redus de izolate analizate (66), acesta este
primul studiu realizat in Romania cu privire la diversitatea MNT izolate din probe
respiratorii de la oameni.
Studiul nostru a concluzionat ca procedurile de diagnostic de laborator pentru MNT
sunt variate si insuficiente 1n acelasi timp, fiind necesare investigatii suplimentare
pentru caracterizarea si identificarea fiecérei probe pana la nivel de specie si subspecie,
cu precadere 1n cazul membrilor CMA.
Mai mult decat atat, compararea rezultatelor noastre cu contextul epidemiologic
furnizat de literatura de specialitate s-a dovedit greoaie, datorita informatiilor limitate
privind prevalenta speciilor de MNT 1n Romania, absentei unui sistem de raportare in
majoritatea tarilor precum si metodelor de diagnostic folosite in diferite laboratoare.
Diagnosticul clinic si de laborator al MNT raméne in continuare o provocare deoarece
identificarea speciilor nu este realizata in toate laboratoarele, aspect care ar putea duce
la o subestimare a prevalentei reale a MNT.
Deoarece speciile de MNT izolate sunt prezente in diverse nise din mediul inconjurator,
cum ar fi retelele de apa, identificarea lor in specimene nesterile se poate datora
contamindrii circumstantiale sau colonizarii. Astfel, relevanta clinicd a speciilor
izolate trebuie evaluatd cu meticulozitate si cu circumspectie de catre medici.
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CAPITOLUL 7.
INVESTIGATII PRIVIND DIVERSITATEA MOLECULARA A
TULPINILOR DE MICOBACTERII INCADRATE IN COMPLEXUL
MYCOBACTERIUM AVIUM

CHAPTER 7.
INVESTIGATIONS REGARDING MOLECULAR DIVERSITY OF
MYCOBACTERIUM AVIUM COMPLEX STRAINS

Tipizarea moleculard este un proces care permite identificarea diferitelor tipuri de
organisme din cadrul aceleiasi specii. Modelele fenotipice au fost, pentru mult timp,
singurele abordari disponibile 1n acest scop. Desi Inca utilizate pe scard larga si considerate
esentiale 1n practica de laborator, acestea au fost Inlocuite treptat cu metode moleculare care
au capacitatea de a examina inrudirea microorganismelor la nivel genomic. Genotiparea
este un instrument epidemiologic foarte important, utilizat adesea in programele de
supraveghere si care poate servi la identificarea sursei de infectie in cazul aparitiei unui
focar de boald. Una dintre metodele simple, bazate pe PCR, care are o putere inaltd de
discriminare, este tehnica MIRU-VNTR (,,Mycobacterial Interspersed Repetitive Units-
Variable Number of Tandem Repeats™).

In genomul bacterian sunt prezente numeroase secvente repetitive, un exemplu in
acest sens fiind familia repetitiilor in tandem (TR). Unele TR sunt polimorfe datorita
prezentei variatiilor numarului de copii ale repetitiilor, astfel de loci fiind numiti VNTR -
repetitii in tandem cu numar variabil. Numarul unitétilor repetate adiacente variaza de la
individ la individ. VNTR-urile sunt unitati care suferd frecvent variatii ale numarului de
copii, ce se pot observa cu usurinta atunci cand bacteriile contin TR de diferite lungimi in
acelasi locus (Chang s.a., 2007 ). Diferentele de marime intr-un locus VNTR pot aparea in
urma insertiilor, deletiilor sau duplicarilor din regiunea amplificata, care pot provoca variatii
ale dimensiunii locusului (Figueroa, Tang si Taur, 2015).

Datorita polimorfismului lor, VNTR-urile au fost utilizate ca markeri ADN pentru
identificarea moleculard sau caracterizarea diversitdtii a numeroase specii bacteriene,
precum Staphylococcus aureus (Bergonier s.a., 2014), Bacillus anthracis, Yersinia pestis
(Vogler s.a. 2016), Francisella tularensis (Farlow s.a., 2001), Legionella pneumophila
(Pourcel s.a., 2003), Salmonella typhimurium si Salmonella enteritidis (Jensen s.a., 2017),
Clostridium difficile (Schneeberg s.a., 2013), Haemophilus influenzae (Nejati s.a., 2018),
Neisseria meningitides (Yazdankhah s.a., 2005) Mycobacterium tuberculosis
(Frothingham, Meeker-O’Connell, 1998, Jagielski s.a., 2014).

Primele VNTR-uri au fost descrise de Frothingham si Meeker-O'Connell la M.
tuberculosis (Frothingham, Meeker-O’Connell, 1998). Pentru a vedea utilitatea acestora in
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tipizarea tulpinilor, 11 loci de repetitii in tandem, diferiti, au fost evaluati de autori privind
variabilitatea numarului de repetitii. Doud tipuri distincte de secvente repetitive au fost
analizate: cinci repetitii in tandem polimorfe majore - MPTR A, B, C, D si E si sase repetitii
in tandem exacte - ETR A, B, C, D, E, F (Jagielski s.a., 2016).

MPTR-urile contin repetitii de 10 pb, separate prin secvente unice de 5 pb. Acestea
sunt distribuite pe scara larga printre speciile genului Mycobacterium, precum cele incluse
in CMTB, cat si M. gordonae, M. kansasii s1 M. szulgai (Jagielski s.a., 2014, 2016).
Secventele MPTR se regasesc in capetele 3 ale genelor care codifica proteinele PPE
(numite astfel dupa regiunile conservate Pro-Pro-Glu (PPE) in apropierea terminalului N al
moleculei). Este speculat faptul cd polimorfismul prezent in domeniile C-terminale ale
proteinelor PPE, corelat cu prezenta motivelor MPTR, constituie sursa variabilitatii
antigenice pentru M. tuberculosis. ETR-urile reprezinta repetitii in tandem cu dimensiuni
mai mari fatd de cele descrise anterior, de la 53 la 79 pb. In urma analizei polimorfismului
acestor elemente, numai cinci loci ETR (de la ETR-A la ETR-E) sunt utilizati pentru
genotiparea tulpinilor de M. tuberculosis (Jagielski s.a., 2016; Mostrom s.a., 2002).

Tehnica de lucru, in cea mai simpld forma, utilizeazd un PCR multiplex pentru a
amplifica diferite localizari VNTR selectate, urmat de analiza standard a ampliconilor in
gelul de agaroza. Avantajele acestei metode sunt simplitatea si costul relativ redus, fiind o
tehnica discriminatore si reproductibila (Figueroa, Tang si Taur, 2015).

Elementele repetitive specifice micobacteriilor (MIRU - unitdti repetitive
micobacteriene intercalate) au fost descrise de Supply si colaboratorii pentru M.
tuberculosis, M. bovis BCG si M. leprae (Supply s.a., 1997). in genomul tulpinii M.
tuberculosis H37Rv, au fost identificate 41 de zone cu astfel de secvente repetitive in
tandem. Doisprezece dintre acesti loci au demonstrat o variabilitate suficientd pentru a fi
utilizati ca markeri de diferentiere a tulpinilor, MIRU-4 si MIRU-31 fiind identici cu ETR-
D, respectiv ETR-E (Frothingham s.a., 1998).

MIRU-urile au fost initial caracterizate ca fiind repetitii in tandem, cu dimensiuni
ce variaza intre 46 si 101 pb, dispersate in 41 de loci in genomul M. tuberculosis H37Rv,
M. tuberculosis CDC155 si Mycobacterium bovis AF2122 / 97 (Supply s.a., 2000)

Unitatile MIRU au fost initial identificate in regiunea inter-cistronica a unui operon
care codifica un sistem cu doud componente, numit senX3 — regX3. Aceste secvente se
disting de alte tipuri de repetitii prin faptul cd nu contin simetrii dyad (palindroame), dar
contin mici cadre de citire deschise - ORF (Supply s.a., 1997). Majoritatea MIRU se
suprapun cu codonii finali si cu cei de initiere a genelor flancante. MIRU se caracterizeaza,
comparativ cu alte tipuri de secvente repetitive in tandem, prin prezenta elementelor
regulatorii, prin codonii de initiere si de stop si consensul fatd de locul de legare a
ribozomului 5-TGA GGA GGA GC-3. In cadrul acestor loci, polimorfismul se poate datora
fie schimbdrilor secventei nucleotidice in randul unitatilor repetitive individuale, fie
variatiei numarului acestora (Romano s.a., 2005) prin insertii sau deletii. MIRU-VNTR sunt
prezente in diferite sisteme metabolice sau de reglare, cu rol in transductia semnalelor, n
productia de energie si in sinteza sau degradarea lipidelor, proteinelor sau acizilor nucleici
(Romano s.a., 2005).
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Comparativ cu alte tehnici, precum spoligotiparea sau [S6/7/0-RFLP
(polimorfismul lungimii fragmentelor de restrictie pentru elementul de insertie 1S6710),
utilizarea elementelor MIRU-VNTR oferd o putere mai mare de discriminare, in special
pentru izolatele ce apartin CMTB, cu un numér mic de copii ale IS6/70. Acest aspect le
face potrivite pentru studii epidemiologice pe termen lung (Pan s.a., 2017, Mears s.a., 2015).

MIRU au fost utilizate in studii de tipizare si de variabilitate geneticd pentru
numeroase specii de micobacterii, precum M. tuberculosis (Supply, 2006), M. bovis (Hauer
s.a., 2016; Rodriguez-Campos s.a., 2013), M. marinum (Broutin s.a., 2012) si M. ulcerans
(Stragier, 2005; Ablordey s.a., 2005), M. kansasii (Bakula s.a., 2018), M. avium subsp.
paratuberculosis (Thibault s.a., 2007;), M. avium subsp. hominissuis (Pate, 2011), M. avium
subsp. silvaticum, M. avium subsp. avium (Ronai s.a., 2016; Radomski s.a., 2010).

Studiul realizat de Bull T. si colaboratorii evidentiaza patru loci MIRU care pot fi
utilizati ca unealtd de diagnostic molecular diferential intre M. avium subsp.
paratuberculosis, M. avium subsp. avium si M. intracellulare. In functie de acesti loci,
autorul incadreaza tulpinile de M. avium subsp. paratuberculosis testate in 4 profile si pe
cele de M. avium subsp. avium in 5 profile, subliniind astfel utilitatea metodei pentru
identificarea si tipizarea subspeciilor M.avium (Bull s.a., 2003).

Overduin si colaboratorii au identificat patru tipuri diferite de VNTR si doua mutatii
punctiforme in regiunile flancante VNTR la 24 de tulpini de M. avium subsp.
paratuberculosis apartinand aceluiasi profil RFLP, R0O1. Identificarea acestor elemente s-a
realizat pornind de la genomul tulpinii 104 (numar de acces in GenBank: NC_002943),
comparat cu secventa nucleotidicd completd disponibila pentru M. avium subsp.
paratuberculosis, tulpina K10 - NC_002944 (Overduin s.a., 2004).

Cercetarile efectuate de Thibault si colaboratorii au urmarit examinarea exhaustiva
a potentialilor loci VNTR, in baza identificarii in silico a repetitiilor in tandem prezente in
genomul tulpinii K10 si a testarii unui set de tulpini de M. avium subsp. paratuberculosis si
M. avium. Un lot initial de 33 de loci TR, selectati pentru a corespunde dimensiunilor
optime, de 20-60 pb si numarului de repetitii - minim doud dar si procentului de omologie
dintre acestea - minim 85%, au fost testati alaturi de doi loci MIRU identificati prin
utilizarea primerilor specifici pentru doud locatii polimorfe MIRU-VNTR specifice lui M.
tuberculosis. Opt regiuni cu repetitii in tandem au fost identificate ca fiind markeri utili in
identificarea si diferentierea moleculara (Thibault s.a., 2007).

Cei 8 loci identificati: 292, X3, 25, 47, 3, 7, 10, 32 au fost utilizati si in numeroase
alte studii la nivel mondial pentru tipizarea tulpinilor de M. avium subsp. hominissuis izolate
din asternut, fecale si limfonoduri de la suine in Norvegia (Agdestein s.a., 2014), pentru
observarea inrudirii genetice a tulpinilor de M. avium subsp. hominissuis izolate de la
oameni si porcine in Finlanda (Tirkkonen s.a., 2010), pentru elucidarea diversitatii genetice
a acestei specii izolate de la bovine in Elvetia (Scherrer s.a., 2018), pentru caracterizarea
diversitatii geografice a izolatelor umane clinice si din mediu de M. avium (Dirac s.a., 2013)
cat si intr-un studiu epidemiologic privind transmiterea lui M. avium subsp.
paratuberculosis intre cerbul salbatic si bovinele de crescatorie, intr-o zond cu restrictii
geografice din Germania (Fritsch s.a., 2012).
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Figura 7.1 Structura unui amplicon MIRU-VNTR. Talia ampliconului (in perechi de baze) obtinut reprezinta
suma taliilor regiunilor flancante si a raportului dintre talia unei secvente repetitive si N - numarul de repetitii
(dupa Radomski, 2007)

Figure 7.1 MIRU-VNTR amplicon. The size of the obtained amplicon (in base paires) is the sum of the
lengths of the the flanking regions and the product between the length of a repetitive sequence and N - the
number of repeats (after Radomski, 2007)

Studiul realizat de Radomski si colaboratorii a urmarit analiza capacititii de tipizare
a tehnicii MIRU-VNTR pentru diferentierea izolatelor de M. avium si identificarea
eventualelor profile specifice subspeciilor, pentru o mai buna caracterizare si detectie a
modelelor de transmitere intre specii (Radomski s.a., 2010). Autorii utilizeaza acelasi set de
loci, anterior mentionat, pe un esantion de tulpini izolate de la diverse specii de animale si
pasari domestice si salbatice dar si de la oameni.

Metoda MIRU-VNTR constituie un sistem de tipizare a micobateriilor cu o putere
discriminatorie similard sau mai ridicatd comparativ cu tehnica RFLP, tipizare ce poate fi
utilizatd atat singura cat si acompaniatd de spoligotipare sau RFLP pentru elementele de
insertie specifice suselor urmirite. In general, protocolul de lucru MIRU-VNTR cuprinde o
etapa initiala de amplificare a regiunilor tinta, folosind primeri specifici regiunilor flancante,
unice, urmata de o etapa secundard, de stabilire a dimensiunii ampliconilor obtinuti, etapa
realizatd prin electroforeza. Odatad identificatd lungimea ampliconului si fiind cunoscute
dimensiunile unitatilor repetitive, se poate determina numarul de repetitii, in perechi de baze
specifice fiecarui locus testat (Fig. 7.1). Rezultatul obtinut este un cod numeric care
faciliteazd compararea rezultatelor intre testari dar si intre laboratoare.

Obiectivul prezentului studiu a fost investigarea diversitatii moleculare si tipizarea
tulpinilor de micobacterii nontuberculoase identificate in probele provenite de la pacienti
umani dar si de la rumegatoarele domestice si de la géinile luate in studiu, tulpini incluse in
cadrul CMA 1in urma evaludrii rezultatelor obtinute prin TagMan real-time PCR si prin
secventierea acestora. Analiza MIRU-VNTR a fost aleasd ca metoda de tipaj datorita

.....
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7.1. Identificarea profilelor MIRU-VNTR pentru tulpinile de MNT de
origine umana apartinind Complexului Mycobacterium avium

7.1.1. Material si metoda

7.1.1.1. Probe

In realizarea acestui studiu au fost utilizate suse de MNT izolate de la pacienti
umani, in perioada mai 2015-martie 2017, in Laboratorul de Bacteriologie din cadrul
Spitalului Clinic de Pneumoftiziologie din Iasi. In urma identificarii acestora pana la nivel
de specie bacteriand, prin secventiere conform tehnicilor descrise in Capitolul 6, un numar
de 23 de tulpini au fost incadrate in Complexul M. avium. Dintre acestea au fost selectate
doar cele care au exprimat o valoare a Ct pentru tinta Hsp65 situatd sub 30 de cicluri
(Tabelul 7.1), fiind eliminate trei izolate pentru care valoarea Ct inregistrata a fost tardiva

(peste 30 cicluri).
Tabelul 7.1/ Table 7.1
Tulpinile de MNT, izolate de la pacienti umani, selectate pentru MIRU - VNTR
Human NTM isolates selected for MIRU - VNTR

Nr. Crt Cod de Rezultat secventiere Identificare prin Real-time
identificare ’ PCR in timp real PCR Hsp65
1 117-001 CMA CMA. 22,36
2 117-003 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 21,18
3 117-013 CMA CMA 19,79
4 117-030 M. intracellulare CMA /Mycobacterium sp. 21,45
5 117-035 CMA CMA 19,55
6 117-040 M. avium subsp. avium M. avium subsp. avium 18,73
7 117-041 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 20,79
8 117-045 NI M. avium subsp. hominissuis 19,3
9 117-048 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 20,76
10 117-049 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 21,33
11 117-050 CMA CMA 20,17
12 117-052 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 22,72
13 117-057 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 21,07
14 117-060 NI M. avium subsp. hominissuis 19,92
15 117-061 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 21,03
16 117-067 M. avium subsp. hominissuis M. avium subsp. hominissuis 20,27
17 117-068 NI M. avium subsp. hominissuis 19,95
18 117-070 CMA CMA 21,03
19 117-078 M. avium subsp. avium M. avium subsp. avium 20,65
20 117-097 M. intracellulare CMA /Mycobacterium sp. 18,7

*NI = neindentificat;
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Pentru diferentierea si caracterizarea acestora a fost utilizatd tehnica MIRU-VNTR,
conform protocolului descris de Thibault si colaboratorii (Thibault s.a., 2007), cu adaptari
ale reactivilor si in concordantd cu mentiunile specificate de Radomski N., 2007.

7.1.1.2. Amplificarea genica prin tehnica PCR clasic

Tipizarea suselor selectate prin tehnica MIRU-VNTR a fost efectuata utilizdnd
panelul de 8 loci TR: MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25,47, 3,7, 10 si 32, in aceasta ordine,
pentru obtinerea profilelor numerice si utilizind amorsele specifice fiecarui locus 1n parte.
Secventele nucleotidice ale primerilor sunt descrise 1n tabelul 7.3.

O cantitate de 2 pl din fiecare lizat obtinut conform metodei descrise anterior, n
subcapitolul 5.1.5.1 Extractia acidului nucleic (ADN), a fost utilizata in efectuarea PCR-
ului clasic. Desfasurarea reactiilor s-a realizat intr-un volum total final de 25 pl, pentru
amplificarea ADN-ului fiind utilizat termociclorul BIO RAD MyCycler™ Thermal Cycler
System. Pentru fiecare locus a fost constituit un amestec de reactie (master-mix) diferit,
utilizdnd primerii specifici si kitul GoTaq® DNA Polymerase (Promega, Statele Unite ale
Americii), conform datelor prezentate in Tabelul 7.2.

Amestecul reactional pentru locusul X3 prezintd o particularitate, volumul de
solutie tampon Q fiind inlocuit cu apa ultrapurd. Parametrii de temperatura si de timp ai
programului de amplificare utilizat sunt prezentati in tabelul 7.3. Conform specificatiilor
producatorului, solutia Q (Qiagen) faciliteaza amplificarea secventelor dificile, bogate in
GC, aspect ce poate fi intdlnit in cazul micobacteriilor.

Spre deosebire de alti aditivi PCR folositi In mod obisnuit, cum ar fi DMSO
(dimetilsulfoxid), solutia Q se utilizeaza la o singura concentratie de lucru si nu este toxica.

Tabelul 7.2/Table 7.2
Reactivi utilizati pentru amplificarea MIRU 292, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32
(dupa Radomski N., 2007)
Reactives used for the amplification of loci MIRU 292, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 and 32
(after Radomski N., 2007)

Reactivi Cantitate/reactie

Apd ultrapurd 10,7uL

Tampon Green 5X SuL

DNTP 25mM 0,2uL

Primer sens 20uM 1uL

Primer antisens 20uM 1uL

Tampon Q 5X SuL

Taq polimeraza GoTaq 5U/uL 0,1uL

Utilizarea tamponul Green GoTaq™ 5X (Promega) elimina necesitatea de a adauga
solutii de incarcare inainte de electroforeza. Reactivul contine doi coloranti, unul albastru
si unul galben, care se separd si migreaza diferit, aspect extrem de util in monitorizarea
progresului fragmentelor de ADN amplificate.
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Tabelul 7.3/Table 7.3
Programul de amplificare utilizat
Amplification programme

Etapa Temperatura Durata Numairul de cilcuri
Denaturare initialda 94°C 5 min
Denaturare 94°C 30s
Hibridizare 58°C 30s 40 cicluri
Elongare 72°C 30s
Elongare finala 72°C 7 min
Mentinere 12°C 0

Electroforeza si analiza ampliconilor obtinuti

Analiza produsilor de amplificare obtinuti s-a realizat prin electroforeza, la un voltaj
de 45V, peste noapte, cu o etapa initiala de 3 minute la un voltaj de 130V, utilizdnd un gel
de agaroza de concentratie 3%. In acest scop, au fost utilizate doua tipuri de agaroza:
MetaPhor® Agarose si SeaKem® GTG® Agarose (Lonza, Elvetia) si tampon TAE 0,5X
(Tris-acetate-EDTA) si GelRed (Biotium). Produsul MetaPhor conferda o rezolutie inalta
pentru fragmentele mici (20 pb - 800 pb) iar GTG permite diferentierea produsilor de

dimensiuni ce variazd de la 100 pb pana la 23 kb. Au fost utilizati markeri de talie
moleculard de 20pb (EZ Load™ 20 bp Molecular Ruler, Bio-Rad) si de 100 pb (100bp DNA
Ladder Plus, EUROMEDEX).

Vizualizarea gelului a fost realizatd cu sistemul ChemiDoc XRS (BioRad), in
lumina ultravioleta iar pentru prelucrarea si inregistrarea imaginii obtinute a fost utilizat
soft-ul Quantity One 1-D.

Ulterior, a fost determinatd dimensiunea ampliconilor obtinuti pentru fiecare proba
testatd, prin compararea cu markerul de talie. Utilizdnd datele din tabelul de conversie
(Tabelul 7.4 si Tabelul 7.6), a fost identificat numarul de repetitii prezente pentru fiecare
locus 1n parte. S-a obtinut astfel un cod din 8 cifre care a fost comparat cu datele prezente
pe platforma on-line “Mac INMV database” - http://mac-inmv.tours.inra.fr INMV = INRA
Nouzilly MIRU-VNTR).

Tabelul 7.4/ Table 7.4

Talia secventelor repetitive In tandem (TR) si a regiunilor flancante specifice fiecarui locus

(Tours INRA, Biet s.a., 2005, Thibault s.a., 2007)

Size of the TRs and the flanking regions, specific for each locus
(Tours INRA, Biet et al.., 2005, Thibault et al.,2007)

LOCUS 292 X3 25 47 3 7 10 32
TR bp 53 53 58 35 27 22 55 18
Regiuni flancante pb 141 94 176 112 154 159 193 154

In scopul validarii metodei folosite si pentru compararea rezultatelor au fost utilizati
trei martori pozitivi - suse aflate in banca de probe a Unitatii de Zoonoze Bacteriene
ANSES-FR si un martor negativ (apa ultrapurd). Profilele MIRU-VNTR ale martorilor
pozitivi utilizati pentru locii luati in studiu au fost determinate intr-un studiu anterior de
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catre Radomski N. (2007). Astfel, au fost incluse in reactii o tulpind de M. avium subsp.
hominissuis - INMV 86: 05321128, o tulpind de M. avium subsp. Avium INMV 88:
21131117 si o tulpina de M. avium silvaticum INMV 99: 24131117.

Tabelul 7.5/Table 7.5
Tabelul de conversie a marimii ampliconului obtinut (pb) in numar de repetitii in tandem (TR), conform
metodei MIRU-VNTR dezvoltata pentru tulpina de referintd M. avium subsp. paratuberculosis K10 (Tours
INRA, Biet s.a., 2005, Thibault s.a., 2007)
Conversion table of obtained amplicon size (pb) in number of tandem repeats (TR) according to the MIRU—
VNTR method developed for M. avium subsp. paratuberculosisK10 reference strain (INRA Tours, Biet et al.,
2005, Thibault et al., 2007)

Locus
TR 292 X3 25 47 3 7 10 32
0 141 94 176 112 154 159 193 154
1 194 147 234 147 181 181 248 172
2 247 200 292 182 208 203 303 190
3 300 253 350 217 235 225 358 208
4 353 306 408 252 262 247 413 226
5 406 359 466 287 289 269 468 244
6 459 412 524 322 316 291 523 262
7 512 465 582 357 343 313 578 280
8 565 518 640 392 370 335 633 298
9 618 571 698 427 397 357 688 316
10 671 624 756 462 424 379 743 334
11 724 677 814 497 451 401 798 352
12 777 730 872 532 478 423 853 370

Determinarea puterii de discriminare
Puterea discriminatorie a unei metode de tipaj constd in abilitatea acesteia de a

distinge intre doud suse diferite. Aceasta este determinatd de numarul de tipuri distincte
definite de metoda de testare si de frecventele relative ale acestor tipuri (Hunter si Gaston,
1988). Indicele de discriminare (DI), descris de Hunter si Gaston, a fost folosit ca un indice
numeric pentru puterea discriminatorie a metodei de tipaj MIRU VNTR dar si pentru
stabilirea capacitatii de discriminare a fiecarui locus.

Indicele de discriminare (DI) a fost calculat utilizdnd software-ul disponibil on-line:
http://insilico.ehu.es/mini_tools/discriminatory power/, cu urmatoarea formula:

S
1
DI=1- sy — 1
N(N—1),1nf("f )
]=

unde: DI = indice de discriminare
N = numarul total de suse supuse testarii
n; = numarul de suse ce apartin apartinand fiecarui tip
s =numarul total de tipuri differentiate
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Secventele nucleotidice ale amorselor utilizate pentru amplificarea fiecarui locus (Thibault V. s.a., 2007)
Nucleotide sequences of the primers used to amplify each locus (Thibault V. s.a., 2007)

Tabelul 7.6/Table 7.6

Locus Pozitia primerilor in Primeri sens (5'-3") Primeri antisens (5'-3') amp};igiului
TR genomul MAP K10 obtinut (ph)
292 3253590 3253889 CTTGAGCAGCTCGTAAAGCGT GCTGTATGAGGAAGTCTATTCATGG 300
X3 4441875 4442070 AACGAGAGGAAGAACTAAGCCG TTACGGAGCAGGAAGGCCAGCGGG 196

25 3665598 3665947 GTCAAGGGATCGGCGAGG TGGACTTGAGCACGGTCAT 350
47 4128604 4128821 CGTTGCGATTTCTGCGTAGC GGTGATGGTCGTGGTCATCC 217
3 131320 131527 CATATCTGGCATGGCTCCAG ATCGTGTTGACCCCAAAGAAAT 208
7 3711417 3711619 GACAACGAAACCTACCTCGTC GTGAGCTGGCGGCCTAAC 203
10 4279553 4279855 GACGAGCAGCTGTCCGAG GAGAGCGTGGCCATCGAG 303
32 1125707 1126004 CCACAGGGTTTTTGGTGAAG GGAAATCCAACAGCAAGGAC 298
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7.1.2. Rezultate si discutii

In prezentul studiu, 20 de tulpini identificate ca apartinand complexului M. avium
au fost tipizate prin tehnica MIRU-VNTR. In urma amplificarii specifice pentru fiecare

locus selectat, au fost evaluate dimensiunile ampliconilor obtinuti pentru fiecare proba, fiind
identificat numarul de repetitii in tandem, conform tabelului de conversie. Cu exceptia susei
117-030, care nu a prezentat amplificare pentru locusul VNTR 10, toate tulpinile selectate
au putut fi tipizate prin aceasta tehnica. Coroborarea datelor obtinute prin genotipare cu cele
furnizate de identificarea moleculara prin secventiere a facut posibild identificarea
definitiva a fiecarei probe.

Analiza diversitatii genetice a izolatelor a condus la identificarea a trei populatii, cu
profile diferite: 03331158, 02331128 si 24131127. Un profil partial, 033311-8, a fost
obtinut pentru proba [17-030 (identificata ca M. intracellulare), pentru care lipseste numarul
de repetitii corespunzatoare locusului 10, toate celelalte fiind identice cu profilul majoritar.

Utilizand numarul repetitiilor corespunzatoare fiecarui locus in baza de date “Mac
INMYV database” - http://mac-inmv.tours.inra.fr, au fost identificate profilele INMV (INMV
= INRA Nouzilly MIRU-VNTR). Astfel, majoritatea tulpinilor testate se incadreazad in
profilul INMV 209 - 03331158, asa cum se observa si din Fig. 7.2. Profilul 0231128
corespunde INMV 165 iar 24131127corespunde cu INMV 100.

in ansamblu, locii 3, 7 si 47 nu au prezentat diversitate alelica (DI = 0, Fig. 7.7),
diminuand astfel din puterea discriminatorie a acestui instrument de tipizare moleculara.
Restul locilor analizati au contribuit la diferentierea probelor testate.

Tabelul 7.7/ Table 7.7
Puterea de discriminare (DI) a fiecérui locus, pentru probele umane
Discriminatory power of each locus, for human samples

LOCUS
TR
292 X3 25 47 3 7 10 32
- 0 0 0 0 0 0 1 0
0 18 0 0 0 0 0 0 0 z
5
1 0 0 2 0 20 20 0 0 &
=
2 2 | 0 0 0 0 3 0 =
=)
3 0 17 18 20 0 0 0 0 g
S
4 0 2 0 0 0 0 0 0 o
=
5 0 0 0 0 0 0 16 0 3
=
6 0 0 0 0 0 0 0 0 =
(¢}
=
7 0 0 0 0 0 0 0 2 =
8 0 0 0 0 0 0 0 18
DI | 0.189 0.278 0.189 0 0 0 0.352 0.189
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A fost obtinut un DI = 0.3632, considerand raportarea la 20 de probe si 4 profile.
Valoarea indicelui de discriminare este mult scdzuta comparativ cu valorile mentionate in
literatura de specialitate pentru acelasi set de loci utilizati pentru genotipare. Aceste valori
pot fi atribuite atit unei rate de mutatii mai scazute, cat si unei rate mai mari de homoplazie
(Thibault s.a., 2008). Fenomenul este inevitabil in cazul analizei VNTR sau spoligotiparii,
cand se utilizeaza markeri moleculari care se bazeaza pe secvente ce pot fi traduse printr-
un numar finit de caractere (Reyes s.a., 2012).

Utilizarea mai multor regiuni TR in analiza genotipicd conduce la reducerea
nivelului de homoplazie, aspect observat si in studiul efectuat asupra diversitatii genotipice
a tulpinilor de M. avium subsp. hominissuis izolate de la oameni, bovine si porcine de catre
Muwonge si colaboratorii, In Uganda (Muwonge s.a., 2014).

Profilul INMV 165, identificat in studiul nostru pentru un singur extract, 117-097,
este descris pentru o tulpind izolata de la suine, autorii folosind, aldturi de loci TR descrisi
de Thibault s.a., alti 4 loci utilizati anterior de Inagaki s.a., 2009: MATR1, MATR?7,
MATRI13, MATRI14, izolatul descris prezentdnd polimorfism la MATR7 (Muwonge s.a.,
2014). Acelasi profil este descris si de catre Tirkkonen si colaboratorii, pentru o tulpina de
origine umana (Tirkkonen s.a., 2010).

Este important de remarcat aparitia unui profil majoritar: 03331158, cu toate ca
numarul total de probe este redus iar acestea provin de la pacienti din zone diferite de pe
teritoriul judetului lasi dar si din judete invecinate: Vaslui, Suceava, Neamt. Absenta
corelatiei Intre profilul alelic si originea geografica ar putea fi explicata printr-o transmitere
indirecta la animale sau oameni, prin intermediul unei surse comune din mediu.

Rezultatele unor studii epidemiologice la nivel european intdresc ipoteza conform
careia poate exista o sursd comund de infectie cu M. avium pentru porci si oameni sau,
alternativ, suinele ar putea constitui o sursd pentru infectiile umane si invers (Tirkkonen
s.a., 2010; Bjordal Johansen s.a., 2007, Argueta C. s.a., 2000).

Cercetarile efectuate de Iwamto si colaboratorii denotd insa o contributie limitata a
porcilor, fiind observat faptul ca izolatele clinice din Japonia au prezentat un grad redus de
similitudine cu cele porcine, spre deosebire de cele provenite de la pacienti si porci din
Europa (Franta si Finlanda), care apar mai apropiate genetic (Iwamoto s.a.., 2012).

Intarind ideea existentei divergentelor evolutive sau a diferentelor de sursi de
infectie, studiile recente au identificat un grad de similitudine genetica scazut intre izolatele
de M. avium subsp. hominissuis din Asia si cele din Europa sau America (Ichikawa s.a.,
2015, Uchiya s.a., 2017).

Pornind de la analiza unei serii de markeri diferiti, independenti si cu o buna putere
de discriminare, tipizarea MIRU-VNTR este potrivita in special pentru analiza complecsilor
clonali si a gruparilor filogenetice, mai ales atunci cand este utilizata abordarea modelelor
matematice prin arbori filogenetici.

Pentru 18 din cele 20 de probe testate se poate observa incadrarea clara a tulpinilor
de M. avium subsp. hominissuis intr-un complex, marcate in figura 7.2 de culoarea roz si
prin profilele INMV corespunzatoare. Astfel, intre populatia caracterizata de profilul INMV
209 si cea cu profilul INMV 165 apar doua diferente, conform numarului distinct de repetitii
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pentru locii X3 si 10 (Fig. 7.3). Existenta unei singure diferente fata de profilul majoritar si
anume absenta amplificarii pentru locusul 10, in cazul tulpinii 117-030, face ca aceasta sa
se incadreze in acelasi complex, insa separat de populatiile anterior mentionate, neputand fi
descris profilul INMV. Lipsa unui rezultat la acest nivel se poate datora polimorfismului
secventei tintd sau absentei acestui locus 1n respectiva tulpind. A patra populatie,
corespunde profilului INMV 100, descris pentru M. avium subsp. avium si se diferentiaza
de INMV 165 prin numarul de TR pentru 4 din cei 8 loci si, comparativ cu INMV 209,
printr-un numar diferit de repetitii pentru 5 loci.

@ | 1

Figura 7.2 Arbore filogenetic realizat utilizdnd profilele MIRU-VNTR obtinute pentru probele
testate si folosind instrumente disponibile 1n aplicatia web MIRU-VNTRplus (original)
Figure 7.2 Minimum Spanning Tree obtained with the MIRU-VNTR profiles, using the application
available on MIRU-VNTRplus database (original)

*Dimensiunea fiecarui cerc este corelata cu numarul de izolate al fiecarui profil identificat; *Numarul
corespunzator fiecdrei linii ce uneste diferitele clone este reprezentativ pentru distanta genetica dintre acestea,
echivalent diferentei in numarul de repetitii ale fiecarui locus; *INMV = INRA Nouzilly MIRU-VNTR
* The circle’s size is correlated with the number of isolates of each profile. * The number on each joining line
is representative for the genetic distance between the different clones, equivalent to the difference in the
number of tandem repeats for each locus; *INMV = INRA Nouzilly MIRU-VNTR

Profilul majoritar in studiul prezent, INMV 209, a fost descris de cétre Scherrer si
colaboratorii intr-un studiu efectuat in Elvetia, utilizdnd suse izolate de la bovinele din
abator, pentru o tulpind de M. avium subsp. hominissuis izolatd din limfonoduri fara
modificari patologice de la o bovina sdndtoasa (Schrerrer s.a., 2018).

Profilul INMV 100 este corelat cu M. avium subsp. avium, izolat de de la pasari
domestice sau salbatice dar si de la diverse specii de mamifere, sugerdnd posibilitatea
infectiei intre specii sau dintr-o sursd comuna, o forma de adaptare la noi gazde. Doua dintre
probele testate, izolate de la acelasi pacient, corespund profilului INMV 100, identificat de
Radomski si colaboratorii pentru mai multe probe izolate de la diverse specii de mamifere:
suine, bovine, caprine, de la pasari silbatice, precum ibisul rosu (Eudocimus ruber) sau de
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la pasari de curte (Radomski N., 2007, Radomski N. s.a. 2010). Acelasi profil a fost
identificat in Romania de catre Macovei 1., intr-un izolat de la o gdind de curte (Macovei
s.a., 2013) iar 1n studiul prezent in doud dintre probele testate, de la gdini de curte
(Subcapitolul 7.2).

Coreland rezultatele obtinute la TagMan PCR in timp real pentru tinta 1S90/
(subcapitolul 6.2.2) cu profilele identificate pentru aceleasi probe, se remarca faptul ca,
pentru tulpinile incadrate in profilul majoritar 03331158 apar atat raspunsuri negative pentru
elementul de insertie anterior mentionat, cat si valori de CT tardive (>32,56). Aceasta
secventa este utilizatd pentru diferentierea intre subspeciile M. avium, fiind specifica
izolatelor de M. avium subsp. avium si M. avium subsp. silvaticum de la pasari. Pavlik si
colaboratorii (2000) identifica secventa in doar 8% din izolatele clinice si in 3,6 % din cele
de mediu iar 1n studiul efectuat de Alvarez si colaboratorii, toate izolatele testate au fost
IS901-negative (Pavlik s.a., 2000 A, Alvarez s.a., 2008).

Radomski N. observa modul in care pentru acelasi profil MIRU-VNTR au fost
obtinute raspunsuri diferite, identificind suse 1S90i-slab pozitive in cazul profilelor
asociate cu M. avium subsp. hominissuis (Radomski, 2007). Secventa de insertie ISMavo,
omologd IS901, pentru care a fost observatd reactivitate incrucisatd in izolatele clinice
japoneze (Ichikawa s.a., 2009), ar putea explica rezultatele pozitive sau valorile CT
tardive.

In scopul observarii directe a relatiilor filogenetice dintre izolatele testate, pe baza
profilurilor alelice obtinute pentru cele opt pozitii VNTR, a fost construitd o dendrograma
(Figura 7.3), utilizdnd metoda Neighbor Joining (NJ) si aplicatiile disponibile pe site-ul
www.miru-vntrplus.org. Izolatele de M. avium subsp. hominissuis ce au exprimat profilul
alelic 03331158 se grupeaza separat de celelalte izolate. In structura complexului clonal
evidentiat 1n figura 7.2, se remarca izolarea fatd de profilul majoritar a profilului INMV165-
02331128, specific M. avium subsp. hominissuis.

Cu toate acestea, izolatele cu profile VNTR identice nu reflecta perfect o relatie
filogenetica, deoarece pot exista diferente in alte elemente genetice (Scherrer s.a., 2018). In
general, loci VNTR ce prezinta o variabilitate mai mare sunt considerati markeri utili pentru
diferentierea izolatele strans inrudite iar cei cu o variabilitate mai mica sunt adecvati pentru
clarificarea unor relatii filogenetice intre tulpini sau clone care au evoluat intr-un interval
de timp mai indelungat.
sd se respecte etapele de lucru, avand in vedere faptul cd factorii care influenteaza
denaturarea produsilor PCR si, prin urmare, liniaritatea lor inainte de dimensionarea
fragmentului prin electroforezd, pot influenta dimensiunile ampliconilor si implicit
numarului de copii corespunzator repetitiilor.
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Figura 7.3 Dendrograma realizata prin metoda neighbor joining (NJ), utilizand profilele MIRU-VNTR obtinute pentru probele testate si datele anterior publicate pentru
patru tulpini de referinta, folosind instrumente disponibile in baza de date MIRU-VNTRplus (original)
Figure 7.3 Neighbor joining (NJ) dendrogram constructed with the obtained MIRU-VNTR profiles, for each sample, and the the previously published profiles of four
reference strains, using the application on MIRU-VNTRplus database (original)
*Tulpini de referinta: MAA-M. avium subsp. avium tulpina ATCC 25291, MAP-M. avium subsp. paratuberculosis tulpina K10, MAH-M. avium subsp. hominissuis tulpina
ATCC898, MAS-M avium subsp. silvaticum tulpina ATCC 49884 (Scherrer S. s.a., 2018)

*Reference strains: MAA-M. avium subsp. avium strain ATCC 25291, MAP-M. avium subsp. paratuberculosis strain K10, MAH-M. avium subsp. hominissuis strain

ATCC898, MAS-M avium subsp. silvaticum strain ATCC 49884 (Scherrer S. s.a., 2018)
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7.2. Identificarea profilelor MIRU-VNTR a tulpinilor de MNT de
origine animala apartinind Complexului Mycobacterium avium

7.2.1. Material si metoda

In realizarea acestui studiu au fost utilizate suse de MNT izolate de la pasari si
rumegatoare, examinate in perioada ianuarie 2015 - martie 2018 in Laboratorul de
Bacteriologie al Facultatii de Medicind Veterinard din lasi. Din totalitatea probelor
identificate la nivel de specie prin TagMan PCR 1in timp real, au fost selectate pentru
genotipare prin tehnica MIRU-VNTR un numaér de sase extracte incadrate anterior prin
tehnicile de biologie moleculara in Complexul M. avium si cu o valoare a Ct pentru tintele
1S1245 respectiv IS900 de sub 30 de cicluri (Tabelul 7.8).

Tabelul 7.8/ Table 7.8
Tulpinile de MNT, izolate de la animale, selectate pentru MIRU-VNTR
Animal NTM isolates selected for MIRU-VNTR

I;; ; de(rjli)i(fiij:rea Specie Identificare TagMan Real time PCR | ;) lczljl 5 II;S(I){O
1 117-121 Gadina M. avium subsp. avium 28,67 -

2 117-124 Gaina M. avium subsp. avium 27,26 -

3 117-135 Oaie M. avium subsp. paratuberculosis - 27,38
4 117-137 Gaina M. avium subsp. avium 25,69 -

5 117-138 Giina M. avium subsp. avium 21,14 -

6 117-142 Vaca M. avium subsp. paratuberculosis - 27,21

*ND- nedeterminat

Protocolul de lucru pentru genotipare a urmarit tehnica descrisd de Thibault si
colaboratorii (Thibault s.a., 2007), cu adaptérile realizate de Radomski N. in 2007. Metoda
de lucru, descrisa anterior in subcapitolul 7.1, a fost utilizata pentru identificarea profilelor
si compararea cu cele existente in baza de date “Mac INMV database” — http://mac-
inmv.tours.inra.fr.

Amplificarea genica prin tehnica PCR clasic

Reactiile au fost desfasurate intr-un volum final de 25 pl, fiind utilizat setul de 8
loci TR: MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32. Particularitatile amestecurilor
de reactie si cele utilizate In programul de amplificare, temperaturile si timpii de mentinere
au fost descrise 1n subcapitolul 7.2 (Tabelul 7.2 si Tabelul 7.3), cu adaptare la numarul de
probe testat.

Electroforeza si analiza ampliconilor obtinuti

Procedurile pentru constituirea gelului de agaroza, pentru migrarea si stabilirea
dimensiunii ampliconilor obtinuti au fost descrise anterior, la testarea probelor izolate de la
pacienti umani (7.1.1.2. Amplificarea genica prin tehnica PCR clasic).
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7.2.2. Rezultate si discutii

Toate cele 6 izolate au putut fi genotipate prin tehnica MIRU-VNTR, pentru fiecare
proba testatd fiind obtinuti produsi de amplificare (Figura 7.4 si 7.5). In functie de
dimensiunile acestora s-a putut stabili numarul de repetitii corespunzator fiecarui locus in
parte, utilizand, ca si in cazul izolatelor umane, tabelul de conversie (Tabelul 7.5). Migrarea
a putut fi realizatd concomitent pentru 5, respectiv 3 loci, evaluarea profilului electroforetic

fiind astfel usurata.

Figura 7.4 Profilul electroforetic al produsilor obtinuti in urma amplificarii pentru locii 292, X3, 25, 47, 3
*L.20 - marker de talie moleculara de 20pb; L100 - marker de talie moleculara de 100pb; Ai, Bi, Ci, Dj, Ei -
probele testate, martorii pozitivi si negativi conform asezarii in placa PCR (original)

Figure 7.4 Electrophoretic profile of the products obtained by amplification for loci 292, X3, 25,47, 3
*L20 - 20bp ladder; L100 - 100bp ladder; Ai, Bi, Ci, Dj, Ei- samples, negative and positive controls, according
to their place in the PCR plate (original)
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Figura 7.5 Profilul electroforetic al produsilor obtinuti in urma amplificarii pentru locii 7, 10, 32 (original)
Figure 7.5 Electrophoretic profile of the products obtained by amplification for loci 7, 10, 32 (original)
*L.20 - marker de talie moleculara de 20pb; L100 - marker de talie moleculara de 100pb, F;, Gi, Hi - probele
testate, martorii pozitivi si negativi conform asezarii in placa PCR
*L20 - 20bp ladder; L100 - 100bp ladder; Ai, Bi, Ci, Dj, Ei- samples, negative and positive controls, according
to their place in the PCR plate
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Pentru fiecare proba au fost obtinute profile alelice complete si cele INMV
corespondente, cu exceptia probei 117-135, pentru care a fost obtinut un profil alelic cu
dubla repetitie la locusul 32. Acest rezultat ar putea indica o posibila infectie cu tulpini
diferite.

Puterea de discriminare a acestei metode se caracterizeaza printr-un indice DI de
0,933, fiind obtinute cinci profile diferite, valoare aflatd in concordanta cu alte rezultate
descrise in literatura de specialitate. In functie de numarul de probe, diversitatea originii lor,
numarul de loci testati si bineinteles numarul de profile diferite obtinute, valorile DI
raportate variaza in limite destul de largi. Astfel, Radomski N. obtine in studiul sau un index
de 0,885, in urma testarii unui esantion larg de probe, atét de origine animala cét si umana
(Radomski, 2010). Thibault si colaboratorii obtin o valoare de 0,751 (Thibault, 2007) iar
Scherrer si colaboratorii, caracterizdnd diversitatea unor tulpini de M. avium subsp.
hominissuis izolate de la bovine, obtine un indice de 0,972 (Scherrer s.a., 2018). Valori mai
scazute au fost descrise in studiile realizate de Stevenson s.a, 2009 si Gioffré s.a., 2015,
respectiv 0,64 si 0,63.

Capacitatea discriminatorie a metodei de tipizare se concentreaza, in mod clar, in
jurul celor trei markeri variabili: X3, 292 si 32. Spre deosebire de izolatele umane, locusul
X3 se caracterizeazd printr-o capacitate de discriminare mult mai ridicatd (ID=0,8),
diversitatea alelica fiind identificatd pentru toti markerii utilizati (Tabelul 7.9). Alaturi de
X3, pentru locii 292 si 32 au fost obtinute valori DI individuale ridicate (DI=0,6).

Tabelul 7.9/ Table 7.9
Puterea de discriminare (DI) a fiecarui locus, pentru probele de origine animala
Discriminatory power of each locus, for animal samples
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Importanta locusului X3 in tipizarea MIRU-VNTR a fost mentionata si de alti autori
(Radomski, 2007, Imperiale, 2017). Unitatile repetitive specifice lui MIRU-X3 au o
lungime de 53 bp iar in genomul lui M. avium subsp. paratuberculosis K10 (numaér de acces
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in GenBank: NC 002944) sunt prezente in regiunea SenX3-RegX3, in doua copii (Biet,
2005). in baza de date CMA-INMV-PLUS nu sunt inscrise profile de M. avium subsp.
paratuberculosis cu mai mult de trei repetitii pentru acest locus, insd in literatura sunt
descrise izolate cu 13, 15, 17, 21, 23 sau chiar 27 de TR (Macovei, 2014; Mdbius s.a, 2009;
Castellanos s.a., 2010). Variabilitatea TR pentru locii X3 si 10, descrisa de Macovei 1.
pentru probele provenite de la pasari, a fost observata si in studiul prezent (Fig. 7.6 si 7.7)

O

Complex 1

Figura 7.6 Arbore filogenetic realizat utilizdnd profilele MIRU-VNTR obtinute pentru probele testate si
folosind instrumente disponibile in aplicatia web MIRU-VNTR plus (original)
Figure 7.6 Minimum Spanning Tree obtained with the MIRU-VNTR profiles, using the application
available on MIRU-VNTRplus database (original)
*Dimensiunea fiecarui cerc este corelatd cu numarul de izolate ale fiecarui profil identificat.
*Numarul corespunzator fiecarei linii ce uneste diferitele clone este reprezentativ pentru distanta genetica
dintre acestea, echivalent diferentei in numarul de repetitii ale fiecarui locus. ¥INMV = INRA Nouzilly
MIRU-VNTR
* The circle’s size is correlated with the number of isolates of each profile. * The number on each
joining line is representative for the genetic distance between the different clones, equivalent to the difference
in the number of tandem repeats for each locus. ¥INMV = INRA Nouzilly MIRU-VNTR

Profilele alelice obtinute in urma analizei celor opt loci sunt: 23131127, 24131127,
24121117, caracteristice pentru M. avium subsp. avium si 32332228, 5834111(5,8) pentru
probele de M. avium subsp. paratuberculosis. Prin compararea acestor rezultate cu datele
inscrise in platforma MAC-INMV-PLUS, s-au obtinut profilele INMV corespunzatoare:
INMV 67, INMV 100, INMV 99 si INMV 2. Primele trei formeaza un complex clonal -
Complex 1, delimitat in figura 7.2 printr-un halou roz. Profilele INMV 99 si INMYV 100 sunt
diferentiate de o singura repetitie la nivelul locusului 10 iar intre INMV 100 si INMV 67
apare o diferentd intre numarul de repetitii determinate pentru locusul X3. Fatd de clona
centrala INMV 100, profilul INMV 2 (32332228) se distinge printr-un numar diferit de
repetitii la nivelul a 6 din cei 8 loci (Anton s.a., 2018 B).
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In Romania, tehnica de genotipare MIRU-VNTR a fost utilizati de Macovei L. in
scopul identificarii diversitatii genetice a izolatelor M. avium de origine animala, fiind
identificate profilele INMV 100 si INMV 99 in prelevatele de la gaini de curte si INMV1
in cele de la rumegatoare (Macovei, 2014; Macovei s.a., 2013). Profilele INMV 1, INMV
2 si INMV 3 sunt frecvent identificate atat la nivel european (de Kruijf s.a., 2017) dar si in
izolate provenite din alte tari, precum Argentina sau Canada (Gioffr¢ s.a., 2015, Ahlstrom
s.a.,2015). Corelat cu agentul etiologic al paratuberculozei, INMV 2 a fost descris
deopotriva pentru tulpini izolate de la rumegitoare domestice si salbatice sau la extracte
ADN din amibe (Samba-Louaka s.a., 2018).

292 X32547 3 7 10 32

MAH 2[5[2[2[1[1] 29

] 2|31 |3[1|1]2]7
|MAA 2|31 |3|1|1] 2|7
_| 241 (3]1|1]2]|7
117-138 2|41 |3|1|1]2]7
(7137 2|41 |3|1|1]1]7

I[mMAS] 204|131 1]1]7
5(8|3|4|1[1]1 |58

(U7-142) 312 |3 (3]2| 2| 2|8

I[MAP] | 3|2(3|3]2|2|2]8
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Figura 7.7 Dendrograma realizata prin metoda neighbor joining (NJ), folosind profilele MIRU-VNTR obtinute
pentru extractele testate si patru tulpini de referinta, utilizand instrumente disponibile in baza de date MIRU-
VNTR plus (original).

Figure 7.7 Neighbor joining (NJ) dendrogram constructed with the obtained MIRU-VNTR profiles, for the
tested samples, and four reference strains, using the instruments available on MIRU-VNTRplus database
(original)

*Tulpini de referintd: MAA-M. avium subsp. avium tulpina ATCC 25291, MAP-M. avium subsp.
paratuberculosis tulpina K10, MAH-M. avium subsp. hominissuis tulpina ATCC898, MAS-M avium subsp.
silvaticum tulpina ATCC 49884 (Scherrer s.a., 2018)

*Reference strains: MAA-M. avium subsp. avium strain ATCC 25291, MAP-M. avium subsp.
paratuberculosis strain K10, MAH-M. avium subsp. hominissuis strain ATCC898, MAS-M avium subsp.
silvaticum strain ATCC 49884 (Scherrer s.a., 2018)

Profilul INMV 100, identificat in studiul nostru in doua din probele de giina de
curte dar si in izolatele clinice umane (subcapitolul 7.1), a fost descris in literatura si pentru
alte specii, precum suine, bovine, caprine, pasari salbatice - ibisul rosu (Eudocimus ruber)
sau pasari domestice (Radomski, 2007). In acelasi studiu, in probe provenite de la diverse
specii de pasari si mamifere sunt identificate profilele INMV 99 si INMV 67.

Panelul MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32 permite caracterizarea
probelor si compararea rezultatelor cu cele obtinute de alti autori si cu cele existente in
bazele de date internationale iar analiza bazatd pe metoda NJ faciliteaza vizualizarea
relatiilor filogenetice presupuse intre profilurile MIRU-VNTR (Fig. 7.7).
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7.3. Concluzii partiale

Obiectivul acestui studiu a fost investigarea diversititii moleculare si tipizarea
tulpinilor de micobacterii nontuberculoase identificate la pacienti umani, la
rumegatoare domestice si la gdini, tulpini incluse in cadrul CMA in urma evaluarii
rezultatelor obtinute prin TagMan real-time PCR si prin secventierea acestora. Analiza
MIRU-VNTR a fost aleasd ca metoda de tipaj, datoritd capacititii inalte de
Toate cele sase izolate de la animale au putut fi genotipate prin tehnica MIRU-VNTR,
pentru fiecare probad testatd fiind obtinuti produsi de amplificare. Puterea de
discriminare a acestei metode s-a caracterizat printr-un indice de discriminare de
0,933, 1n concordanta cu alte rezultate descrise in literatura de specialitate.

Cele 20 de tulpini izolate de la om si identificate ca apartinind CMA (secventiere si
PCR in timp real) au fost tipizate si ele prin tehnica MIRU-VNTR, coroborarea
datelor obtinute prin genotipare cu cele furnizate de identificarea moleculard prin
secventiere facind posibila identificarea definitivi a fiecdrei probe. Analiza
diversitdtii genetice a izolatelor a condus la identificarea a trei populatii, cu profile
diferite: 03331158, 02331128 si 24131127.

Panelul MIRU 292, MIRU X3, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32 a permis caracterizarea
probelor si compararea rezultatelor cu cele obtinute de alti autori si cu cele existente
in bazele de date internationale iar analiza bazatd pe metoda Neighbor joining (NJ)
faciliteaza vizualizarea relatiilor filogenetice dintre profilurile MIRU-VNTR.

In ansamblu, metoda a exprimat un DI = 0,612, locii TR cu puterea cea mai mare de
discriminare fiind VNTR 10, MIRU X3 si MIRU 292.

Profilul alelic 24131127, corespunzator INMV 100, a fost identificat atét in izolatele de
la oameni cét si in cele de la pasari, subliniind astfel potentialul patogen oportunist si
riscul zoonotic al MNT.

Varietatea genetica relativ scazutd obtinutd pentru M. avium subsp. hominissuis ar
putea semnifica o distributie limitata a infectiei in regiunea studiata. Absenta corelatiei
intre profilul alelic si originea geografica ar putea fi explicatd printr-o transmitere
indirecti la animale sau la oameni, prin intermediul unei surse comune din mediu,
asa cum indica si rezultatele unor studii epidemiologice la nivel european. Se sustine
astfel ipoteza conform céreia poate exista o sursd comunéi de infectie cu M. avium
subsp. hominissuis pentru porci si oameni sau, alternativ, suinele ar putea constitui o
sursa pentru infectiile umane si invers.

Au fost determinate si descrise, pentru prima datd in Romainia, profilele MIRU-
VNTR pentru izolate clinice respiratorii de M. avium subsp. hominissuis si M. avium
subsp. avium, rezultate ce pot contribui la eficientizarea diagnosticului infectiilor
micobacteriene la om.

Extinderea cercetarilor, atat din punct de vedere al numarului de probe evaluate cat
si al complexitatii originii geografice si de specie, constituie o necesitate in perspectiva
conturdrii unei imagini ample, de ansamblu a diversitatii principalelor specii de MNT.
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CAPITOLUL 8.
IDENTIFICAREA SI CARACTERIZAREA TULPINILOR DE
MICOBACTERII DIN CMTB DE LA ANIMALE

CHAPTER 8.
IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF THE MTBC
MYCOBACTERIA FROM ANIMAL SAMPLES

Genotiparea tulpinilor de micobacterii tuberculoase inlesneste studiul dinamicii
tuberculozei bovine si umane furnizand date importante ce vin in sprijinul epidemiologilor,
in scopul identificarii originii focarelor. Mycobacterium bovis si M. caprae se preteaza
pentru efectuarea studiilor de epidemiologie molecularda pe baza caracteristicilor lor
genotipice. Absenta schimburilor de material genetic si reproducerea de tip asexuat face ca
aceste microorganisme si mentini caractere identice cu ale predecesorilor. in urma
pasajului de la o gazda la alta, micobacteria isi mentine totalitatea caracterelor genotipice.

Mutatiile care apar in regiunea vizatd de genotipare constituie parametri de
diferentiere fata de stramosi. Se poate deduce astfel ca izolarea micobacteriilor cu genotipuri
diferite de la doud animale aflate In contact semnifica o lipsa a transmiterii intre cele doua
gazde. Tehnica de genotipare utilizata trebuie s fie corelatd cu rata de variatie genetica a
bacteriilor.

Speciile M. bovis si M. caprae fac parte din complexul M. tuberculosis (CMTB),
alaturi de M. tuberculosis, M. africanum, M. microti, M. pinnipedii, M. canetti, M. orygis,
M. mungi si Dassie Bacillus (Rodriguez-Campos s.a., 2014). M. canettii este considerata
specia cea mai apropiatd din punct de vedere genetic de straimosul comun al membrilor
CMTB (Blouin s.a., 2012). Recent, a fost propusa incadrarea unei specii noi in cadrul
complexului, M. decipiens sp. nov. (Brown-Elliott s.a., 2018).

In diagnosticul tuberculozei bovine se utilizeazd doud metode de genotipare:
spoligotiparea si tehnica VNTR (numarul variabil de repetitii in tandem), care fac posibila
diferentierea intre tulpini. Utilizarea ambelor tehnici conduce la o diferentiere extrem de
precisa a tulpinilor (Hauer s.a., 2015).

Descoperirea regiunii CRISPR (Clustered Regulary Intersperced Short Palindromic
Repeats - Repetitii palindromice scurte grupate, regulat intercalate) a fost realizata in 1987
de catre o echipa de japonezi la E. coli, in timpul unei analize a genei iap (inhibitori ai
proteinelor de apoptoza), insa functia acestei regiuni nu era cunoscutd (Ishino s.a., 1987).
Analiza a fost utilizata in studiile genetice de diferentiere de la nceputul anilor 1990, pentru
M. tuberculosis si o archaece Haloferax vulcanii (Ishino s.a., 2018).

La inceputul anilor 2000, asemanarile observate intre regiunile de distantiere
(spacer) ale CRISPR si secventele bacteriofagilor sau plasmidelor au evidentiat functia de
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,sistem imunitar” al regiunii (Mojica s.a., 2005). In paralel, mai multe gene au fost
identificate ca fiind strict asociate cu CRISPR si au fost desemnate genele Cas - CRISPR -
asociate (Jansen s.a., 2002). CRISPR - Cas 9 (gene asociate) sunt raspandite in randul
microorganismelor Archaea si bacteriilor.

Analizele genomice au sugerat astfel cd proteinele sistemului CRISPR-Cas 9
functioneaza impreuna si constituie un sistem de imunitate dobandit cu scopul de a proteja
celula procariotd impotriva virusurilor si plasmidelor invadatoare, analog sistemului
eucariot de ARN-interferentd (ARNi) (Makarova s.a., 2006).

In timpul primei infectii cu un fag, bacteria integreaza in genomul siu o portiune de
24-47 bp a ADN-ului infectant (spacer) si copie o regiune (motiv) de 24-47 bp (repetitie
directd) in amonte de locus, zond numita "lider". Astfel, bacteria 1si intipareste in ,,memorie”
fagul, cu scopul de recunoastere si distrugere la al doilea contact (Louwen s.a., 2014).

Regiunea CRISPR cuprinde o alternantd de distantieri (spacer), cu secventd
variabila, unica si secvente invariabile repetitive (repetitii directe = DR). Evolutia regiunii
DR este unidirectionald, prin pierderea spacer-ilor.

Spoligotiparea este o metoda care permite atat identificarea cat si diferentierea
bacteriilor din CMTB dar si a suselor diferite din aceeasi specie. Principiul metodei are la
baza polimorfismul regiunii conservate CRISPR. Tehnica implica amplificarea prin PCR a
regiunii DR, care in cazul micobacteriilor tuberculoase cuprinde 43 de regiuni spacer
(spacer), cu pozitie Tnalt conservatd. Caracterizarea tulpinii se bazeazd pe prezenta sau
absenta spacerilor, fiind obtinut un profil tradus printr-un cod binar (0 = absent, 1 = prezent)
de 43 de elemente. Acestui cod binar 1i este asociat un cod international, inregistrat in baza
de date http://www.Mbovis.org, tip SBNNNN.

Tulpinile de origine animala se caracterizeaza prin lipsa spacerilor 39-43, si, in
functie de specie, prezinta variabilitate intre 3 si 16. Profilul M. bovis SB0120 este cel mai
complet, fiind considerat tipul original. Lui M. caprae 1i lipseste spacer-ul 1 si cele de la 3
la 16 iar M. microti este specia cu profilul cel mai redus.

Se utilizeaza trei tehnici de spoligotipare, toate avand la bazd identificarea
spacerilor prin amplificarea regiunilor DR cu ajutorul primerilor Dra-biotinilat-Drb.
Spoligotiparea se realizeazd pe membrane, in faza solida si in faza lichida, cea din urma
fiind tehnica folosita In prezenta cercetare, cu ajutorul sistemului Bio-Plex.

Aceasta tehnica implica utilizarea a 100 de seturi de microbile (microsfere) distinct
colorate, create prin utilizarea a doi coloranti fluorescenti, in proportii diferite. Microbilele
pot fi conjugate cu antigeni, anticorpi sau oligonucleotide. Utilizarea bilelor colorate diferit
permite detectarea simultand a mai multor tinte din acelasi esantion (Houser, 2012). Acest
sistem este echipat cu doud lasere care traverseaza acelasi punct, realizand astfel doua tipuri
de masuratori pe aceeasi microbila (Fig. 8.1).

Laserul rosu excita colorantii din fiecare microbild (la 633 nm), identificandu-i
»adresa spectrala”. Laserul verde (reporter) excitd molecula asociatd microbilei (la 532
nm), ceea ce permite cuantificarea tintei capturate pe aceasta. Sistemul proceseazad si
inregistreaza simultan semnalele fluorescente pentru fiecare bild, traducand semnalele in
date (Houser, 2012).
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Dupa hibridizare (sau formarea complexului imun), spalarile succesive elimina

particulele nelegate. Un rezultat pozitiv este corelat cu un nivel ridicat de fluorescenta iar

unul negativ printr-un nivel scazut. Determinarea pragului de pozitivitate pentru fiecare

metoda si/sau sesiune de analizd este esentiald pentru interpretarea rezultatelor. Astfel,

pentru spoligotiparea micobacteriilor din CMTB, sunt fixate oligonucleotidele
corespunzatoare celor 43 de spaceri pe 43 de tipuri de bile (de Cruz s.a., 2018).
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Figura 8.1 Amplificarea (A), hibridizarea si revelarea (B) in tehnica de spoligotipare cu microbile
magnetice - reprezentare schematica (A - dupa Spoligotyping User's Manual)
Figure 8.1 Amplification (A), hybridization and revelation (B) in microbead-based spoligotyping technique
- Schematic representation (A - after Spoligotyping User's Manual)

Dupa amplificarea regiunii de interes, ampliconii obtinuti se cupleaza la bilele
magnetice cu secventele complementare spacerilor, in urma denaturarii si hibridizarii
rezultand complexele bild-spacer biotinilat. SAPE (streptavidin-ficoeritrin) se fixeaza la
biotind. Aparatul dirijeaza printr-un sistem fluidic cele 43 de tipuri de bile magnetice citre
laserul rosu care le identifica si cétre laserul verde care excitd SAPE. Aparatul transcrie
rezultatele ca unitati de fluorescentd (UF), fiind obtinut in final profilul genetic (Zhang s.a.,
2010).

Scopul acestui studiu a fost identificarea si caracterizarea tulpinilor de micobacterii
tuberculoase din probele provenite de la bovine si din cele de la nurcile analizate pentru
discriminarea lor de cele nontuberculoase, fiind astfel indeplinite urmatoarele obiective:
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identificarea prin Taq man PCR 1n timp real, caracterizarea prin spoligotipare in faza lichida
si compararea profilelor obtinute cu cele din bazele de date http://www.Mbovis.org,
SPOLDB4 si SITVIT2. Testdrile au fost realizate In cadrul Laboratorul National de
Referintd pentru Tuberculoza Bovina, ANSES, Maisons-Alfort, Franta iar extractia ADN-
ului din tesuturile de origine bovind in cadrul laboratorului de biologie Moleculara al
Facultatii de Medicina Veterinara lasi.

8.1. Material si metoda

8.1.1. Colectarea si conditionarea probelor

In scopul indeplinirii obiectivelor propuse, in acest studiu au fost utilizate extracte
ADN din tesuturi provenite de la o bovind si de la doud nurci (Mustela lutreola), care
prezentau leziuni de tip granulomatos, fiind suspicionate de infectii determinate de germeni
apartinand genului Mycobacterium (Tabelul 8.1). Alaturi de acestea au mai fost obtinute
doud profile corespunzatoare speciei M. tuberculosis, probele provenind din cadrul

laboratorului BK-IS.
Tabelul 8.1/Table 8.1

Tipul probelor testate
Type of the tested samples
Specie Cod Tip proba Tip tesut
identificare
Vaca 4 117-126 Extract ADN (kit Macherey Limfonod traheo-bronsic
Nagel)
Vacid 4 117-127 Extract ADN (kit Macherey Pulmon
Nagel)
Nurca 1 117-143 Extract ADN (kit Roche) Pulmon
Nurca 1 117-144 Extract ADN (kit Roche) Splina
Nurca 1 117-145 Extract ADN (kit Roche) Ficat
Nurca 2 117-146 Extract ADN (kit Roche) Pulmon
Nurca 2 117-147 Extract ADN (kit Roche) Limfonod mezenteric
Nurca 2 117-148 Extract ADN (kit Roche) Ficat
Nurca 2 117-149 Extract ADN (kit Roche) Rinichi
Nurca 2 117-150 Extract ADN (kit Roche) Cord

Probele de tesuturi de la animale au fost stocate 1n conditii de refrigerare, in cadrul
laboratorului FMV lasi. Probele de la nurci au fost evaluate intr-un studiu anterior efectuat
de Bostanaru A. (Bostanaru, 2014), prin diagnostic bacteriologic, histopatologic, molecular
(PCR clasic - 1S6110, secventiere) si detectia antigenului MPT64. Aceste cercetdri au
identificat ca agent etiologic al infectiei la nurcd o bacterie apartinind CMTB. Au fost
selectate pentru spoligotipare diverse tipuri de tesut de la doud nurci ce proveneau din
efectivul evaluat in studiul precedent, in scopul identificarii si caracterizérii speciei
implicate.

Natura leziunilor si localizarea lor, in cazul bovinei, au condus spre suspiciunea de
tuberculoza bovina, fiind astfel justificat motivul includerii in acest studiu.
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8.1.2. Extractia acidului nucleic (ADN)

Extractia ADN-ului micobacterian a fost realizatd conform procedurii descrise in
subcapitolul 5.1.5.1., cu ajutorul kiturilor comerciale NucleoSpin® Tissue (Macherey
Nagel GmbH & Co. KG, Germania) si High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Germania).

8.1.3. Amplificarea genica prin TagMan PCR in timp real

Pentru identificarea probelor a fost folosita tehnica TagMan PCR in timp real,
conform protocolului de lucru prezentat in subcapitolul 5.1.5.2, utilizdnd programul de
amplificare si compozitia mix-ului de reactie descrise in tabelele 5.5 si 5.6. Tintele vizate,
alaturi de secventele amorselor si sondelor utilizate, sunt prezentate in tabelele 8.2 si 8.3.
Reactiile au fost realizate cu ajutorul termociclorului Applied Biosystems™ 7500 Fast Real-
Time PCR Systems.

Tabelul 8.2/Table 8.2
Secventele primerilor si sondelor utilizate pentru detectia tulpinilor de micobacterii apartinand CMTB
Primers and probes used for MTBC members detection

Secventa tinta Primeri si sonde Secventele nucleotidice 5°-3°
Msp F GCC AAG GAG GTC GAG ACC AA
Hsp65 (Msp)
Msp R CTC CTC GAC GGT GAT GAC
(ANSES-FR)
Msp P (FAM)-ACC TTG TCC ATC GCC TCG GCG AT-(BHQI)
1S6110 F GGT AGC AGA CCT CAC CTA TGT GT
1S 6110
1S6/10 R AGG CGT CGG TGA CAA AGG
(ANSES-FR)
1S6110 P (FAM)-CAC GTA GGC GAA CCC-(MGB-NFQ)
1S1081 F CCG CCA CCG TGA TTT CGA
1S 1081
1S1081 R GCC AGT CCG GGA AAT AGC T
(ANSES-FR)
1S1081 P (FAM)-CCG CAA CCA TCG ACG TC -(MGB-NFQ)
1S1561 F GAT CCA GGC CGA GAG AAT CTG
IS 1561
IS1561 R GGA CAA AAG CTT CGC CAA AA
(ANSES-FR)
IS1561 P (FAM)- ACG GCG TTG ATC CGA TTC CGC-(BHQI)
RD4 F CCA CGA CTA TGA CTA GGA CAG CAA
RD4
RD4 R AAG AAC TAT CAA TCG GGC AAG ATC
(ANSES-FR)
RD4 P (FAM)- ACC AGT GAG GAA ACC-(MGB-NFQ)
RD4 bov RD4 bov F 5°-GCA GAA GCG CAA CAC TCT TG-3°
(Barbier s.a., RD4 bov R 5"-ATC TTA GCT GGT CAA TAG CCA TTT TT-3’
2016) RD4 bov P (FAM)- AGT GGC CTA CAA CGG CGC TCT CC-(BHQ1)
Lep A Lep AF 5" AGA CCG TGC GGA TCT TG 3’
(Reddington s.a., Lep AR 5" CAT GGA GAT CAC CCG TGA 3’
2011) Lep AP FAM TAT CGG GTA CAC AAA GAC GA-BHQI

*F= primer sens, *R= primer antisens, *P=sonda

Tabelul 8.3/Table 8.3
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Discriminarea membrilor CMTB prin identificarea elementelor de interes
MTBC members differentiation by real time PCR

Specie (Hl\:;gs) 1S6110 | 1S1081 | 181561 | RD4
M. tuberculosis + ++ ++ ++ ++
M. africanum + ++ ++ ++ ++
M. microti + ++ ++ - ++
M. pinnipedii + ++ ++ - —+
M. caprae + ++ ++ + ++
M. bovis + ++ ++ ++ -

M. bovis BCG + ++ ++ ++ -

8.1.4. Spoligotiparea cu microbile magnetice in fazi lichida (tehnologia
Luminex)

Prima etapa consta in amplificarea regiunii DR din probele analizate. Compozitia
amestecului de reactie este prezentatd in tabelul 8.4. Reactia se desfasoara intr-un volum
total de 50 pl, dupa urmaétorul protocol:

95°C — 10 minute

95°C — 40 secunde

55°C — 40 secunde 40 de repetitii
72°C — 40 secunde

72°C — 10 minute

Secventele amorselor utilizate sunt: amorsa sens DRA - 5” biotin GGT TTT GGG
TCT GAC GAC 3’ si amorsd antisens DRB - 5> CCG AGA GGG GAC GGA AAC3’
(Zhang s.a. 2010; de Cruz, 2018). Pentru realizarea amestecului de hibridizare primul pas
este prepararea mix-ului de microbile magnetice 1/20, utilizdnd 50 pl solutie mama
microbile si 950 ul TE (cantitati pentru aproximativ 50 de probe) iar apoi vortexare si
sonicare pentru cate 20 de secunde.

Tabelul 8.4/Table 8.4
Reactivi - PCR clasic / Master mix for Classical PCR
REACTIVI CANTITATE
apa ultrapura 23,5l
BSA 15pM 5ul
Tampon 5X GoTAQ colorless 10 pl
DNTP 0,4 pl
MgCl: 0.25mM 0,5 ul
Go Taq G2 DNA 0,2 ul
Primer (amorsi) sens DRA 0,4pM 0,2 ul
Primer (amorsa) antisesns DRB 0,4pM 0,2 ul
Total 40 pl
ADN-probi 10 ul FAND extras din
colonii/din tesut)
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Preparare mix de hibridizare:

- 15 ul TMAC 1X;

- 20 pl mix microbile (60 bile/uITMAC sarkosyl 1X per spacer);

- 5l produs PCR ( 2 pl pentru suse).

Solutia TMAC 1X (clorura de tetrametilamoniu) contine TMAC 5M (150 pl),
Sarkosyl 20% (1,25 ml), Tris — HC1 1M, pH 8.0, 12,5 ml, EDTA 0.5M, pH 8.0, 2 ml, apa
84,25 ml, la un volum total de 250 ml. Prepararea solutiei de streptavidina- ficoeritrina
(SAPE 4pg/ml): 5.825 pl SAPE la 1250 pul TMAC (0,1165 pl SAPE per proba ), pentru 50
de reactii.

Placa (FrameStar 96-Non stricked, 4titude®) in care a fost depus amestecul de
hibridizare este omogenizata si depusa la incubare, in doua etape, la 95°C pentru 10 minute
si 52°C pentru 20 de minute, intr-un termociclor (Eppendorf AG, Germania). Odata ce
incubatia este completa, placa este centrifugata si asezata pe un suport magnetic.

Se elimind supernatantul din placa, tindnd mereu in contact cu suportul magnetic

pentru a nu fi eliminate si microbilele, apoi acestea se resuspenda in 50 pl de apa sterila
ultrapura. Se adaugd in toate godeurile 25ul solutie SAPE preparatad anterior si se
omogenizeaza usor placa acoperita cu o folie de protectie.

Placa se introduce in aparat, dupd curdtarea si sonicarea acului si umplerea
recipientului special cu solutiile de spalare: clor 10%, isopropanolol 70% si apa. Citirea se
face la 100 bile pe regiune/45 secunde, tinta Hight RP1,15 minute la 52°C .

Figura 8.2 Sistemul Bio-Plex 200 BIO i{AD, t-ehnologia Luminex (original, ANSES - FR)
Figure 8.2 Bio-Plex 200 System BIO RAD, Luminex technology (original, ANSES - FR)
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8.2. Rezultate

8.2.1. Detectia elementelor de interes in probele testate prin tehnica TagMan
PCR in timp real

In acest studiu au fost testate 10 probe de origine animald (extracte ADN din

tesuturi) cu ajutorul tehnicii TagMan PCR 1n timp real, pentru identificarea unei serii de
elemente de insertie 1S6710, 1SI1081, 1S1561, a unei secvente specifice tuturor
micobacteriilor - Hsp635 si a regiunii RD4 (Tabelul 8.3).

IS6110 este un element de insertie care se gaseste exclusiv la membrii CMTB, ca
rezultat al lipsei schimbului genetic cu alte specii micobacteriene, devenind astfel un
instrument important de diagnostic in diferentierea speciilor MTBC de alte micobacterii.
Elementul este prezent in mai multe copii si in diferite locatii din genom. IS/081 este
prezent la toate speciile CMTB intr-un numar mai stabil de copii, 5-7 repetari per genom.
IS71561 si RD4 asigurd discriminarea a speciilor M. bovis si M. microti in cadrul
complexului (Tabelul 8.3).

Polimorfismul unei singure nucleotide (substitutia nucleotidica C=T la pozitia
690) 1n gena /epA indica prezenta lui M. caprae (Reddington s.a., 2011). Primerii utilizati
pentru RD4 tintesc regiunile flancante ale secventei deletate RD4 la M. bovis (Barbier s.a.,

2016).
Tabelul 8.5/Table 8.5
Rezultatele obtinute la analiza elementelor de interes prin TagMan PCR in timp real pentru probele
de origine animala
TagMan PCR results for animal samples

Valorile CT obtinute

Cod animal RDa
IPC Msp 1S6110 1S1081 IS1561 RD 4 bov Lep A

117-126 Vaca 4 28,73 27,07 23,06 24,22 27,45 ND ND 32,76
117-127 Vaca 4 28,59 27,13 23,74 24,49 - ND ND 33,07
117-143 Nurcda1l 30,07 16,98 14,65 16 18,35 ND ND 21,94
117-144 Nurca 1 29,88 21,42 18,98 20,37 22,12 ND ND 27,36
117-145 Nurcdl 30,77 25,42 21,52 23,18 24,64 ND ND 31,94

117-146 Nurcd2 29,37 18,99 15,45 14,13 18,26 ND ND 21,43

117-147 Nurci2 30,09 21,53 17,3 16,04 20,22 ND ND 23,87
117-148  Nurca2 29,73 21,94 17,81 16,11 20,3 ND ND 24,58
117-149  Nurci2 30,11 29,71 2451 23,78 27,4 ND ND 34,42

117-150 Nurcd2 29,41 30,8 26,84 26,14 29,98 ND ND 34,03

(- netestat, ND-nedeterminat)
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In probele de ADN extrase din tesuturile animale evaluate s-a evidentiat prezenta
elementelor specifice micobacteriilor ce apartin CMTB, conform valorilor CT (pragul limita
de ciclu) obtinute pentru IS61170, IS1081, Msp-Hsp65 (Tabelul 8.5). Raspunsul pozitiv la
IS1561 sugereaza prezenta uneia dintre speciile M. tuberculosis, M. bovis sau M. caprae,
fiind excluse speciile M. microti si M. pinnipedii = IS1561 negativ (prezenta altor specii
incluse In CMTB fiind improbabild). Prezenta substitutiei din gena lepA4 (Fig. 8.3) indica
prezenta speciei M. caprae in proba testatd. Raspunsul negativ obtinut pentru RD4

sugereaza deletia regiunii flancate de primeri din genomul speciei identificate in probe. Se
remarca faptul ca toate probele testate au generat un raspuns negativ pentru tinta RD4 cat si
pentru RD4bov.

Tabelul 8.6/Table 8.6
Rezultatele obtinute la analiza elementelor de interes prin TagMan PCR in timp real, pentru cele
doua probe umane testate
TagMan PCR results for the two human samples

Cod proba Msp Hspé65 1S6110 IS1245 1S901 1S1081
117-034 20,87 17,33 16,78 indet 20,77
117-064 22,94 27,12 34,54 indet 30,69

Testarea probelor de origine umana s-a realizat utilizand tintele Hsp65, 1S6710,
IS1081, 1S1245, 1S901 (Tabelul 8.6). Un raspuns ferm (valoare CT 16,78) a fost obtinut
pentru tinta IS/245 in cazul probei 117-034. Valorile CT observate pentru IS/245 la probele
117-064 si 117-034 se pot datora unei contaminari cu o micobacterie din CMA (exceptand
M. avium subsp. avium si M. avium subsp. silvaticum - IS901 negativ) sau unei coinfectii.

Amplification Plot
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Figura 8.3 Reprezentarea grafica, in modul logaritmic, a curbelor de amplificare obtinute pentru
analiza tintei /epA (original)
Figure 8.3 Graphic representation, in logarithmic mode, of the amplification curves obtained for the
lepA target amplification (original)
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8.2.2. Rezultatele obtinute la spoligotiparea cu microbile magnetice in faza
lichida (tehnologia Luminex)

In urma testarii probelor prin TagMan PCR in timp real au fost identificate
raspunsuri pozitive la tintele 1S6/10, ISI08] pentru toate probele evaluate. in scopul
identificarii si caracterizarii micobacteriilor tuberculoase din aceste probe a fost realizatd
spoligotiparea, profilele obtinute in cod binar fiind introduse 1n bazele de date Mbovis.org-
The Mycobacterium bovis Spoligotype Database pentru probele de origine animala si
SITVIT2-Pasteur Guadalupe, pentru cele de la oameni.

Pentru probele de la animale se remarca absenta spacerilor 39-43, in comparatie cu
profilele obtinute la probele de la oameni. Totodata, absenta primului spacer dar si a celor
de la 3-16 este specifica speciei M. caprae, aceastd identificare fiind In concordantd cu
rezultatele obtinute prin TagMan PCR 1in timp real. Toate probele de la nurci cat si cele de
la vaca au prezentat acelasi profil, corespunziator BOV_4-CAPRAE, SIT (shared-type
number) 467.

In cazul celor dou izolate de M. tuberculosis testate, au fost obtinute doua profile
diferite, cel corespunzitor probei I 17-034 fiind caracterizat de absenta spacerilor 4, 33, 34,
35 si 36 iar celui corespunzator probei I 17-064 1i lipsesc spacerii 24, 26-31 si 33-36. Au
fost obtinute profile in cod octal corespunzatoare speciei M. caprae la animale si profile
pentru susele de M. tuberculosis la om.

Tabelul 8.7/Table 8.7
Profilele obtinute pentru probele testate
Obtained spoligotypes
Proba Spoligotip (Cod binar, octal) Lineage
_— OEO0000000000000CAEEEEEEEEENCEEEEEENEERC0000 BOV 4-
200003777377600 CAPRAE
Nurci 2 OE0000000000000CAEEEEEEEEENCEEEENEEEERC 0000 BOV 4-
200003777377600 CAPRAE
Vaci d OE0000000000000C AN EEEEEEEEECE NN EERO0000 BOV 4-
200003777377600 CAPRAE
ENEEEEEEEEEEEEEEEEEEEERCNOO0000R000CNEENEEE
117-064 H1
777777764020771
(TT WL LTI T I I ] ] [nmmiul [TT]]]]
117-034 T1
737777777760771
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8.3. Discutii

Alaturi de M. bovis, specia M. caprae reprezintd unul dintre cei mai importanti
patogeni pentru rumegatoarele domestice dar si sdlbatice. A fost identificatd pentru prima
datd la capre, in Spania si a fost recunoscutd ca specie a CMTB in 2003, in baza
caracteristicilor genomice: prezenta sau absenta regiunilor de diferentiere (RDs) si SNP-
polimorfismului unei singure nucleotide (Aranaz s.a., 2003). Aceastd micobacterie a fost
izolatd de la numeroase specii de animale domestice si sdlbatice, bovine, caprine, cerbi sau
porci mistreti (Rodriguez s.a., 2011, Erler s.a., 2004, Schoepf s.a., 2012) dar si de la om
(Kubica s.a., 2003).

Izolatele de M. caprae prezintd aceleasi deletii de RD ca M. bovis, cu exceptia
regiunii RD4, care are o marime de 12,7 kb si este absentd la M. bovis dar prezenta in
genomul lui M. caprae (Brosch s.a., 2002), constituind astfel un criteriu important de
diferentiere moleculard. Regiunea cuprinde 11 gene (Rv1506¢c-1516c) in genomul lui M.
tuberculosis H37Rv si este implicatd in biosinteza glicolipidelor care contin trehaloza
(Brodin s.a., 2010). Rodriguez si colaboratorii au confirmat existenta unei secvente RD4
specifice, de 545pb, in 62 din 63 de izolate de M. caprae testate (Rodriguez s.a., 2011).

Rezultatele studiului nostru demonstreaza o inconstanta a regiunii RD4 1n genomul
lui M. caprae. Astfel, primul set de primeri utilizati - RD4F, RD4R (Halse s.a., 2011,
Rettinger s.a., 2015) amplificd un fragment de 88 pb din partea stanga a regiunii RD4, fiind
observatd absenta acestui element din toate probele de ADN analizate prin TagMan PCR in
timp real. Primerii RD4-bov vizeaza secventele flancante ale regiunii deletate RD4, fiind
utilizati de catre Barbier si colaboratorii pentru detectia specifica a Iui M. bovis, la care
regiunea RD4 este absenta (Barbier s.a., 2016). Talia asteptata a produsul amplificat este de
116 pb.

Absenta unui raspuns pentru tintele RD4 si RD4bov in probele testate sugereaza
faptul ca din genomul tulpinii de M. caprae, implicat in infectia la nurci si la bovina, este
deletat un fragment din regiunea internd stangd a RD4. Aceasta observatie este extrem de
importanta avand in vedere faptul ca discriminarea intre M. bovis si alte specii din CMTB
in baza RD4 este frecvent utilizatd. Eterogenitatea acestui element il face nerecomandat
pentru utilizarea sa ca marker de diferentiere.

Variatii ale acestei regiuni de interes la izolatele de M. caprae au fost observate si
de Domogalla si colaboratorii, in Germania (Domogalla s.a., 2013). Analiza efectuata de
acestia pe 12 tulpini izolate de la rumegatoare domestice si silbatice a reliefat existenta a
trei tipuri distincte din punct de vedere a deletiilor in RD4: tipul Allgiu (fara deletii), tipul
Karwendel, cu o deletie de 5 Kb in portiunea interna stanga si tipul Lechtal, cu o deletie de
38 Kb (regiunea internd stanga si centrald). Astfel, autorii sugereaza utilizarea SNP si a
analizei de genom intreg pentru diferentierea lui M. bovis de M. caprae.

Studiul prezent a confirmat conservarea substitutiei specifice (C = T) in pozitia
690 din secventa /epA pentru toate extractele de ADN testate. Acest SNP constituie astfel
un marker relevant si sigur pentru discriminarea speciei M. caprae direct din tesuturi.
Aceleasi observatii au fost realizate si in studiul anterior mentionat (Domogalla s.a., 2013),
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testarea fiind realizatd pe izolate bacteriene. Rezultatele noastre confirma eficacitatea
metodei utilizate pentru identificarea acestui SNP direct din probele de tesut.

Spoligotiparea a fost prima metoda de genotipare bazatd pe PCR, aplicata pentru
caracterizarea si diferentierea micobacteriilor incluse in CMTB, cu precadere M.
tuberculosis, M. africanum, M. bovis sau M. caprae, agenti etiologicii ai tuberculozei la
oameni si animale, fiind utilizatd in prezent la scara largd pentru diagnostic si studii
epidemiologice. Tehnica are la baza detectia prezentei sau absentei celor 43 de secvente de
ADN specifice (spacer) din regiunea DR. Profilul obtinut (spoligotip) este caracteristic unei
linii evolutive specifice. Pentru a digitaliza datele obtinute in urma hibridizarii, a fost
introdusa conversia semnalelor fluorescente intr-un cod numeric, binar sau octal.

Profilul obtinut In urma spoligotiparii extractelor din probele de animale a fost
identificat in baza de date mbovis.org, cu numarul SB0418, corespunzator unui izolat
belgian. Pentru tulpini din Romania, in baza de date mbovis.org sunt incluse doua profile
diferite fatd de cel identificat in studiul nostru, SB2542 si SB2543.

SB0418 a fost identificat pentru tulpinile de tip Allgéu (fara deletii) si Lechtal
(deletie de 38 kb) in studiile efectuate de Rettinger (Rettinger s.a., 2015) si Domogalla
(Domogalla s.a., 2013) pe izolate de M. caprae de la bovine din Germania si Austria.
Rodriguez si colaboratorii identifica SB0418 la bovine de import din regiunea de Sud-Est a
Europei (Rodriguez s.a., 2011). Acelasi spoligotip a fost identificat in izolatele de la bovine
in estul Elvetiei (Ghielmetti s.a., 2017) iar in diverse tari din Europa centrala si de sud, in
izolate de origine bovind, umana sau de la animale silbatice (Erler s.a., 2004, Schoepf s.a.,
2012, Chiari s.a. 2014).

Sunt 164 de tulpini cu spoligotipul 200003777377600 incluse in baza de date
SITVIT2 a Institutului Pasteur Guadalupe (http://www.pasteur-
guadeloupe.fr:8081/SpolSimilaritySearch/spol.jsp), cele mai multe dintre acestea (N=80)
fiind din Germania (Fig.8.4). Alte tari in care acest profil a fost identificat sunt: Italia
(N=17), Ungaria (N=16), Franta (N=12), Croatia (N=11), Austria (N=8), Spania (N=6),
Cehia (N=4), Olanda, Ucraina, Honduras (cate doud izolate) si Marea Britanie, Albania si
Belgia (cate un izolat).

De asemenea, acest profil a mai fost identificat si de alti autori in alte regiuni fata
de cele mentionate, pentru izolate micobacteriene de la diverse specii. Orfowska si
colaboratorii descriu spoligotipul pentru susele de M. caprae izolate de la doi lupi (Canis
lupus) si doi porci mistreti, Intr-un studiu realizat in Polonia privind transmiterea acestei
micobacterii la carnivorele salbatice. Autorii au mai identificat inca un profil, pentru o susa
izolatd de la un al treilea lup, ce diferd de primul prin absenta spacer-ului 38 1nsa prezinta
acelasi profil MIRU-VNTR (Orlowska s.a., 2017). Interesant de remarcat din acest studiu
este absenta leziunilor caracteristice infectiilor micobacteriene in probele analizate de la
lupi.

Tot in Polonia, profilul 200003777377600 a fost identificat In urma spoligotiparii
suselor de M. caprae izolate din probe testate de la bovine (Krajewska-Wedzina s.a, 2018,
Augustynowicz-Kope¢ s.a., 2011) dar si pentru cele identificate in probele de pulmon si
limfonoduri de la doi tapiri - Tapirus terrestris (Augustynowicz-Kope¢ s.a., 2011).
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Spoligotipul 200003777377600 a mai fost relatat in literatura de specialitate evaluata si de
catre Bhembe si colaboratorii in provincia Eastern Cape, din Africa de Sud, la tulpini izolate
din limfonoduri de la bovine abatorizate (Bhembe s.a., 2017 si 2018).

1 B

Figura 8.4 Distributia spoligotipului identificat (200003777377600) la nivel european.
Figure 8.4 Global distribution of the 200003777377600 profile
(sursa: SpolSimilaritySearch tool, SITVIT2)

Acelasi profil a fost descris de catre Ruettger si colaboratorii (Ruettger s.a., 2012)
in probe de origine bovina si suind testate in Ucraina. Toate tulpinile de M. caprae izolate
de la porcinele din acest studiu au prezentat acelasi spoligotip, in ciuda faptului ca animalele
au provenit de la trei ferme diferite, situate la sute de kilometri distanta, aspect ce indica o
larga diseminare a acestui tip in Ucraina.

Aceste date sunt de un real interes pentru noi, mai ales datoritd Tnvecindrii tarii
noastre cu Ucraina. Identificarea tulpinilor cu acelasi profil, atat de la animale domestice
cat si de la cele sdlbatice In mai multe regiuni din Europa sugereaza o distributia extinsa a
acestui spoligotip. In studiul nostru, M. caprae a fost identificat deopotriva in probele de la
bovina si de la nurci, insd numarul limitat de probe nu permite extinderea concluziilor.
Subliniem astfel necesitatea evaludrii unui numar mare de probe de la animale din diverse
specii, atdt domestice cat si salbatice, rumegatoare si carnivore, pentru a putea stabili
prevalenta reald a speciei M. caprae in Romania.
traseelor epidemiologice si potentialului risc de transmitere de la fauna salbatica la
animalele de renta, crescute in sistem extensiv. In cazul nurcilor testate, acestea proveneau
dintr-o crescatorie, M. caprae fiind probabil transmis prin intermediul hranei - carcase sau
organe de la animale infectate. O descriere mai aprofundata a caracteristicilor genomice ale
speciei identificate ar putea fi realizata prin identificarea exacta a deletiilor din regiunea
RD#4 dar si prin MIRU-VNTR.

Conform profilului identificat pentru cele doud izolate de M. tuberculosis testate si
conform analizei bazei de date SITVIT2, acestea se incadreazd in grupurile cele mai
prevalente n tara noastra, H1 (I 17-064) si T1(I 17-034). Aspecte privind distributia la nivel
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global, in functie de numarul de tulpini raportate, pentru spoligotipurile identificate in
tulpinile umane din studiul nostru sunt redate in figurile 8.5 si 8.6.

1 E— RE

Figura 8.5 Distributia spoligotipului identificat (777777764020771) la nivel global
Figure 8.5 Global distribution of the 777777764020771 profile
(sursa: SpolSimilaritySearch tool, SITVIT2)

Spoligotipul obtinut pentru izolatul 117-064 (777777764020771- SIT 45, H1) este
caracterizat in SITVIT2 pentru 104 suse, cele mai multe fiind identificate in Austria (18),
SUA (10), Italia (9), Brazilia (9), Columbia (8) si departamentele franceze Martinica (12)
si Guadalupe (8).

w

1 —
Figura 8.6 Distributia spoligotipului identificat (737777777760771) la nivel global

Figure 8.6 Global distribution of the 737777777760771 profile
(sursa: SpolSimilaritySearch tool, SITVIT2)
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In baza de date SITVIT2, pentru profilul 737777777760771, identificat in proba
117-034, (SIT 205, T1) sunt incluse 52 de tulpini, cu origine geografica diversd, cele mai
multe provenind din Brazilia (N=9), SUA (9) si Franta (N=7). Nu sunt incluse tulpini din
Romania.

In cadrul proiectului TB-ARC-Roménia, care a urmdrit caracterizarea genetici si
estimarea diversitatii tulpinilor de M. tuberculosis circulante pe teritoriul tarii noastre si
rezistente la medicatie, s-a realizat o analizd comparativa a 197 de izolate clinice, din 14
judete din zona centrala si nord-vestica. Tulpinile identificate au fost incadrate in
urmatoarele familii: H1 (56), T1 (30), T2 (23), S (16), H3 (15), H4 (15), T3 (13) si alte 18
(9,1%) izolate neidentificate in baza de date SpolDB4 (TB-ARC — Romania).

8.4. Concluzii partiale

1. Avand in vedere importanta globald a tuberculozei, disponibilitatea instrumentelor
de diagnosticare eficiente si imbunatatirea lor constanta sunt elemente esentiale ale
progresului in domeniu.

2. Genotiparea tulpinilor de micobacterii inlesneste studiul dinamicii tuberculozei bovine
si a celei umane, furnizand date importante pentru epidemiologi in vederea identificarii
originii focarelor.

3. Spoligotiparea este o metodd care permite atit identificarea cat si diferentierea
bacteriilor din CMTB dar si a suselor diferite din aceeasi specie. Spoligotiparea cu
ajutorul microbilelor magnetice (tchnologia Luminex) reprezintd o metoda fiabila
(high-throughput) de tipizare moleculara, care este adecvata pentru studierea diversitatii
tulpinilor micobacteriene circulante in cadrul populatiilor de animale domestice si
sdlbatice si permite identificarea traseelor epidemiologice la nivelul unor zone
geografice relevante.

4. In cadrul investigatiilor noastre, s-a realizat caracterizarea micobacteriilor din
CMTB identificate in probe provenite de la animale (o bovind si doud nurci) care
prezentau leziuni de tip granulomatos, suspecte de infectii cu germeni din genul
Mycobacterium. Alaturi de acestea, au mai fost obtinute profilele a doud suse de M.
tuberculosis de origine umana.

5. Cele 10 probe de origine animala (extracte ADN din tesuturi) au fost testate cu ajutorul
tehnicii TagMan PCR 1n timp real, pentru identificarea elementelor de insertie IS6110,
IS1081,1S1561, a secventei specifice proteinei de soc termic -Hsp65 si a regiunii RD4,
specia M. caprae fiind identificatd deopotriva la rumegatoare (bovina) si la carnivore
(nurci).

6. Inurma testarii probelor prin TagqMan PCR in timp real au fost identificate raspunsuri
pozitive la tintele IS6710, ISI081 pentru toate probele evaluate. Pentru identificarea si
caracterizarea micobacteriilor tuberculoase din aceste probe a fost realizata
spoligotiparea, profilele obtinute in cod binar fiind introduse in bazele de date
Mbovis.org-The Mycobacterium bovis Spoligotype Database, pentru probele de origine
animala si SITVIT2-Pasteur Guadalupe, pentru cele de la oameni.
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7.

10.

164

Toate probele de la nurci cit si cele de la vaca au prezentat acelasi profil, corespunzator
BOV_4-CAPRAE (SIT -shared-type number 467).

Aceasta este prima raportare cu privire la identificarea speciei M. caprae la nurci
dintr-o crescatorie, bacteria fiind probabil transmisa prin intermediul hranei - resturi de
abator, carcase sau organe de la animale infectate.

Conform profilelor identificate pentru cele doua izolate de M. tuberculosis testate si
conform analizei bazei de date SITVIT2 si consultarii literaturii, acestea se incadreaza
in grupurile cele mai prevalente in tara noastra, H1 (I 17-064) si T1(I 17-034).
Intrucat numarul limitat de probe testate nu permite generalizarea concluziilor,
consideram ca este esentiald o evaluare ampla a diversitatii in cadrul speciilor M.
bovis si M. caprae raspandite pe teritoriul tarii noastre, atit la rumegatoarele domestice
cat si in populatiile de animale salbatice.



Teza de doctorat — 2019

CAPITOLUL 9.
CONCLUZII FINALE

Prezenta teza de doctorat abordeaza o temi de actualitate atdt pentru medicina

veterinara cat si pentru medicina omului, cea a micobacteriilor nontuberculoase (MNT).
Rolul acestora in patologie este adesea privit dintr-o perspectiva limitata doar la membrii
CMA: M. avium subsp. paratuberculosis, care poate determina pierderi economice

importante in efectivele de rumegatoare, M. avium subsp. avium - agentul etiologic al

tuberculozei aviare si M. avium subsp. hominissuis, care poate determina infectii la suine,
dar si la oameni. Insd, MNT nu se rezuma doar la aceste aspecte deoarece, prin capacitatea

lor de agenti oportunisti, pot determina infectii la numeroase specii de animale si la om si
pot interfera cu diagnosticul tuberculozei bovine.

In urma analizei de ansamblu a rezultatelor obtinute in prezenta teza de doctorat,

se pot formula urmatoarele concluzii generale:

1.

Considerand rolul pe care animalele silbatice il pot avea in mentinerea si rdspandirea
MNT, cercetarile de natura serologica intreprinse in regiunea de N-E a Romaniei au
urmarit evaluarea prezentei anticorpilor anti-CMA la mistreti si vulpi.

Rezultatele obtinute 1n acest studiu preliminar sugereaza faptul ca, in regiunea evaluata,
mistretii nu au o contributie importantd in diseminarea si mentinerea MNT 1n mediul
silvatic. Semnalul pozitiv obtinut la o singura vulpe din cele 92 testate nu este suficient
pentru a estima seroprevalenta CMA la aceasta specie.

Aceste rezultate sustin premisele unor cercetari ulterioare, prin marirea numarului de
probe testate de la mistreti si vulpi dar mai ales prin extinderea investigatiilor asupra
mai multor specii de animale.

Cercetdrile efectuate privind izolarea si identificarea MNT implicate in infectii la
rumegatoare si pasari au condus la un diagnostic de certitudine, in urma coroborarii
rezultatelor examenelor: histopatologice, bacteriologice, bacterioscopice si
moleculare.

MNT cel mai frecvent implicate in infectii la animalele domestice (rumegatoare si
pasari) au fost speciile incluse in CMA.

Investigatiile histopatologice, bacteriologice si moleculare realizate au putut evidentia
si confirma infectia cu M. avium subsp. avium la toate giinile testate.

In probele provenite de la cerb, evaluate prin tehnici moleculare si in absenta leziunilor
vizibile, a fost identificatd o micobacterie incadratda in CMA, membrii acestui complex
fiind cel mai frecvent implicati in micobacteriozele rumegéatoarelor sdlbatice.

In cazul celor doi ciini de vanitoare cu leziuni cutanate nodulare, investigatiile au
evidentiat implicarea micobacteriand, fara a putea insd stabili cu certitudine
diagnosticul de granulom leproid canin.

Aceastad categorie a carnivorelor domestice este supusd unui risc privind
micobacteriozele cutanate atipice, avand in vedere utilizarea lor in activitatile de
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vandtoare si potentialul de contact cu animale silbatice infectate. Nu este exclusa nici
posibilitatea unor inoculari accidentale a micobacteriilor din mediu.

In absenta unui rezultat pozitiv la examenul bacteriologic, testarea probelor prin
TaqMan PCR in timp real a constituit o metoda fiabila si rapida de identificare a
MNT din specimenele analizate.

. Genotiparea prin MIRU-VNTR a sase dintre probele de la animale, identificate ca

subspecii ale M. avium, a dovedit o putere de discriminare ridicata (ID=0,933),
valoare care este similara cu cele semnalate de alti autori

In urma utilizarii tehnicii TagMan PCR in timp real, a secventierii unor regiuni
conservate de interes (rpoB, Hsp65 si 16S ARNr) si a analizei bioinformatice a
secventelor obtinute, a fost posibild identificarea pana la nivel de specie a majoritatii
izolatelor evaluate(91,8%).

Rezultatele obtinute se aliniaza celor prezentate de alti autori, speciile cu crestere lenta
cel mai frecvent izolate apartinind CMA: M. avium (M. avium subsp. hominissuis, M.
avium subsp. avium) si M. intracellulare.

Din randul speciilor cu crestere rapida, M. peregrinum (14%) si M. chelonae (13%)
au detinut ponderea cea mai ridicata.

Relevanta clinica a micobacteriilor izolate din specimene clinice nesterile de la nivelul
tractului respirator trebuie evaluata cu atentie de catre medicii umani clinicieni, fiind
necesard excluderea contamindrii circumstantiale sau colonizdrii si corelarea cu
aspectele clinice si cu statusul imunitar al pacientilor.

Analiza diversitatii populationale a izolatelor umane identificate ca apartindind CMA,
utilizdnd tehnica MIRU-VNTR, a condus la identificarea a trei populatii, cu profile
diferite: 03331158, 02331128 si 24131127 si un profil partial 033311-8.

Genotiparea prin MIRU-VNTR a izolatelor de origine umana constituie un aspect de
originalitate al tezei, fiind realizata pentru prima data in tara noatra.

Identificarea unui profil alelic identic (24131127) atat in probele umane cét si in cele
de la pasari este o dovada clard a capacitatii patogene oportuniste si al riscului
zoonotic al MNT din CMA.

Complementar subiectului propus, in urma cercetarilor comparative privind valoarea de
diagnostic a diferitelor metode moleculare disponibile, s-a reusit, pentru prima data,
identificarea si tipizarea speciei M. caprae la nurci de crescitorie. Cercetarile efectuate
sunt o continuare si o completare a unor investigatii intreprinse anterior.

Aducéand un plus de originalitate prezentei lucrari, a fost utilizata (pentru prima data)
tehnica de spoligotipare cu ajutorul microbilelor magnetice (tehnologia Luminex)
pentru caracterizarea izolatelor de M. caprae, identificate in probele de la nurci si de la
o0 bovina dar si pentru doud izolate de M. tuberculosis de la om.

Prezenta lucrare aduce o contributie importanta la studiul diversitatii si a implicatiilor
patologice ale MNT la animale dar si la oameni in Romania, abordare aliniata cu
principiul ,,One Health” si constituie un punct de repornire pentru cercetari ulterioare
mult mai aprofundate.
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CHAPTER 9.
FINAL CONCLUSIONS

This doctoral thesis addresses a subject of interest for both veterinary medicine and
human medicine, that of nontuberculous mycobacteria (NTM). Their role in pathology is
often viewed from a limited perspective only to MAC members: M. avium subsp.
paratuberculosis, which can cause significant economic losses in ruminant flocks, M. avium
subsp. avium - the etiological agent of avian tuberculosis and M. avium subsp. hominissuis,
which can cause infections in swine, but also in humans. However, NTM is not limited to
the abovementioned aspects because, by their capacity as opportunistic patogens, they can
cause infections in many animal species and may interfere with the diagnosis of bovine
tuberculosis.

Following the overall analysis of the results obtained in this PhD thesis on the
isolation, identification and characterization of NTMs identified in animals but also in
human respiratory samples, the following general conclusions can be drawn:

1. Considering the role that wild animals can play in the maintenance and spread of
nontuberculous mycobacterial pathogens, the serological screening carried out in the N-E
region of Romania aimed at assessing the presence of anti-CMA antibodies in wild boars
and foxes.

2. The results obtained in this preliminary study suggest that, in the evaluated region,
wild boars did not make an important contribution to the dissemination and maintenance
of NTM in the silvatic environment. The positive signal obtained for a single fox of the 92
tested is not sufficient to estimate the CMA seroprevalence for this species, being necessary
to evaluate a much larger number of samples from different geographic areas.

3. These results support the premises of further research, by increasing the number
of tested samples from wild boar and foxes, and especially by extending investigations into
several animal species.

4. Research on the isolation and identification of NTMs involved in infections in
ruminants and hens has led to a certainty of diagnosis following corroboration of the results
obtained in the histopathological, bacteriological, bacterioscopic and molecular
examinations.

5. NTMs most frequently involved in infections in domestic animals (ruminants and
hens) were the species included in MAC.

6. The histopathological, bacteriological and molecular investigations performed were
able to reveal and confirm infection with M. avium subsp. avium for all tested hens.

7. In deer samples, evaluated by molecular techniques and in the absence of visible
lesions, a mycobacterium classified in MAC was identified, the members of this complex
being the most frequently involved in wild ruminants mycobacterioses.

8. In the case of the two hunting dogs with nodular cutaneous lesions, the
investigations were able to reveal mycobacterial involvement, but without establishing with
certainty the diagnosis of canine leproid granuloma.
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9. This category of domestic carnivores is subject to a risk of atypical cutaneous
mybacteriosis, given their use in hunting activities and the potential for contact with
infected wild animals. There is also the possibility of accidental inoculations of
mycobacteria from the environment.

10. In the absence of a positive bacteriological test, TagMan real-time PCR testing
was a reliable and rapid method of identifying NTM in the analyzed specimens.

11. MIRU-VNTR genotyping of six of the animal samples identified as M. avium
subspecies showed a high discriminatory power (DI = 0.933), a value that is similar to
that reported by other authors, despite the reduced number of samples included in this
assessment.

12. Using TaqMan real-time PCR, sequencing of conserved regions of interest (rpoB,
Hsp65 and 16S rRNA) and bioinformatic analysis of the sequences obtained, it was possible
to identify up to the species level most of the human NTM isolates.

13. The results obtained are in line with those presented by other authors in the
literature, the slow growing species most frequently isolated are those belonging to MAC:
M. avium (M. avium subsp. hominissuis, M. avium subsp. avium) and M. intracellulare.

14. Among the rapidly growing species, M. peregrinum (14%) and M. chelonae (13%)
held the highest share.

15. The clinical relevance of the isolated mycobacteria in non-sterile clinical
specimens from the respiratory tract should be carefully evaluated by clinicians, with the
need to exclude circumstantial contamination or colonization and correlation with clinical
aspects and patient status.

16. Analysis of the population diversity of human isolates identified as belonging to
MAC using the MIRU-VNTR genotyping led to the identification of three populations with
different profiles: 03331158, 02331128 and 24131127 and a partial profile 033311-8.

17. Genotyping by MIRU-VNTR of the isolates of human origin is an aspect of
originality of the thesis, being carried out for the first time in our country.

18. Identifying an identical allele profile (24131127) in both human and bird samples
is a clear evidence of the opportunistic pathogenic potential and zoonotic risk of NTM in
MAC.

19. Complementary to the proposed subject, following comparative research on
diagnostic value of the various molecular methods available, for the first time, the
identification and typing of M. caprae species in farm minks was performed. The research
on this mater is a continuation and completion of previous investigations in the outbreak.
20. In addition to the originality of the present work, the microbead-based
spoligotyping technique (Luminex technology) was used (for the first time) to characterize
the M. caprae strains identified in minks and bovine samples, but also for two isolates of
M. tuberculosis from humans.

21. This work makes an important contribution to the study of the diversity and
pathological implications of NTM in animals and humans in Romania, an approach aligned
with the “’One Health’’ principle and is a starting point for further in-depth research.
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Anexa 1./ Annex 1.

Differential properties of selected NTM species (source: Magee and Ward, 2012)

Proprietiti diferentiale ale unor specii de MNT (sursa: Magee si Ward, 2012)

Specie Crestere Pigmentare Crestere pe medii Nitrat- Cre@tere‘stimulaté Catalaza | Hidroliza
22°C 25°C 42°C 45°C cu 5%NaCl reductaza de piruvat (68°C) | Tween80

M. kansasii + + v - P - + nd + +
M. avium subsp. avium v v + v N d - d d -
M. avium subsp. paratuberculosis - + nd N - - + d v
M. avium subsp. silvaticum - - + nd N - - - + -
M. intracellulare + + v v N - - nd + -
M. chimaera - + - - N - - nd +

M. colombiense + + - - N - v nd + -
M. ulcerans nd w - - -/S - - nd + -
M. marinum nd + - P nd - nd - +
M. gordonae + + - - S - - nd +
M. parascrofulaceum nd + - - S - - nd nd +
M. simiae + + d - P - nd + -
M. genavense nd W + nd N nd - nd + -
M. lentiflavum + + - - S nd - nd + -
M. terrae + + - N - d nd + +
M. hiberniae + + - - S nd + nd nd d
M. lepraemurium nd nd - - N - - nd - -
M. scrofulaceum + + + - S - - nd + -
M. smegmatis + + N + + nd nd
M. phlei + + S + + nd nd
M. peregrinum - - N + + + v
M. mageritense + d N + d - -
M. parafortuitum \ v P d nd nd
M. fortuitum \Y - N + nd nd
M. septicum - - N + nd
M. alvei nd - - + + +
M. porcinum + - N - nd -
M. mucogenicum - - N d - +
M. chelonae - - N - nd -
M. bolletii - - N - nd nd

+ peste 90% dintre tulpini sunt pozitive; — peste 90% dintre tulpini sunt negative; d= 11-89% dintre tulpini sunt pozitive; v= variabilitate in raspuns; w=reactie slaba; N=

noncromogenic; S= scotocromogene; P=fotocromogene; nd=nu sunt date
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Anexa 2./ Annex 2.

REZULTATELE SPECIFICITATII INCLUZIVE (SURSA: ANSES FR.)

RESULTS OF INCLUSIVE SPECIFICITY (SOURCE: ANSES FR.)

Specie Hsp65 | 1S71245 IS6110 1S1081 IS1561 RD4
M. caprae 22 Neg 17 19 21 20

M. avium 22 21 neg Neg Neg Neg
M. avium subsp. paratuberculosis 20 41 38 Neg Neg Neg
M. avium subsp. hominissuis 20 13 Neg Neg Neg Neg
M. chelonae 24 33 Neg Neg Neg Neg
M. flavescens 20 39 Neg Neg Neg 39

M. fortuitum 23 32 Neg Neg 26 Neg
M. gordonae 21 33 35 Neg 37 Neg
M. intermedium 23 Neg Neg Neg Neg Neg
M. intracellulare 17 Neg Neg Neg Neg Neg
M. kansasi 18 35 48 Neg Neg Neg
M. marinium 19 34 Neg Neg Neg 39

M. paraffinicum 23 Neg Neg Neg Neg Neg
M. smegmatis 26 Neg Neg Neg Neg Neg
M. phlei 23 38 Neg Neg Neg Neg
M. terrae complex 20 39 37 39 Neg Neg
M. triviale 21 39 Neg 48 Neg Neg
M. xenopi 20 37 Neg 32 Neg Neg
M. nonchromogenicum 22 Neg 39 Neg Neg Neg
M. bovis 37 Neg 12 16 17 Neg
M. microti 19 Neg 15 18 Neg 19

M. pinnipedi 21 39 15 17 Neg 18

M. africanum 21 Neg 16 17 19 17

BCG NT NT NT NT NT NT

*Neg= Negativ, NT= netestat

186




Teza de doctorat — 2019

Anexa 3./ Annex 3.

LISTA TABELELOR
LIST OF TABLES

Tabelul 1.1 Clasificarea MNT conform Runyon/ Table 1.1 Runyon classification of the MNT 42
Tabelul 1.2 Clasificarea MNT cu crestere rapida in functie de productia de pigment si patogenitate/

Table 1.2 MNT rapid growers classification according to pigment production and pathogenicity 43
Tabelul 2.1 Micobacterioze la pasari: semne clinice si tulpini isolate/ Table 2.1 Mycobacteriosis in

birds: clinical signs and isolated species 53
Tabelul 2.2 Cele mai frecvente 10 specii de MNT izolate de la pacienti umani/ Table 2.2 The ten most
frequent NTM species, isolated from human pacients 58
Tabelul 4.1 Date privind distributia si originea probelor din Judetul Iasi/ Table 4.1 Data regarding the
distribution and origin of the samples from Iasi County 70
Tabelul 5.1 Date privind probele evaluate de la gaini/ Table 5.1 Data regarding the evaluated chicken
samples 76
Tabelul 5.2 Date privind probele evaluate de la rumegatoare si caine/ Table 5.2 Data regarding the
ruminant and dog samples evaluated 77
Tabelul 5.3 Etapele coloratiei Ziehl- Neelsen modificatd — ZNM/ Table 5.3 Modified Ziehl Neelsen
staining steps — MZN 79
Tabelul 5.4 Etapele coloratiei Hematoxilind-Eozina-HE (sursa: Alexandru, 1995)/ Table 5.4
Hematoxylin -Eosin procedure-HE (source: Alexandru, 1995) 79
Tabelul 5.5 Etapele coloratiei Ziehl-Neelsen din examenul bacterioscopic direct/ Table 5.5 Ziehl-
Neelsen staining steps in direct bacterioscopy 80
Tabelul 5.6 Componenta amestecului de reactie pentru TagMan PCR 1in timp real/ Table 5.6 TagMan

real time PCR Master mix 87
Tabelul 5.7 Programul de amplificare utilizat/ Table 5.7 PCR amplification protocol 88
Tabelul 5.8 Secventele primerilor si sondelor utilizate/ Table 5.8 Primers and probes 88
Tabelul 5.9 Diferentierea CMA 1in baza tintelor utilizate/ Table 5.9 MAC differentiation based on

used targets 89
Tabelul 5.10 Rezultatele examenului bacteriologic pentru probele prelevate de la pasari/ Table 5.10
Results of the bacteriological examination for chicken samples 93
Tabelul 5.11 Rezultatele obtinute la TagMan PCR in timp real, pentru probele de la gaini/ Table 5.11

CT values obtained for chicken samples 95
Tabelul 5.12 Rezultatele examenului bacteriologic pentru probele recoltate de la rumegatoare/ Table

5.12 Culture results for ruminant samples tested 99
Tabelul 5.13 Rezultatele obtinute prin TagMan PCR in timp real, pentru probele de la bovine, ovine

si cerb/ Table 5.13 CT values obtained for bovine, ovine and deer samples 100
Tabelul 6.1 Date privind provenienta izolatelor MNT de la oameni/ Table 6.1Data regarding human

NTM isolates 107
Tabelul 6.2 Programul de amplificare utilizat/ Table 6.2 PCR amplification program 114
Tabelul 6.3 Componenta amestecului reactional utilizat in PCR clasic/ Table 6.3 PCR classic reaction

mix 114
Tabelul 6.4 Secventele primerilor utilizati pentru amplificarea secventelor Hsp65, rpoB si 16S ARNr/

Table 6.4 Primers sequence for Hsp63, rpoB si 16S rRNA genes amplificationr 115
Tabelul 6.5 Rezultatele obtinute la TagMan PCR in timp real /Table 6.5 TagMan real time PCR results 118
Tabelul 6.6 Sistematizarea rezultatelor obtinute la secventiere/ Table 6.6 Sequencing results 120
Tabelul 6.7 Varietatea speciilor de MNT identificate/ Table 6.7 Variety of the identified NTM 124
Tabelul 7.1 Tulpinile de MNT, izolate de la pacienti umani, selectate pentru MIRU — VNTR/ Table

7.1 Human NTM isolates selected for MIRU — VNTR 133
Tabelul 7.2 Reactivi utilizati pentru amplificarea MIRU 292, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 si 32/ Table 7.2
Reactives used for the amplification of loci MIRU 292, VNTR 25, 47, 3, 7, 10 and 32 134

187



Anton loana Alexandra

Tabelul 7.3 Programul de amplificare utilizat/ Table 7.3 Amplification programme

Tabelul 7.4 Talia secventelor repetitive in tandem (TR) si a regiunilor flancante specifice fiecarui
locus/ Table 7.4 Size of the TRs and the flanking regions, specific for each locus

Tabelul 7.5 Tabelul de conversie a marimii ampliconului obtinut (pb) in numar de repetitii in tandem
(TR), conform metodei MIRU-VNTR dezvoltatd pentru tulpina de referinta M. avium subsp.
paratuberculosis K10/ Table 7.5 Conversion table of obtained amplicon size (pb) in number of tandem
repeats (TR) according to the MIRU—VNTR method developed for M. avium subsp.
paratuberculosisK10 reference strain

Tabelul 7.6 Secventele nucleotidice ale amorselor utilizate pentru amplificarea fiecarui locus/ Table
7.6 Nucleotide sequences of the primers used to amplify each locus

Tabelul 7.7 Puterea de discriminare (DI) a fiecdrui locus, pentru probele umane/ Table 7.7
Discriminatory power of each locus, for human samples

Tabelul 7.8 Tulpinile de MNT, izolate de la animale, selectate pentru MIRU-VNTR/ Table 7.8 Animal
NTM isolates selected for MIRU-VNTR

Tabelul 7.9 Puterea de discriminare (DI) a fiecarui locus, pentru probele de origine animald/ Table
7.9 Discriminatory power of each locus, for animal samples

Tabelul 8.1 Tipul probelor testate/ Table 8.1 Type of the tested samples

Tabelul 8.2 Secventele primerilor si sondelor utilizate pentru detectia tulpinilor de micobacterii
apartinand CMTB/ Table 8.2 Primers and probes used for MTBC members detection

Tabelul 8.3 Discriminarea membrilor CMTB prin identificarea elementelor de interes/ Table 8.3
MTBC members differentiation by real time PCR

Tabelul 8.4 Reactivi - PCR clasic/ Table 8.4 Master mix for Classical PCR

Tabelul 8.5 Rezultatele obtinute la analiza elementelor de interes prin TagMan PCR 1in timp real
pentru probele de origine animala/ Table 8.5 TagMan PCR results for animal samples

Tabelul 8.6 Rezultatele obtinute la analiza elementelor de interes prin TagMan PCR in timp real,
pentru cele doud probe umane testate/ Table 8.6 TagMan PCR results for the two human samples
Tabelul 8.7 Profilele obtinute pentru probele testate/ Table 8.7 Obtained spoligotypes

188

135

135

136

137

138

143

145
152

153

154
154

156

157
158



Teza de doctorat — 2019

Anexa 4./ Annex 4.
LISTA FIGURILOR
LIST OF FIGURES

Figura 1.1 Variabilitatea morfologica a lui M. tuberculosis: A-forma Y (TEM), B-f orma rotunda,
C-forma de bastonas (fazd exponentiala, AFM), D-formd de bacil (TEM)/ Figure 1.1 The
morphological variability of M. tuberculosis: A-Y shape (TEM), B-round shape, C—rod shape
(exponential phase, AFM), D- rod shape (TEM) 30
Figura 1.2 Diversitatea morfologica a coloniilor de micobacterii A-M. avium, colonii bej-opace si
translucide, mici (Middlebrook 7H10), B-M. fortuitum, colonii nepigmentate, netede (Middlebrook
7H10), C-M. kansasii, colonii fotocromogene (Middlebrook 7H10, dupa expunerea la lumind), D-
M. scrofulaceum, colonii scotocromogene (Middlebrook 7H10), E - M. bovis (Léwenstein Jensen),
F - M. caprae (Coletsos)/ Figure 1.2 Morphological diversity of mycobacterial colonies: 4 - M.
avium, beige opaque and small, translucent colonies, (Middlebrook 7H10); B - M. fortuitum,
unpigmented, smooth colonies (Middlebrook 7H10); C - M. kansasii, photochromogenic after
exposure to light (Middlebrook 7H10); D-M. scrofilaceum, scotochromogenic (Middlebrook

TH10); E-M. bovis (Lowenstein Jensen), F-M. caprae (Coletsos) 32
Figura 1.3 Reprezentare schematica a peretelui celular micobacterian/ Figure 1.3 A schematic
representation proposed for the mycobacterial cell wall 34
Figura 1.4 Arbore filogenetic care include membrii CMA, bazat pe analiza secventei 16S ARNr/
Figure 1.4 Phylogenetic tree including MAC members, based on the analysis of 16S rRNA gene 44

Figura 1.5 Distributia diverselor specii de MNT in Europa/ Figure 1.5 NTM distribution in Europe 48
Figura 4.1 Distributia geografica a fondurilor de vanatoare din judetul Iasi, din care au provenit
probele analizate (numarul marcatorului corespunde cu numarul fondului de vanatoare din tabelul
4.1)/ Figure 4.1 Geographical distribution of the Iasi County hunting funds, from which originated
the analyzed samples (the number on the marker corresponds to the hunting regions described in

table 4.1) 69
Figura 4.2 Originea geografica a probelor de la vulpi/ Figure 4.2 Geographic origin of the fox
samples 71

Figura 4.3 Placa de testare ELISA: A - dupa addugarea substratului, B - dupa adaugarea solutiei
STOP/ Figure 4.3 ELISA testing plate: A - after adding the conjugate, B — after adding the STOP

solution 72
Figura 5.1 Diseminarea nodulilor tuberculosi in ficat, gaind/ Figure 5.1 Dissemination of
granuloma, chicken liver 90
Figura 5.2 Leziune de tip tuberculos la nivelul duodenului, géind/ Figure 5.2 Nodule in duodenum,
chicken 90
Figura 5.3 Ficat de gdind cu leziuni de tip granulomatous/ Figure 5.3 Chicken liver with
granulomatous lesions 90
Figura 5.4 Splind de gdind cu leziuni de tip granulomatous/ Figure 5.4 Chicken spleen with
granulomatous lesions 90

Figura 5.5 Granulom matur (tip 3) cu zona de necroza centrala oxifila, macrofage, celule epitelioide,
limfocite si celule gigant prezente in apropierea zonei centrale, Ficat gdina, coloratic ZNM 100x/
Figure 5.5 Mature granuloma, central oxiphilic necrotic area, macrophages, epithelioid cells,

lymphocytes and giant cells near the central area, hen liver, MZN staining, 100x 91
Figura 5.6 BAAR liberi, prezenti in zona centrala (detaliu), Ficat gdina, coloratie ZNM 1000x/
Figure 5.6 AFB free in the central area (detail), hen liver, MZN staining, 1000x 91

Figura 5.7 Granulom tanar, BAAR prezenti in macrofage, zona centrald difuza, Ficat giina,
coloratie ZNM, 400x/ Figure 5.7 Young granuloma, AFB prezent in eithelioid macrophages, central
diffuse area, hen liver, MZN staining, 400x 91
Figura 5.8 Detaliu — periferie, zond de necroza, BAAR grupati, celule gigant (marcat), macrofage
epitelioide, Ficat gdind, coloratiec ZNM, 1000x/ Figure 5.8 Detail - the periphery of the central
necrosis area, grouped AFB, giant cell (marked), epithelioid macophages, hen liver, MZN staining
1000x 91
Figura 5.9 Granulom tanar, in formare, BAAR prezenti (detaliu), celule epitelioide aplatizate, ficat
gdind, coloratie ZNM/ Figure 5.9 Young granuloma, AFB present (detail), flattened eithelioid
macrophages, hen liver, MZN staining 92

189



Anton loana Alexandra

Figura 5.10 Granuloame multiple aflate in diferite stadii evolutive, Ficat gdina, coloratie ZNM,
100x/ Figure 5.10 Multiple granulomas in different evolution stages, hen liver, MZN staining, 100x
Figura 5.11 BAAR, Frotiu din ovar, gaina, coloratie ZN, 1000x / Figure 5.11 AFB, chicken ovary,
ZN staining, 1000x

Figura 5.12 BAAR, Frotiu din splina, gdina, coloratie ZN, 1000x / Figure 5.12 AFB, chicken spleen,
ZN staining, 1000x

Figura 5.13 Aspectul cultural al coloniilor de MAA, A: pe mediul solid Lowenstein-Jensen (2
saptamani), B, C: pe mediul lichid Middlebrook 7H9 (2 saptamani)/ Figure 5.13 Cultural aspect of
MAA, A: on solid Lowenstein-Jensen media (2 weeks), B,C: on liquid Middlebrook 7H9 media (2
weeks)

Figura 5.14 Leziuni granulomatoase in pulmon: granuloame multiple, Vaca / Figure 5.14 Multiple
granulomatous lesions in cow lung

Figura 5.15 Leziuni granulomatoase in pulmon: granuloamele confluente cu necroza cazoasa si
mineralizare, vaca (sectiune)/ Figure 5.15 Granulomatous lesions in cow lung: confluent
granulomatous lesions, mineralization and caseous necrosis and (section)

Figura 5.16 Sectiune pulmon vacd, granulom tuberculos - organizare, zona centrald de necroza si
mineralizare, coloratie ZN, 100x (detaliu ZN, 400x)/ Figure 5.16 Granulomatous lesion -
organization, central area of necrosis and mineralization, bovine lung, ZN staining, 100x (detail ZN,
400x)

Figura 5.17 Leziuni multiple de tip granulomatos: necroza si mineralizare, pulmon vaca, coloratie
ZN, x100/ Figure 5.17 Granulomatous lesion: central necrozis and mineralization, cow lung, ZN
staining , 100x

Figura 5.18 BAAR, Frotiu pulmon vaca, coloratie ZN, 100x / Figure 5.18 Acid fast bacilli, ZN
staining, cow lung, 100x

Figura 5.19 Granulom matur cu zona centrald de necroza, calcificare, aflux periferic de macrofage,
limfocite; Limfonod mezenteric, oaie, coloratiec HE, 100x/ Figure 5.19 Mature granuloma with
central necrosis, calcification, peripheral influx of macrophages, lymphocytes; Mesenteric lymph
node, sheep, HE staining, 100x

Figura 5.20 Granulom, zona centrala cu detritus celular cazeos, imprejmuitd de celule epitelioide,
celule gigant si limfocite; Limfonod mezenteric, oaie, coloratie HE, 100x/ Figure 5.20 Granuloma
with central debris area and epithelioid cells, lymphocytes in the surrounding region; Mesenteric
lymph node, sheep, HE staining, 100x

Figura 5.21 Pregranulom, influx de macrofage, limfocite, plasmocite si celule epitelioide; Limfonod
mezenteric, oaie, coloratie HE, 400x/ Figure 5.21 Pregranuloma, macrophages, lymphocytes,
plasmocytes, and epithelioid cells, Mesenteric lymph node, sheep, HE staining, 400x

Figura 5.22 Infiltrat inflamator cu macrofage si limfocite la nivelul ileonului, Oaie, coloratiec HE,
400x/ Figure 5.22 Inflamatory infiltrate in ileum, with macrophages and lymphocytes, sheep, HE
staining, 400x

Figura 5.23 BAAR la nivel intracelular, Limfonod mezenteric, oaie, coloratie ZNM, 1000x/ Figure
5.23 Intracellular AFB, Mesenteric lymph node, sheep, MZN staining, 1000x

Figura 5.24 Nodul subcutanat cdine, regiunea cervicala/ Figure 5.24 Nodule in the skin and subcutis,
dog, cervical region

Figura 5.25 Nodul subcutanat caine, regiunea abdominala ventrald/ Figure 5.25 Nodule in the skin
and subcutis, dog, ventral abdominal region

Figura 5.26 Leziune cutanata ulcerativa, cdine, regiunea cefalicd/ Figure 5.26 Ulcerated skin lesion,
dog, cefalic region

Figura 5.27 Regiuni depilate localizate la nivelul membrelor, la cdine/ Figure 5.27 Skin lesions with
depilation on the limbs

Figura 5.28 BAAR, continut nodul subcutanat, Caine 1, coloratie ZN, 1000x / Figure 5.28 Acid fast
bacilli in needle aspirate from nodule, Dog 1, ZN staining, 1000x

Figura 5.29 BAAR, continut nodul subcutanat, Caine 1, coloratie ZN, 1000 x / Figure 5.29 Acid
fast bacilli in needle aspirate from nodule, Dog 2, ZN staining, 1000 x

Figura 5.30 BAAR, neutrofile prezente, continut nodul subcutanat, Céine 1, coloratie ZN, 1000x /
Figure 5.30 Acid fast bacilli, neutrophils in needle aspirate from nodule,Dog 1, ZN staining, 1000x
Figura 6.1 A-Sistemul automat BACTEC MGIT960; B- tuburile cu mediu/ Figure 6.1 A - BACTEC
MGIT960 system, B-Growth indicator tubes

Figura 6.2 A -Sistemul automat VersaTRECK; B-tuburile de mediu/ Figure 6.2 A - VersaTRECK
system; B - medium tube

190

92

92

92

94

96

96

96

96

96

97

97

98

98

98

101

101

102

102

102

102

102

112

112



Teza de doctorat — 2019

Figura 6.3 Aspectele morfologice ale coloniilor de MNT obtinute la repicaje pe mediul Lowenstein
Jensen: A - M. avium subsp. hominissuis, B - M. peregrinum, C - M. mucogenicum, D. M. fortuitum,
E - M. chelonae, F. M. gordonae, G - M.setense, H - M. mageritense/ Figure 6.3 NTM colony
morphology on Lowenstein Jensen: A - M. avium subsp. hominissuis, B - M. peregrinum, C - M.
mucogenicum, D. M. fortuitum, E - M. chelonae, F. M. gordonae, G - M.setense, H - M. mageritense 116
Figura 6.4 Arbore filogenetic realizat prin metoda Maximum Likelihood (probabilitate maxima)
structurat prin alinierea secventelor generate pentru gena rpoB cu secvente omoloage si tulpini de
referintd din GenBank. Tulpinile din acest studiu sunt marcate de codul de identificare HI17-xxx/
Figure 6.4 Maximum Likelihood phylogenetic tree based on the alignment of our generated
sequences for rpoB gene with the best hits and reference strains in GenBank;The strains from this

study are marked by the code HI17-xxx 123
Figura 6.5 Diversitatea MNT de origine umana identificate/ Figure 6.5 Diversity of the identified
NTM of human origin 124

Figura 7.1 Structura unui amplicon MIRU-VNTR. Talia ampliconului (in perechi de baze) obtinut
reprezintd suma taliilor regiunilor flancante si a raportului dintre talia unei secvente repetitive si N -
numarul de repetitii/ Figure 7.1 MIRU-VNTR amplicon. The size of the obtained amplicon (in base
paires) is the sum of the lengths of the the flanking regions and the product between the length of a
repetitive sequence and N - the number of repeats 132
Figura 7.2 Arbore filogenetic realizat utilizand profilele MIRU-VNTR obtinute pentru probele
testate si folosind instrumente disponibile in aplicatia web MIRU-VNTRplus/ Fig. 7.2 Minimum
Spanning Tree based on MIRU-VNTR profiles of the tested samples, using the instruments available
on MIRU-VNTRplus web application 140
Figura 7.3 Dendrograma realizata prin metoda neighbor joining (NJ), utilizand profilele MIRU-
VNTR obtinute pentru probele testate si datele anterior publicate pentru patru tulpini de referinta,
folosind instrumente disponibile in baza de date MIRU-VNTRplus/ Fig. 7.3 Neighbor joining (NJ)
dendrogram based on the obtained MIRU-VNTR profiles, for the tested samples, and the the
previously published profiles of four reference strains, using the tools available in the MIRU-
VNTRplus database 142
Figura 7.4 Profilul electroforetic al produsilor obtinuti in urma amplificarii pentru locii 292, X3, 25,
47, 3/ Figure 7.4 Electrophoretic profile of the products obtained by amplification for loci 292, X3,

25,47,3 144
Figura 7.5 Profilul electroforetic al produsilor obtinuti in urma amplificarii pentru locii 7, 10, 32 /
Figure 7.5 Electrophoretic profile of the products obtained by amplification for loci 7, 10, 32 144

Figura 7.6 Arbore filogenetic realizat utilizand profilele MIRU-VNTR obtinute pentru probele
testate si folosind instrumente disponibile in aplicatia web MIRU-VNTRplus/ Fig. 7.6 Minimum
Spanning Tree based on MIRU-VNTR profiles of the tested samples, using the instruments available
on MIRU-VNTRplus web application 146
Figura 7.7 Dendrograma realizatd prin metoda neighbor joining (NJ), folosind profilele MIRU-
VNTR obtinute pentru extractele testate si patru tulpini de referintd, utilizdnd instrumente
disponibile in baza de date MIRU-VNTRplus/ Fig. 7.7 Neighbor joining (NJ) dendrogram based on
the obtained MIRU-VNTR profiles for the tested samples and four reference strains, using the tools
available in the MIRU-VNTRplus database 147
Figura 8.1 Amplificarea (A), hibridizarea si revelarea (B) in tehnica de spoligotipare cu micro-bile
magnetice - reprezentare schematica (A)/ Figure 8.1 Amplification (A), hybridization and revelation

(B) in microbead-based spoligotyping technique - Schematic representation (A ) 151
Figura 8.2 Sistemul Bio-Plex 200 BIO RAD, tehnologia Luminex/ Figure 8.2 Bio-Plex 200 System
BIO RAD, Luminex technology 155

Figura 8.3 Reprezentarea grafica, in modul logaritmic, a curbelor de amplificare obtinute pentru
analiza tintei lepA/ Figure 8.3 Graphic representation, in logarithmic mode, of the amplification

curves obtained for the /epA target amplification 157
Figura 8.4 Distributia spoligotipului identificat (200003777377600) la nivel European/ Figure 8.4
Global distribution of the 200003777377600 profile 161
Figura 8.5 Distributia spoligotipului identificat (777777764020771) la nivel global/ Figure 8.5
Global distribution of the 777777764020771 profile 162
Figura 8.6 Distributia spoligotipului identificat (737777777760771) la nivel global/ Figure 8.6
Global distribution of the 737777777760771 profile 162

191



Anton loana Alexandra

Anexa 5./ Annex 5.

ABREVIERI
ABBREVIATIONS

ADN = acid dezoxiribonucleic

AG= arabinogalactan

AM = acid micolic

ATS= American Thoracic Society

BAAR /AFB = Bacili acido-alcoolo-rezistenti
(acid-fast bacilli)

BCG = Bacilul Calmette-Guérin

BLAST = Basic Local Alignment Serch Tool
CMA = Complexul Mycobacterium avium

CMH = complexului major de histocompatibilitate
CMTB = Complexul Mycobacterium tuberculosis
CRISPR = Repetitii palindromice scurte grupate,
regulat  intercalate (Clustered ~ Regulary
Intersperced Short Palindromic Repeats)

CWD = Cell wall deficient

DI = Indicele de discriminare

DNTP = deoxyribonucleotide triphosphate

DR = repetitii directe

ETR = repetitii in tandem exacte

FNT = factorul de necroza tumorala

HEYM = Herrold Egg Yolk and mycobactine
HIV= Virusul Imunodeficientei Umane (Human
immunodeficiency virus)

INMV = INRA Nouzilly MIRU-VNTR

LAM = lipoarabinomanan

LJ = mediul de culturd Léwenstein-Jensen

LM =lipomanani

MAA = Mycobacterium avium subsp. avium
MAH = Mycobacterium avium subsp. hominissuis
MAP = Mpycobacterium  avium  subsp.
paratuberculosis

MAS = Mycobacterium avium subsp. silvaticum
MDR = tulpini multidrog rezistente

MGIT= Mycobacteria Growth Indicator Tube

MIRU-VNTR = Mycobacterial Interspersed
Repetitive-Unit—Variable-Number Tandem-
Repeat

MNT= Micobacterii nontuberculoase

MOTT= Mycobacterium other than tuberculosis
MPTR= repetitii in tandem polimorfice majore
NCBI = National Center for Biotechnology
Information

NK = Natural killer

OMS/WHO = Organizatia Mondiala a Sanatatii
pb = perechi de baze

PCR = Reactia de polimerizare in lant (Polymerase
Chain Reaction)
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PG= peptidoglican

PIM = fosfatidilinozitol — manozide

PMN= granulocite polimorfonucleare

RD =regiunea de diferentiere

RFLP = polimurfismul lungimiir fragmentelor de
restrictie

SAPE = streptavidin-ficoeritrin

SIT= shared-type number

SNP = polimorfismul unei singure nucleotide
TB = Tuberculoza

WGS = Whole genome sequencing

XDR = tulpini cu chimiorezistentd extinsa
ZN= Ziehl-Neelsen
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