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RESUMO

A produgio de micobactinas foi feita utilizando o método em duas
etapas do dcido ctilenadiamino-di-o-hidroxifenilacético (EDDHA).
Novas propostas de sistemas de solventes foram utilizadas para
analisar 17 espécies micobacterianas em cromatografia por camada
fina. I'odas as espécics do complexa MAIS (incluindo um exemplo de
cada serotipo do complexo M. avium) formaram micobactinas
idénticas. De acordo com resultados prévioy, cada uma das espécies
dos grupos M. kansasii, M. marinum, ¢ M. teerae, M. gaxeri, M., triviale
formaram micobactinas distintas. M. szilgai ¢ M. fluvescens formaram
um mesma padrio de micobactinas, diferente dagueles encontrados
noutras espécies micohacterianas incluindo M. gordonae e M.
asiaticum. Em contradigio com abservacdes precedentes sobre o
complexo M. tuberculosis, as nossas investigagdes mostraram diferen-
¢as nos padries de micobactinas entre M, bovis BCG ¢ M. tuberculosis.
O método proposto para a producio de micobactinas ¢ compativel
com um esquema de identificagio micobacteriana.
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SUMMARY

The ethylenediamine-di-o-hydroxyphenyl-acetic acid (EDDHA)
two-step method was used for mycobactin production. New solvant
systems were proposed for their analysis by I'LC and were used to
examine 17 mycobacterial species. All the species tested within the
MAIS complex (including one example from each serotype of the M.
avium complex) formed identical mycobacting, Rexults concerning M.
kansasii and M. marinam, as well as M. terrae, M. gastri and M. oriviale
were in agreement with the previous findingy, Le. each species formed
a distinct mycobactin. M. szuigai and M. flavescens formed identical
mycobactin patterns, differing from those of other mycobacterial
species tested including M. gordonae and M. asiaticum. Contrary to

observations concerning the M. mberculosis complex, our
investigations showed differences between the A, bovis BCG and M.
tuberculosis mycobactin profiles. The method proposed for mycobac-
tin production and detection is directly applicable in classical

identification schemes for mycobacteria.
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INTRODUCAO

A utilizagiio das micobactinas na identifica¢do de
espécies micobacterianas foi proposta por virios
autores (1-7). Mostramos que as espécies do complexo
Mycobacterium fortuitton podiam ser claramenic
identificadas pelas suas micobactinas (¥) e que as
espécies relacionadas M. aviem. M. intracellulare, ¢
M. scrofulucenm, M. paratuberculosis (MAIS) assim
que M, simiae todas produzem a mesma micobactina,
distinta das micobactinas doutras espécies analisadas
incluindo M. terrae, M, gastri, M. triviale, M. kansasii
e M. marinum cada uma das quais produzio a sua
micobactina caracteristica (9). Estes estudos indicaram
gue as micobactinas micobacterianas podiam ser teis
para o diagnéstico diferencial. Por esta razio, achamos
desejivel estender o exame das micobactinas a outras
espécies micobacterianas. Isto foi possivel usando um
melhor método para a produgido e a extracgdo das
micobactinas (9) ¢, como descrito neste trabalho,
usando vérios sistemas de solventes para a ¢romato-
grafia cm camada fina,
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MATERIAL E METODOS
Estirpes bacterianas

As cstirpes usadas neste estudo (por grande parte
estirpes de referéncia) apresentam-se na Tabela 1.

Agentes Quimicos

A micobactina-I (Rhone-M¢ricux, Lyon, Franga)
for utilizada como referéncia pura M. paramberculo-
sis.

Crescimento e produgio de micobactinas no mcio
EDDHANB-TH9-glicerol

O crescimento bacteriano ¢ a produgdo de mico-
bactinas usando o método em duas etapas do EDDHA
foi efectuado como previamente descrito (9). Resu-
mindo, as micobactérias foram cultivadas em 10ml de
meio liquido (NB-7H9-glicerol) contendo Sg dehydra-
ted Bacto Nutrient Broth (Difco, Detroit, Michigan,
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TABELA |
Carocterizugio por cromutografia cm camada fina das micobactinas férricas

Espécies Ongem” Eluentes’ (resultados em Rf)
A B C D
M. axtaticwm 14108001 ATTC 2527 051,047, 051,038 047040 NE
038, 0.5 0.25.0.22 0.29:0.26

M avrum® 038 022 0.24 021
M avium’ 0139 0.66 0.59 NE
M. bavis HCG 140040001 | Inst, Pasteur 0.46:041 043,037, 0.44; 0.4, NE

Paris N28:022 0.34;0.29
M. flavescens 140230001 | ATTC 14474 | 044 044 044 NE
M., gavtri 14034001 ATTC 15754 0.24 049 0.31 NE
M. gordonae 140210001 | ATTC 14470 | 0.40; 0.38 0.25021:016 | 031,026,022 | NE
M. intvacellulare 140310001 ATTC 13950 058 0.65 0.57 NE
M. kansasii 140110001 | ATTC 12478 049 0.5 0.46 0.37
M. marinum 140120001 | ATIC 927 040 0.62 (.46 0.25
M. puratuberculosis” 059 0.65 0.59 NE
M. scrofulaceum 140220001 | ATTC 19981 0.59 0.66 0.59 NE
M. siemiae 141020001 | ATTC 25275 0.39 0.65 0.57 NE
M s=udgai 140240001 | NCTC 10831 0.46.0.34 0.44 0.43 NE
M. tervae 140320001 | ATTC 15755 053 0.59 0.53 NE
M. trivial 140330002 | T-254.3 0.40 0.62 043 NE
M. juberculosis 140010001 | ATTC27294 | 0.50: 046,040 | 043,037, 044,040,034, | NE

(H37Rv) 0.28,0.22 0.29;0.25

“CIPT, Collection de Flnstitel Pastewr Tubereulose (France); ATOC, Amenican [ype Culture Collection (1nited States), NCTC, National Culture Type
Colloetion (United Kingdom), e T, Tuberculosis Laboratary, Center for Diseuse Control {United States),

" Pam o complexo M. avium nma esticpe de eada serotipo foi examinada,

£ M. aurtom esurpe A' utilisada no nosso estudo unterior (9),

* Macubuctna J (Rhéae-Mérieux, Lyon, Frunga) for utilisada como referencia pam M. paranderculosts,

* Elucntes: A) peopana-2-0l, B) acstonitnlo‘cloroformio (9:11, vv), C) acetona/ietrasdrofurano/ciclohexano (4:3.3, viviv), ¢ D) ctanolieter de
petrdlcovacctato de etilo (1:4:6, viviv). Nem todas as estirpes foram analisadas com o cluenie D: NE = nio efectuado.
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U.S.A.), 5.2¢ Middlebrook 7H? broth (Difco) e 10ml
glicerol, por 1000ml. Apés uma etapa inicial de cresci-
mento, as bactérias foram separadas por centrifugagio
¢ transferidas para 0 mesmo meio complementado
com Img/ml do agente quelantc EDDHA desferrado.
A remogdo do ferro pelo EDDHA nio permitiu o
crescimento bacteriano mas induziu uma produgido
optima de micobactinas entre 10 ¢ 20 dias de incuba-
g¢iio durante 4 primeira etapa de produgao.

Preparagio do EDDHA

O acido etilenodiammo-di-o-hidroxifenilacético
(EDDHA) (Sigma Chemical Co., St Louis, Missouri,
U.S.A.), foi libertado do ferro contaminante usando o
método sugerido por ROGERS (10): Uma solugdio de
10g de EDDHA em 190ml de HC1 IN fo1 fenvada com
apitagdo durante 1h. Depois de arrefecida e filtrada, a
solugiio foi diluida com 1500ml de acetona pura, o seu
pH foi sjustado até 6,0 com NaOH [N, ¢ por final foi
mantida a 4°C. No dia seguinte, o precipitado for
filtrado e rediluido ¢m acetona duas vezes. Em segui-
da o precipitado foi desidratado a 40°C durante uma
noite e conservado num recipiente plastico.

O EDDHA assim preparado foi adicionado ao
meio de cultura usando o método de ONG etal, (11):
Para a preparagao de uma solugio miée, |g de EDDHA
fo1 dissolvido em [Sml de NaOH IN. O pH foi ajusta-
do a 9,0 com HCI concentrado, ¢ o volume total da
solugdo for aumentado para 20 ml/g de ERDDHA com
dgua destilada.

Extracciio das micobactinas

As bactérias foram separadas por centifugagio ¢
ressuspensas em etanol durante 24 horas. Apos uma
nova centrifugagio, o extracto alcodlico foi recupera-
do ¢ as micobactmas soliveis em dlcool foram detec-
tadas com uma solugdo alcodlica de FeCl, 0.1M. A
solugho incolor inicial de micobactinas ndo férricas
torna-sc cor tijolo apds a fixagio do ferro. O extracto
foi entiio seco por evaporagao ¢m evaporador rotativo
sob vécuo, e em scguida redissolvido em cloroformio
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para ser lavado trés vezes por partigdo bifasica com
agua distilada eliminando assim o excesso de FeCl,.

Purificagiio das micobactinas

Depois de extraidas da massa bactenana as mico-
bactinas de M. bovis BCG e M. muberculosis foram
separadas dos lipidos contaminantes por cromotogra-
fia em colunas de silica gel 60 (0.0063- 0.200 num)
{Merck, Darmstadt, Alemanha). A purificagdo final
foi feita usando uma segunda coluna de silica gel 60
(0.040-0.063 mm) (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os
eluentes utilizados foram: 1) cloroformio (4 vezes o
volume da coluna), para eliminar os carotenoides ¢
outros limdos ndo polarcs; 2) cloroformio/metanol
(98:2, v/v) para recuperar a micobactina. O EDDHA
¢ outros lipidos mantiveram-sc retidos na coluna, A
purificagiio final for determinada por cromatografia
em camada fina de silica gel 60 (F254, 0.2 mm)
(Merck, Darmstadt, Alemanha).

Cromatografia por camada fina

Para as outras micobactinas extractos brutos de
micobacuna (fracgdo soliavel em cloroformio) foram
dircctamente observados em placas de silica gel 60
(Merck, Darmstadt, Alemanha) com os seguintes
sistemas de cluentes: A) propano-2-0l, B) acetonitn-
lo/cloroformio (9:11, viy), C) acetona/tctraidro-
furano/ciclohexano (4:3:3, viviv), ¢ D) etanolipetroleo
de eter/etilo acetate (1:4:6, viviv),

RESUL'TADOS E DISCUSSAO

Os resultados de cromatografia por camada fina da
analise de 17 espécies de micobaciérias estdo resumi-
dos na Tabcla 1 e Figuras 1 a 3.

Os novos sistemas de ¢luentes propostos neste estudo
foram usados para confirmar estudos antcriores sobre
a possibilidade de diferenciar espécies micobactena-
nas usando a cromatografia em camada fina para
analisar as suas micobactinas. Todas as espécies do
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Fig. 1 Camcterizagio por cromatografia e camada fina das micobactinas das espécies micobucterianas seleccionadus Os diferentes
sislemas de solventes utilizados foram: A) propano-2-al, B) acelomitnieloroformio (9:11,viv), ©)
acetonstetruidrofurano’ciclo-hexano (4:3:3, viviv). ¢ D) etanolieter de petrdleo/etilo acetato ( 1:4:6, viviv), Filas | ¢ 2 mostram
respetivamente ax micobactinas purificudax de M. bovis BCG ¢ M. tuberculosis, fiks 3. M. terrae; fila 4, M. gastri; fila S, M
erivinde, fila 6, M. flavesceny; 1ila 7, M. gordonnae; a8, M. szedyar; Giln 9. M. simie, fila 10, M, astaticum; filo 1 1, M, avium;
filn 12, M. inraceliudare: tla 13, M. scrofulucenm; filn 14, M. paramberciiosis: fila 15, M, kansasii: fila 16, M. awrinum,

Hia 17, M awum

complexo MAIS (M. avium, M. intracellulare, M.
scrofulaceum, e wwmbém M. paratuberculosis ¢ M,
simiae) produziram micobactinas 1dénticas. Fstas
micobactinas sdo consideravelmente menos polares
que as micobactinas de outras cspécies ¢ foram facil-
mente distinguidas destas pelos scus elevados valores
de Rf (Tabela 1). Estes resultados foram consolidados
com a andlise dc um exemplar de cada scrotipo do
complexo M. avium. Os resultados obtidos com M.
kansasii e M. mavinum, ¢ lambém com M, terrae, M
gastrie M. priviale estdo de acordo com os resultados
anteriores (9), 1.e. cada espécic formou micobactinas
diferentes,
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Novas espéeies examinadas foram M. szulgai, M.
flavesceny ¢ M. gordonae. As duas primeiras forma-
ram padrdes de micobactinas 1dénticos ¢ diferentes
dos de M. gordonae M. asiaticunm mostrou um padrio
de mucobactinas diferente dos padrdes das espéeics
neste estudo.

Fsia investigac@io apresenta novas observagdes
quanto # diferenciacdo entre M. bovis BCG ¢ M.
tuberculosis. Os trabalhos antenores sobre o complexo
de M. tuberculosis (M. tuberculosis, M. hovis, ¢ M.
africanum) aprescnlaram estas espécies como tendo
micobactinas idénticas que se podiam resolver em
uatro produtos por cromatografia em camada fina (2).
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Fig. 2 - Cromatografia por camada finas de vanos serotipos do complexo MAIS mostrando a uniformidade das suas micobactmas. Os

diferentes sistemas de solvenies utilizados toram: A} propano-2-ol, B) acctonstrifofelomformio (9:11,v/v), C) nceleny/tetraidro-

furano/ciclo-hexano (4,33, viviv).

As Figuras | e 3 ¢ a Tabela | mostram quc os padroes
de micobactinas de M. bovis BCG e de M. tuberculo-
sis diferem néo s6 na acumulagdo do produto principal
(do polar a0 menos polar, segunda e quarta mancha
para M. bovis BCG e primeira mancha para M. tuber-
culosis) mas também na diferenciagdo de uma mico-
bactina adicional para M. uherculosis. mancha mais
polar, usando o eluente C,

O método proposto para a produgio das micobacti-
nas (método em duas etapas) (9) e para a sun detecgdo
(andhise por cromatografia em camada fina) deu
resultados reprodutiveis que confirmam a clevada
importdncia taxonomica das micobactinas. Por outro
lado este método € particularmente interessante porque
¢ dircclamente aplicdvel, em larga escala, dentro de
um esquema classico de identificagdo de micobactéri-
as (8,12). A partir do 1solamento micial alé a andlise
por cromatografia cm camada fina a quantidade de
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meio ¢ o tempo necessanos para a anahise sdo: 2x (10
ml) de meio de cultura (ctapa de crescimento), 2x10 a
2x20 dias de cultura scgundo que as micobactérias
sejam a crescimento ripido ou lento (etapa de cresci-
mento e etapa de produgiio) ¢, 24h para a extracgdo ¢
analise por cromatografia em camada fina.

Uma investigagao baseada num niimero mais clevado
de estirpes, especialmente no caso do complexo M.
tuberculosis, seria necessdria para poder apreciar a exten-
sdo da especificidade indicada pelas nossas observagdes.

£ um dado pnmordial que no diagnéstico de
doengas causadas por micobactérias scjam desenvolvi-
das téenicas especificas e fidveis, facilmente incorpo-
radas nos csquemas cldssicos de identificagao de
1solados clinicos. Da nossa investigagdo parcce
provavel que a andlisc das micobactinas possa scr
utilizada dentro de uma rotina permitindo a diferencia-
¢iio de micobactérias clinicamente significativas.
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Fig. 3 - Cromatogratia por camada fina das micobuctinas de M. bovis BCG ¢ M. aberculosts H3TRv. Os diferentes sistemas de
solventes unlisados foram: A) propano-2-ol, B) ucetonitrilocloroformio (9:11, viv), ) acetona/terrardrofurano/ciclohexano
(435 vviv) Simbolos: B = M. doviy BOG. T = M. berculosts H3 TRy,
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