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RESUMO

Em 2008, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) divulgou uma nota
técnica, informando, que de 2003 até 2008, haviam sido notificados mais de 2.000
casos de infeccbes hospitalares por Micobactérias de Crescimento Réapido em
hospitais particulares do pais, relacionados principalmente a procedimentos
videolaparoscépicos. Um fator comum foi a predominancia de um determinado clone
de Mycobacterium abscessus subsp. bolletii, que acometeu principalmente a pele e
o tecido celular subcutaneo dos pacientes. Apds esses surtos, varias medidas foram
tomadas pela Anvisa, entre elas, a suspensao da esterilizacdo quimica por imersao
de instrumental cirdrgico em qualquer agente esterilizante liquido. As investigacdes
concluiram que os surtos se deviam a falhas no reprocessamento de equipamentos
meédicos criticos, que eram esterilizados principalmente pelo uso de glutaraldeido a
2%. Essas decisbes se basearam em observacbes empiricas, pautadas
exclusivamente na observacdo do que estava ocorrendo na pratica hospitalar. Até
hoje ndo foi elucidada a relacdo de M. abscessus subsp. bolleti e a sua alta
tolerancia ao glutaraldeido. O objetivo deste estudo foi avaliar em paralelo as cepas
de M. abscessus subsp. bolletii, CBRVS 00594 (altamente tolerante - AT) e CRM
270 (médio tolerante - MT), a fim de contribuir para a elucidacdo dos mecanismos
gue conferem resisténcia ao glutaraldeido. Para tal, foi utilizada a abordagem
protedmica para analisar o perfil de proteinas expressas pelas duas cepas e também
foi verificada a formacéo de biofilme em diferentes concentracdes de glutaraldeido.
Os resultados da andlise comparativa da formacdo de biofilme por M. abscessus
subsp. bolleti CBRVS 00594 demonstraram que o microrganismo foi capaz de
formar biofilme tanto no disco de policarbonato quanto no de a¢o inox, mesmo em
concentracfes elevadas de glutaraldeido. Houve reducédo da formacéo de biofilme
gquando o microrganismo foi exposto as concentracdes de 1,0% e 1,5% de
glutaraldeido, sem que fosse observada sua total destruicdo. Na andlise por
microscopia epifluorescente, foi verificada a presenca de aglomerados e de
bactérias isoladas, tanto na auséncia quanto na presenca de diferentes
concentracfes de glutaraldeido. Todas as cepas analisadas pela microscopia de
varredura confocal a laser desenvolveram o biofilme apds 7 e 14 dias de incubacéo.

Porém, apos 14 dias de incubacédo, o microrganismo demonstrou uma consideravel



diminuicBo da quantidade de células viaveis na presenca e auséncia de
glutaraldeido. Foi observada também a presenca de células vidveis no biofilme,
mesmo apos 14 dias de crescimento, na presenca de altas concentracdes de
glutaraldeido. Apds analise quantitativa usando técnicas protedmicas, inferimos
4.126 proteinas na cepa AT e 4.041 na cepa MT. Considerando o perfil de
sensibilidade das cepas (diferentes condi¢gBes bioldgicas), foram identificadas 189 e
185 proteinas presentes em apenas uma condicdo biolégica, MT ou AT,
respectivamente. Além disso, foram inferidas 3.971 proteinas em comum. O numero
total de proteinas diferencialmente abundantes nas comparagcfes entre as duas
cepas foi de 304. A andlise funcional das proteinas de interesse mostrou proteinas
relacionadas a patogenicidade, a regulacdo, ao transporte, as enzimas
modificadoras de antibiéticos, a bomba de efluxo, entre outros. Esperamos que 0s
dados obtidos com a realizacao deste trabalho possam contribuir de maneira efetiva
no controle e prevencao dessas infeccdes.

Palavras-chave: MCR. Mycobacterium abscessus subsp. bolletii. Glutaraldeido.

Proteoma. Biofilme. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

In 2008, the National Health Surveillance Agency (Anvisa) issued a technical note,
reporting that, from 2003 to 2008, more than 2,000 cases of hospital infections due to
Rapid Growth Mycobacteria had been reported in private hospitals in the country,
mainly related to videolaparoscopic procedures. A common factor was the
predominance of a clone of Mycobacterium abscessus subsp. bolletii that mainly
affected the skin and the subcutaneous cellular tissue of the patients. After these
outbreaks, several measures were taken by Anvisa, among them, the suspension of
chemical sterilization by immersion of surgical instruments in any liquid sterilizing
agent. The investigations concluded that the outbreaks were due to failures in the
reprocessing of critical medical equipment, which was sterilized mainly by the use of
2% glutaraldehyde. These decisions were based on empirical observations, based
exclusively on the observation of what was happening in hospital practice. To date, it
was not clear the relation of M. abscessus subsp. bolletii and its high tolerance to
glutaraldehyde. The objective of this study is to evaluate in parallel the strains of M.
abscessus subsp. bolletii, INCQS n° 00594 (highly tolerant - AT) and CRM 270
(medium tolerant - MT), in order to contribute to the elucidation of the mechanisms
that confer resistance to glutaraldehyde. For that, we have used the proteomic
approach to analyze the profile of proteins expressed among the two strains and also
verified the formation of biofilm under different concentrations of glutaraldehyde. The
results of the comparative analysis of biofilm formation by M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594 demonstrated that the microorganism was able to form biofilm
on both the polycarbonate disc and the stainless steel disc, even at high
concentrations of glutaraldehyde. There was a reduction in biofilm formation when
the microorganism was exposed to concentrations of 1.0 and 1.5% glutaraldehyde,
without its complete destruction. In the analysis by epifluorescent microscopy, the
presence of clusters and isolated bacteria was verified, both in the absence and in
the presence of different glutaraldehyde concentrations. All samples analyzed by
laser confocal scanning microscopy developed the biofilm after 7 and 14 days of
incubation. However, after 14 days of incubation, the microorganism demonstrated a
considerable decrease in the amount of viable cells in the presence and absence of
glutaraldehyde. It was also observed the presence of viable cells in the biofilm, even



after 14 days of growth, in the presence of high concentrations of glutaraldehyde.
After quantitative analysis using proteomic techniques, we inferred 4,126 proteins in
the AT strain and 4,041 in the MT strain. Considering the sensitivity profile of the
strains (different biological conditions), we identified 189 and 185 proteins present in
only one biological condition, MT or AT, respectively. In addition, 3,971 common
proteins were inferred. The total number of differentially abundant proteins in the
comparisons between the two strains was 304. Functional analysis of the proteins of
interest showed proteins related to pathogenicity, regulation, transport, antibiotic
modifying enzymes, efflux pump, among others. We hope that the data obtained with

this work can contribute effectively to the control and prevention of these infections.

Keywords: Mycobacterium abscessus subsp. bolletii. Glutadaldehyde. Biofilm. Health

Surveillance.
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1 INTRODUCAO

1.1 MICOBACTERIAS

As micobactérias pertencem ao género Mycobacterium, familia
Micobacteriaceae, filo Actinobacteria, existindo atualmente aproximadamente 186
espécies e 13 subespécies descritas na lista de espécies bacterianas com nomes
aprovados (LPSN BACTERIO.NET, 2017). S&o microrganismos caracterizados
como bastonetes aerébios ou microaerofilos, iméveis, ndo encapsulados e néo
esporulados. Apresentam caracteristicas como mecanismos de patogenicidade,
coloracdo alcool-acido resistente, resisténcia a antimicrobianos e a estresses
ambientais, como o ressecamento (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, BRITO, 2008).

Nas micobactérias, uma camada espessa de acido micdlico substitui a
camada externa de lipopolissacarideos encontrada na parede celular de outras
bactérias, o que contribui com o seu processo de resisténcia a agentes quimicos e
fisicos e com sua taxa de crescimento lento, jA que os nutrientes sdo absorvidos por
essa camada bem lentamente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005, BRITO, 2008). Os
acidos micolicos sao acidos graxos de cadeia longa que se ligam covalentemente
aos polissacarideos, designados arabinogalactanas. Estes, por sua vez, fazem
ligacdo por pontes fosfodiéster com as peptideoglicanas, resultando numa parede
rica em lipideos e, consequentemente, numa barreira impermeavel a moléculas
hidrofilicas, permitindo a maior resisténcia das micobactérias a varias substancias,
inclusive desinfetantes e antibioticos, quando comparadas as outras bactérias
(Figura 1) (FRAUD et al, 2003, HINRICHSEN, 2007).

Em 1954, Timpe e Runyon criaram para as micobactérias, que denominaram
atipicas, uma classificacdo em quatro grupos, que foi refinada por Runyon em 1959.
As micobactérias foram classificadas, de acordo com a velocidade de crescimento e
a capacidade de produzir pigmentos em determinadas condigcbes (LEVINSON;
JAWETZ, 2005), em trés grupos de micobactérias de crescimento lento (MCL) e um
grupo formado por micobactérias de crescimento rapido (MCR). Dentre as MCL, no

grupo | encontram-se as fotocromogénicas, que produzem pigmento laranja ou
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Figura 1. Estrutura da parede celular de micobactérias.

LAM, lipoarabinomanana; PIM, manosideos fosfatidilinositol.
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Fonte: Adaptado de Medjahed; Gaillard; Reyrat (2010)

amarelo quando expostas a luz; o grupo Il € composto pelas escotocromogénicas,
que sao semelhantes ao grupo anterior, porém podem produzir 0s pigmentos
mesmo na auséncia de luz; e no grupo lll estdo as acromogénicas, que nao
produzem pigmentos. As MCR formam o grupo IV, podendo apresentar-se
pigmentadas ou ndo e, apesar de geralmente serem saprofitas, podem estar
associadas a casos de patologia humana (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004,
FONTANA, 2008).

Existe ainda, uma classificacdo baseada exclusivamente no tempo de
crescimento das micobactérias em meio solido, sendo entdo divididas em dois
grupos denominados, atualmente, MCL e MCR. As MCL incluem a maioria das
micobactérias patogénicas, como o complexo Mycobacterium tuberculosis e o
complexo Mycobacterium avium, produzindo col6nias visiveis em meio sélido apos
sete dias de incubacédo, com tempo de geracao acima de 16 horas. As MCR podem

ser observadas antes mesmo de completarem sete dias de incubacao, sendo de 3 a
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4 horas o seu tempo de geracao. Adicionalmente, necessitam de meios de cultura
simples, contendo sais minerais, glicerol e aminoacidos. As MCR sé&o referidas
algumas vezes como micobactérias atipicas, micobactérias ndo causadoras de
tuberculose ou micobactérias ambientais. Estes dois grupos se diferenciam nao so
guanto a taxa de crescimento, como também de acordo com a morfologia da
coldnia, viruléncia e sensibilidade a antibidticos e biocidas (PRIMM; LUCERO;
FALKINHAM, 2004, BRITO, 2008, PITOMBO; LUPI; DUARTE, 2009).

1.2 MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

Ha tempos, as espécies do género Mycobacterium de maior importancia
clinica eram apenas M. tuberculosis, agente etiolégico da tuberculose, e
Mycobacterium leprae, agente causador da hanseniase (COROS; DE CONNO;
DERBYSHIRE, 2008). Com o advento da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
(AIDS), o complexo Mycobacterium avium (MAC), que inclui diversas espécies de
micobactérias, entre elas M. avium e Mycobacterium intracellulare, tornou-se
frequentemente associado as infec¢des secundarias ocorridas nos pacientes HIV
positivos (RAMOS et al, 2000, SOUSA et al, 2015).

Mais recentemente, em todo o mundo, o crescimento de infec¢cdes por MCR
relacionadas a assisténcia a saude em diversas condi¢des clinicas, revelou estes
microrganismos como importantes patégenos humanos de importancia médica
(GROOTE; HUIT, 2006, SOUSA et al, 2015). As MCR sé&o capazes de sobreviver
em ambientes com baixos niveis de nutrientes, podendo ser encontradas em uma
variedade de reservatérios naturais, como agua, solo, aerossois, protozoarios,
animais e seres humanos (HOWARD; BYRD, 2000, PRIMM; LUCERO;
FALKINHAM, 2004). Aproximadamente 50 diferentes espécies de micobactérias tém
sido consideradas agentes etiologicos de doencas em humanos, e varias novas
espécies de micobactérias patogénicas ndo causadoras de tuberculose tém sido
descritas (WAGNER; YOUNG, 2004).

Entre as principais espécies de MCR relacionadas a doencas no homem
encontram-se Mycobacterium abscessus, Mycobacterium chelonae, Mycobacterium
fortuitum e Mycobacterium massiliense (SHINNICK; GOOD, 1994, ADEKAMBI et al,
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2004, SOUSA et al, 2015). Porém, essas infec¢fes geralmente estdo associadas a
pessoas com fatores predisponentes ou imunocomprometidas, ja que esses
microrganismos geralmente apresentam baixa viruléncia (WAGNER; YOUNG, 2004,
CHO et al, 2010, SOUSA et al, 2015).

M. massiliense chegou a ser aceita em 2006 como uma nova espécie
(VIANA-NIERO et al, 2008), entretanto, foi renomeada em 2011 como
Mycobacterium abscessus subsp. bolletii, assim como M. abscessus passou a ser
taxonomicamente denominada como M. abscessus subsp. abscessus (LEAO et al,
2011).

Porém, atualmente, a posicao taxondémica dos membros do complexo M.
abscessus tem sido objeto de uma investigacdo intensiva e, em alguns aspectos,
com muita confusdo, em decorréncia de serem utilizadas diferentes abordagens
para a interpretacdo de dados genéticos. Apesar das espécies M. massiliense e M.
bolletii serem agrupadas juntas como Mycobacterium abscessus subsp. bolletii, elas
diferem em alguns aspectos relevantes, pois M. abscessus possui o gene erm(41)
funcional, enquanto em M. massiliense esse gene erm(41) ndo é funcional. Esse
gene confere resisténcia induzivel aos macrélideos, que sdo 0s antimicrobianos
utilizados na terapéutica primaria para M. abscessus. (GRIFFITH et al, 2015,
TORTOLI et al, 2016).

Logo, com base em dados fenotipicos relacionados com o gene erm(41) e em
dados gendbmicos atuais, 0s autores concluiram que a espécie M. abscessus
abrange, em complemento a subespécie atualmente reconhecida M. abscessus
subsp. abscessus e M. abscessus subsp. bolletii, uma terceira subespécie para a

gual foi sugerido o nome M. abscessus subsp. massiliense (TORTOLI et al, 2016).

1.3 INFECCOES POR MICOBACTERIAS DE CRESCIMENTO RAPIDO

A primeira associacdo de MCR como agente etiolégico de patologias
humanas foi feita em 1904, por Ophiils, que observou a presenca de micobactérias
em abscesso crénico em humanos. Entretanto o reconhecimento da importancia
dessas bactérias na patologia humana como causadores de doencas associadas

aos quadros nosoldgicos ocorreu em 1950 (TIMERMAN, 2005).
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Apés 1950, um dos primeiros relatos de infec¢cdo por MCR foi relacionado a
um implante de dispositivo anticoncepcional, resultando na formacdo de abscesso
no sitio de aplicacdo (ALFA; SISLER; HARDING, 1995).

As infeccbes cutaneas e subcutaneas ocasionadas por essas micobactérias
sdo caracterizadas na forma de abscessos piogénicos, indicando uma reacéo
inflamatdria aguda. Pode ainda haver evolugdo lenta do caso, com inflamacéo
cronica, formando nédulos, fistulas e ulceracdo (FONTANA, 2008).

Na literatura, nas ultimas décadas, foram publicados varios relatos cientificos
de infeccbes causadas por MCR apos traumas, cirurgias cardiacas, cirurgias
plasticas de face, mamoplastia, cirurgias dermatologicas, lipoaspiracdo, implante de
silicone na mama, implante de proteses articulares, acupuntura, mesoterapia,
pedicure, injecdo de silicone, injecbes subcutdaneas e intramusculares de
antibioticos, esteroides e medicamentos alternativos. Surtos envolvendo ulceras na
pele, infecdo pulmonar, bacteremia associada a cateter e/ou a dialise, pseudosurtos
associados a broncoscopia e a laparoscopia e ceratite ap0s cirurgia a laser tém sido
descritos (WALLACE; BROWN; GRIFFITH, 1998, BROWN-ELLIOTT; GRIFFITH;
WALLACE, 2002, FREITAS et al, 2003, TIWARI et al, 2003, USLAN et al, 2006, EID
et al, 2007, KIM et al, 2007, CARBONNE et al, 2009, LEE et al, 2014, GUIMARAES
et al, 2016). Sdo afetados tecidos e 6rgdos do corpo, ocasionando osteomielite,
artrite, linfoadenite, otite média cronica, infec¢cdes da cérnea, doencas pulmonares,
entre outros (FALKINHAM, 1996, HOWARD; BYRD, 2000, PHILLIPS; VON REYN,
2001, SHIN et al, 2007, CARDOSO et al, 2008, LEE et al, 2012, JEONG et al, 2014).

M. abscessus foi descrita primeiramente por Moore e Frerichs em 1953,
sendo isolada de uma mulher com osteoartrite crénica. A paciente desenvolveu
abscessos gluteos pela presenca da micobactéria, motivo pelo qual foi a espécie foi
denominada 'abscessus'. Entre as espécies de MCR, M. abscessus é reconhecida
como importante causador de infeccbes de pele e tecidos moles, por injaria da pele
por inoculacdo, pequenos traumas e infeccdes nosocomiais, em abscessos e
cirurgias (KWON, 2009, MOUGARI et al, 2016).

M. abscessus subsp. bolletii surgiu como um patégeno emergente, descrito
pela primeira vez por Adékambi et al (2004), sendo isolado do escarro e fluido
broncoalveolar de uma paciente com pneumonia hemoptoica (ADEKAMBI et al,
2004). Essa micobactéria vem sendo relacionada a relatos de infeccbes poOs-

cirirgicas, como mamoplastia, lipoaspiragdo, tratamentos estéticos, injecdes
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intramusculares, ceratite apds cirurgia a laser e bacteremia associada a
laparoscopia (KIM et al, 2007, TORTOLI et al, 2008, DUARTE et al, 2009, CHO et al,
2010, MONEGO et al, 2011, NUNES et al, 2014).

1.3.1 Casos e surtos no Brasil

Ha alguns anos, as investigacdes e relatos de casos e surtos por MCR eram
pouco frequentes no Brasil. Porém, este quadro mudou ao longo do tempo. O
primeiro surto relatado ocorreu entre setembro e outubro de 1988 em uma clinica
oftalmoldgica na zona norte da cidade do Rio de Janeiro, onde dois pacientes
apresentaram ceratite por M. abscessus apos cirurgia a laser por LASIK (do inglés:
Laser-Assisted in Situ Keratomileusis). Casos semelhantes foram observados em
surtos ocorridos em 1998 no Rio de Janeiro, e entre 1999 e 2000 em Sé&o Paulo, em
pacientes submetidos a cirurgia ocular através do LASIK, que também apresentaram
ceratite por M. abscessus (HOFLING-LIMA et al, 2005, SAMPAIO et al, 2006). Na
mesma época, ocorreram dois casos de infeccdo por M. abscessus no Rio de
Janeiro, onde as fontes de identificacdo foram osteomielites e aspirado brénquico.
No ano de 2002, uma clinica de estética da zona sul da cidade de Sao Paulo foi
palco de casos de infeccdo por M. abscessus em pacientes que passaram por
multiplas sessbes de mesoterapia, resultando em abscessos subcutédneos
(SAMPAIO et al, 2006).

Em Belém, de 1999 a 2003, foram diagnosticados entre quatro a 12 casos de
infeccdes por MCR no Instituto Evandro Chagas por ano, sendo a maioria oriunda de
infecgbes respiratorias. Ja entre 2004 e 2005, foi descrito o primeiro surto
significativo por M. massiliense no pais, onde 58 isolados pertencentes ao mesmo
clone (BRA 100) foram identificados em pacientes submetidos a cirurgias
laparoscopicas. As infeccdes foram caracterizadas por hiperemia local e formacao
de abscessos com aspecto inflamatério e secre¢cbes purulentas, além de néo
responderem a terapia antimicrobiana comumente usada (DUARTE et al, 2009).

Apés este primeiro surto de infec¢des pds-cirdrgicas por M. abscessus subsp.
bolletii, varios outros foram descritos, associados também a um unico clone, em
quinze estados brasileiros (CARDOSO et al, 2008, DUARTE et al, 2009). Podemos



30

citar como exemplo o surto ocorrido em Goiania, onde 18 isolados de M. abscessus
subsp. bolletii pertencentes a um mesmo clone foram provenientes de infeccoes
geradas apoés procedimentos videocirurgicos, principalmente artroscopia (CARDOSO
et al, 2008).

Em 2007, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou um
alerta sobre infec¢cdes por micobactérias ndo causadoras de tuberculose apés
videocirurgia, informando dados sobre a presenca, principalmente de M. abscessus
em estabelecimentos ligados a saude em varias localidades de Norte a Sul do Pais
(ANVISA, 2007).

Em 2008, a Anvisa divulgou uma nova nota técnica sobre infeccdes
hospitalares por MCR, informando que de 2003 a abril de 2008 haviam sido
notificados mais de 2.000 casos em hospitais particulares do pais. O maior numero
de casos de infec¢des ocorreu no Rio de Janeiro, com 1.051 casos, seguido do
Para, onde foram confirmados 310 casos. No estado do Espirito Santo também
foram confirmados 244 casos. Houve ocorréncias também nos estados de
Pernambuco, Roraima, Bahia, Mato Grosso do Sul, Piaui, Minas Gerais, Mato
Grosso, Distrito Federal, Sdo Paulo, Goias, Parana e Rio Grande do Sul. Dos casos
confirmados, 74% eram representados por pacientes do sexo feminino, onde a
maioria havia sido submetida a cirurgias na regidao abdominal (72%), sendo o video
a principal via de acesso para realizacao do procedimento (82%) (ANVISA, 2008).

No estado do Rio de Janeiro, somente nos anos de 2006 e 2007 foram
identificados 1.051 casos suspeitos de infecgbes relacionadas a procedimentos
videolaparoscépicos em 63 hospitais. Essas infeccdes acometeram principalmente a
pele e o tecido celular subcutaneo, sendo causadas por M. abscessus subsp. bolletii,
pertencente a0 mesmo clone encontrado nos surtos de Belém e Goiania. As
principais manifestacdes clinicas eram a formagdo de abscessos, ndédulos e
ulceracdes nos sitios de incisdo (DUARTE et al, 2009, LORENA et al, 2010).

Um estudo realizado por Nunes et al (2014) avaliou a susceptibilidade
antimicrobiana e o perfil molecular dos isolados de MCR envolvidos em novos surtos
de infeccdo pdés-cirargica no Brasil desde 2007. Dos 109 casos notificados no Rio
Grande do Sul, entre 2007 e 2011, 43 foram confirmados como sendo M. abscessus
subsp. bolletii. Como conclusdo, esse estudo relatou a persisténcia de um clone
emergente Unico e altamente resistente de M. abscessus subsp. bolletii por véarios
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anos, mesmo apos a implementagdo nacional de medidas de controle de infeccao
(NUNES et al, 2014).

No periodo de junho de 2009 a marco de 2012 no estado do Rio de Janeiro,
foram isoladas 24 amostras de M. abscessus subsp. bolletii em pacientes de dois a
18 anos com fibrose cistica (CANDIDO et al, 2014).

Entre o periodo de julho de 2009 a agosto de 2010, a Comisséo de Controle
de Infeccdo do Estado do Amazonas identificou casos de MCR apOs cirurgia
laparoscopica em um hospital particular da cidade de Manaus. Foram identificados
60 de 222 pacientes (27%) com infeccdo por MCR submetidos a cirurgia
laparoscoOpica por uma Unica equipe cirdrgica de gastroenterologia. Vinte e cinco
casos (42%) foram confirmados em laboratorio e 11 cepas obtidas por cultura foram
genotipadas e o DNA foi sequenciado. Todas as 11 cepas sequenciadas mostraram
resultados idénticos. As sequéncias do gene parcial rpoB apresentaram 100% de
identidade com a estirpe INCQS 594 (cepa depositada na Colecdo de
Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria do Instituto de Controle de
Qualidade em Saude da Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) como representante do
clone BRA100 (VILLAR et al, 2015).

Segundo a Anvisa (ANVISA, 2014), de janeiro de 2010 até setembro de 2014
foram informados, por meio dos formulérios eletrénicos de Notificacdo de casos de
MCR e Notificacdo de Agregado de Casos e Surtos, 207 casos (suspeitos, provaveis
e confirmados) de infec¢cdes por MCR. Também foram contabilizados os casos
relatados diretamente pelas vigilancias de estados e municipios, ndo constantes nas
ferramentas de notificagcdo (ANVISA, 2014).

Na vigilancia epidemiolégica dessas infec¢cdes no ano de 2010, observou-se a
ocorréncia de um surto envolvendo 22 casos em Goias e outros 26 no Rio Grande
do Sul, sendo 24 no municipio de Carazinho. Também foram isolados casos no
Amapa (um), Amazonas (um), Ceara (um), Distrito Federal (um), Espirito Santo
(um), Mato Grosso (um), Para (trés), Pernambuco (dois), Rio de Janeiro (dois),
Santa Catarina (dois) e Sao Paulo (trés). No ano seguinte, foram notificados 16
casos em Goiania, dois em Brasilia, um em Belém, um em Cascavel, um em Recife,
um em Petrolina, um em S&o Leopoldo, trés em Porto Alegre, dois em Cuiaba e
quatro no Rio de Janeiro (ANVISA, 2014).

Em 2012, dos 81 casos registrados no Pais, 52 foram identificados em

apenas um servigco de estética do estado do Mato Grosso. Durante aquele ano,
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também foram registrados casos no Para (dois) e no Rio de Janeiro (seis), além de
casos isolados em diferentes municipios dos Estados: Bahia, Goias, Mato Grosso do
Sul, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e S&o Paulo. Em 2013,
ocorreram seis casos em uma mesma clinica na Bahia, todos envolvendo
procedimentos estéticos de mama (ANVISA, 2014).

Entre 2010 e 2014, verificou-se a ocorréncia de trés surtos confirmados. Em
2010, no Rio Grande do Sul, em 2012, no Mato Grosso e em um estabelecimento de
saude na Bahia, no ano de 2013. Os demais casos registrados ocorreram em
diferentes servicos de saude e apresentaram-se dispersos pelo pais (ANVISA,
2014).

Apesar do quadro distinto dos anos anteriores, casos de infec¢cées por MCR

continuam ocorrendo em varios servi¢os de saude (ANVISA, 2014).

1.4 FATORES DE VIRULENCIA

1.4.1 Formacao de biofilme

Biofilmes microbianos s&o definidos como comunidades bioldgicas
complexas, formadas por microrganismos aderidos a superficies solidas ou semi-
sélidas, envolvidos por uma matriz de substancias extracelulares criada pelos
préprios microrganismos. Dentre os componentes dessa matriz podemos citar
polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA extracelular. A organizacdo dos
microrganismos em biofilmes constitui uma forma de protecdo ao desenvolvimento
das células e permite a sobrevivéncia em ambientes hostis. Os biofilmes podem se
formar em qualquer superficie imida, sendo ela bidtica (plantas, animais e seres
humanos) ou abidtica (plastico, vidro, metal e sais minerais) (DAVEY; O'TOOLE,
2000, SHARMA et al, 2014).

Varios fatores estéo relacionados ao desenvolvimento de um biofilme, tais
como: temperatura, presenca de agentes antimicrobianos, forcas hidrodinamicas,
caracteristicas do substrato, variacdo de pH, quantidade disponivel de nutrientes e

oxigénio, e concentragbes dos metabolitos microbianos (NAVES et al, 2008,
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SHARMA; PETCHIAPPAN; CHATTERJI, 2014). Os biofilmes s&o considerados
importantes em infec¢des de dispositivos médicos, sendo relacionados, em parte, ao
aumento da resisténcia aos antimicrobianos (DONLAN, 2001, FUX et al, 2005,
RICHARDS; OJHA, 2014).

As micobactérias, como outras bactérias, competem por nutrientes e
desenvolvem formas sofisticadas de se adaptarem a diferentes condi¢cdes
ambientais. Estas adaptacdes incluem transicées do crescimento plancténico para a
formacéo de diferentes tipos de comunidades multicelulares (SOCHOROVA et al,
2014). Porém as micobactérias carecem de estruturas superficiais como flagelos,
pilis, fimbrias, surfactantes ou cdpsulas como modos de translocacdo de superficie.
Essas estruturas sdo usadas por outros microrganismos para alcancar e anexar a
superficie (VAEREWIJCK et al, 2005, SHARMA; PETCHIAPPAN; CHATTERJI,
2014).

Segundo Esteban et al (2008), a relacdo das micobactérias com biofilmes tem
sido observada ha décadas em amostras clinicas e ambientais (ESTEBAN et al,
2008a).

Com base em alguns estudos (HALL-STOODLEY; LAPPIN-SCOTT, 1998,
SANTOS, 2005, GOMEZ-ALVAREZ; REVETTA, 2016), autores sugerem que
biofiimes devem ser considerados possiveis reservatérios de sobrevivéncia das
micobactérias oportunistas em ambientes aquaticos, e que estes microrganismos
podem ser recuperados a partir de diferentes fontes de agua, inclusive de biofilmes
presentes em sistemas de canalizagéo.

Véarias MCR, incluindo Mycobacterium smegmatis e M. chelonae mostraram-
se capazes de formar biofilme, implicando em extraordinaria sobrevivéncia e
resisténcia aos antibioticos. Biofilmes podem também desempenhar um papel na
patogénese de M. chelonae, o agente causador de Ulceras cutaneas cronicas que
também se desenvolve em ambientes aquéticos (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM,
2004, OJHA et al, 2005). Mycobacterium fortuitum também foi encontrado fazendo
parte de biofilmes em diversos sistemas hidricos (ESTEBAN et al, 2008a).

Williams et al (2009) testaram a formacéo de biofilme de isolados clinicos de
MCR (M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum) com altas e baixas concentracdes
de nutrientes e concluiram que todos formaram biofilme em ambas as condi¢des
(WILLIAMS et al, 2009).
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Os acidos graxos de cadeia longa (acidos micdlicos) que constituem a parede
celular caracteristica das micobactérias sdo conhecidos por sofrerem variacdes
estruturais em resposta as mudancas das condicfes ambientais. Contudo, a relacéo
dessas variagcbes com a formacéo de biofilmes ainda néo esta elucidada. Entender
0s eventos moleculares envolvidos na transicdo do crescimento planctonico para a
formacao de biofilme, assim como o principal processo de ligacdo com a superficie
para geracdo de um biofilme maduro, € uma questéao central em fisiologia bacteriana
e tem o potencial para revelar novas intervencdes contra infeccdes micobacterianas
(OJHA et al, 2005).

A analise de genomas micobacterianos sugere que eles ndo possuem a
capacidade de produzir exopolissacarideos. Apesar disso, as micobactérias formam
biofilmes, se ligando a superficies soélidas hidrofébicas ou flutuando como peliculas
na superficie de meios de cultura liquidos. Também ja foi observada a rapida
formacao de agregados durante o crescimento celular em cultura submersa em meio
liquido (ZAMBRANO; KOLTER, 2005). A morfologia e a estratégia de crescimento
dos biofilmes micobacterianos dependem do tipo de superficie de fixacdo, bem como
dos niveis de nutrientes, resultando na formacao de microcolénias ou estruturas de
corddo (SOCHOROVA et al, 2014).

1.4.1.1 Glicopeptideolipideos

Estudos tém demonstrado que a morfologia das col6nias nas micobactérias é
influenciada pelo glicopeptideolipideo (GPL) da parede celular.

Os GPL sé&o encontrados na porgcdo mais externa do envelope celular das
micobactérias, contendo determinantes antigénicos para algumas espécies de
micobactérias. A molécula de GPL consiste tipicamente num nucleo tripeptidico-
amino-alcool com uma amina ligada a um acido graxo de cadeia longa (HOWARD et
al, 2006, SCHOREY; SWEET, 2008).

Em M. smegmatis e M. avium, os GPL estdo associados a motilidade tipo
sliding e & capacidade de formar biofilmes, sendo essas caracteristicas dependentes
da expressdo do GPL (RECHT et al, 2000, RECHT; KOLTER, 2001). Ambas as



35

caracteristicas desempenham um papel importante na colonizacdo bacteriana
(HOWARD et al, 2006).

Foi demonstrado que os GPL de M. smegmatis sdo importantes para a
fixacdo inicial a superficie durante a formacdo do biofiime (RECHT et al, 2000,
RICHARDS; OJHA, 2014). No entanto, componentes que afetam fases posteriores
de formacao de biofilme, que podem estar envolvidos no desenvolvimento das
caracteristicas arquitetbnicas do biofilme, ainda ndo foram identificados
(ZAMBRANO; KOLTER, 2005).

Em M. abscessus, os GPL também desempenham um papel importante na
formacéo de biofilmes (RECHT; KOLTER, 2001, HOWARD et al, 2006, WILLIAMS et
al, 2009). Os GPL séo responsaveis pelo fendétipo liso que ocorre em espécies de
MCR onde existem variantes de colonias lisas/rugosas. M. abscessus pode
espontaneamente mudar entre uma forma lisa, que expressa GPL, e uma forma
rugosa, com producdo escassa de GPL. A forma lisa tem a capacidade de formar
biofilmes e colonizar superficies, mas € incapaz de se multiplicar em macroéfagos e
causar infeccao persistente. Por outro lado, as variantes rugosas carecem de GPL e
sdo incapazes de formar biofilmes em superficies inertes, mas sao capazes de se
multiplicar em macrofagos e causar infeccdo persistente (HOWARD et al, 2006,
RHOADES et. al., 2009).

1.4.2 Resisténcia aos antimicrobianos

Na década de 1990, o uso da claritromicina foi indicado como antimicrobiano
de primeira linha no tratamento de pacientes infectados por MCR (MUSHATT,
WITZIG, 1995), e desde entdo tem sido a melhor escolha contra M. abscessus
(NESSAR et al, 2012), também sendo considerada apropriada para M. abscessus
subsp. bolleti (CARDOSO; JUNQUEIRA-KIPNIS; KIPNIS, 2011). No entanto,
algumas cepas séo resistentes a este antimicrobiano, e a terapia antimicrobiana
para infeccbes por M. abscessus permanece desafiadora, pois ocorre resisténcia
bacteriana ao tratamento monoterapico com claritromicina em cerca de 2,3% dos
pacientes (CARDOSO; JUNQUEIRA-KIPNIS; KIPNIS, 2011, KIM et al, 2016). A

resisténcia adquirida a claritromicina tem sido associada a muta¢fes pontuais em
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uma regiao do gene rrl que codifica o0 dominio peptidiltransferase do rRNA 23S. Um
segundo mecanismo de resisténcia de M. abscessus aos macrolideos foi descrito
envolvendo a inducdo do gene erm(4l), um gene de metilase ribossémica.
Fluoroquinolonas (FQ) também séo ativas contra MCR, mas seu uso crescente levou
ao surgimento de isolados resistentes as FQ. As mutacées em uma sequéncia nos
genes gyrA e gyrB sao frequentemente envolvidas na resisténcia as quinolonas (KIM
et al, 2016).

Nash, Brown-Elliott e Wallace Jr. (2009) mostraram que embora um isolado
possa parecer sensivel apOs trés dias de incubacéo in vitro, se a incubacao for
estendida para 14 dias ou se o isolado for pré-incubado com claritromicina, ha
inducdo da sintese de uma metiltransferase, e consequentemente resisténcia a
claritromicina. O gene erm € frequentemente envolvido na resisténcia a macrolideos
em patégenos humanos com mutacdo no gene 23S rRNA e atua metilando o
nucleotideo A2058 e/ou nucleotideos vizinhos (A2057 e A2059) nesse gene. Cerca
de 12 genes erm ja foram identificados no género Mycobacterium (erm [37-42]).
Recentemente, oito tipos de genes erm(41) foram reportados em M. abscessus
(VESTER; DOUTHWAITE, 2001, NASH; BROWN-ELLIOTT; WALLACE JR, 2009,
BROWN-ELLIOT; NASH; WALLACE JR, 2012).

Desde 2009, estudos avaliaram a eficiéncia da terapia de drogas combinadas
em infeccdes respiratérias de M. abscessus de acordo com as recomendag¢fes do
American Thoracic Society (ATS) 2007 (GRIFFITH et al, 2007). Por causa do risco
relativo da selecdo de cepas resistentes € recomendada a associacdo com um
antimicrobiano secundario. Apesar disso, no tratamento combinando com
claritromicina, amicacina e cefoxitina ou imipenem foram ainda observadas falhas
em 20 a 73% dos casos. (MOUGARI, 2017). No caso de M. abscessus subsp.
bolleti, o0 mesmo possui resisténcia intermediaria a cefoxitina (CARDOSO;
JUNQUEIRA-KIPNIS; KIPNIS, 2011) e, atualmente, o tratamento mais indicado para
M. abscessus subsp. bolleti € o uso de claritromicina associado a um
aminoglicosideo, via de regra a amicacina, adicionando-se a terizidona ou seu
andlogo, cicloserina (MINISTERIO DA SAUDE, 2007). Nas infeccbes graves de
tecidos profundos ou com evidéncia de disseminacgao, a Anvisa recomenda o uso de
imipenem combinado com claritromicina e amicacina por trés a oito semanas. Caso
nao seja possivel utilizar a amicacina, pode ser feita a substituicdo por tigeciclina
(ANVISA, 2009).
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1.5 FONTES DE INFECCAO

Segundo Shin et al (2007) a ndo evidéncia de transmissao de MCR de pessoa
para pessoa leva a proposicdo de que os seres humanos sejam infectados por
fontes ambientais, isto porque as micobactérias sdo habitantes naturais de uma
ampla variedade de reservatorios ambientais (SHIN et al, 2007).

O mecanismo de transmissdo mais aceito seria a formacdo de aerossois
contendo os microrganismos, no caso de infec¢des respiratérias, e sua ingestao por
via digestiva, em linfadenites. Em pacientes com infec¢des cutaneas, é provavel que
aconteca a inoculacdo direta do patdogeno através da agua e/ou outros materiais
cirirgicos (LUNA, 2001).

Entretanto, ndo h& explicacdes claras para elucidar as fontes de infeccao
associadas a essas micobactérias. Tal questdo pode estar relacionada a uma
possivel contaminacdo da agua e falhas no processo de limpeza do instrumental
cirirgico onde, apdés o acumulo de matéria organica, haveria a formacdo de
biofilmes, dificultando assim a ac&o dos desinfetantes (CARDOSO et al, 2008).

Com relacdo as infeccbes por MCR, dentre os fatores citados como
predisponentes estdo a sobrevivéncia atipica desses microrganismos em diferentes
ambientes, incluindo o crescimento em agua destilada; sua resisténcia aos biocidas,
como o caso do glutaraldeido; e a sua capacidade de formar biofilmes (ADEKAMBI
et al, 2006, DUARTE et al, 2009, CHO et al, 2010, RICHARDS; OJHA, 2014).
Segundo Esteban et al (2008b), infeccbes relacionadas com biofilme representam
mais de dois tercos de todas as infeccOes associadas a estes microrganismos
(ESTEBAN et al, 2008b).

A capacidade infecciosa das MCR também estd documentada em muitos
estudos, tendo sua importancia progressivamente aumentada nos ultimos anos, com
o isolamento de diferentes espécies em ambientes aquéaticos, incluindo naturais,
residuais, recreativos, industriais, hospitalares e 4guas de sistema de distribuicéo
municipal (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004, RENDON et al, 2012). Além
disso, micobactérias ambientais também sdo capazes de formar biofilme, por
exemplo M. fortuitum e M. chelonae, podendo persistir mesmo na presenca de
sistema corrente (PRIMM; LUCERO; FALKINHAM, 2004).
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Em estabelecimentos de saude, as MCR tém sido encontradas em agua
encanada, maquinas de gelo, equipamentos dentarios, broncoscoépios, injetores,
agua de rinsagem para maquinas de hemodidlise (provavelmente devido a
hidrofobicidade da parede das células micobacterianas) e em desinfetantes
(HOWARD; BYRD, 2000, WILSON et al, 2001, GUIMARAES et al, 2016).

Um aspecto comum que foi observado em todos os surtos de MCR ocorridos
no Brasil foi o relato de que diferentes cirurgides utilizaram seu préprio equipamento
de laparoscopia desinfetado em solucdo de glutaraldeido 2% entre cirurgias de
diferentes hospitais (VIANA-NIERO et al, 2008, MONEGO et al, 2011). Esse
procedimento, quando mal executado, pode se tornar um grande problema, ja que
as MCR sobrevivem em equipamentos desinfetados de forma inadequada, que
posteriormente sdo utilizados em diagndsticos clinicos ou em cirurgias, causando

infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (SHIN et al, 2007).

1.6 DESINFETANTES USADOS NO AMBITO HOSPITALAR

A eficacia do desinfetante contra as micobactérias depende da composicéo,
concentracdo e poténcia do principio ativo, da presenca de matéria organica, do
tempo de contato com o desinfetante, da manipulacdo correta do produto, do pH e
temperatura adequados durante o procedimento de desinfec¢do. Porém, a presenca
de cepas resistentes pode ser determinante na ineficacia da atividade antimicrobiana
do desinfetante (RUSSEL, 2003, VIJAYARAGHAVAN et al, 2006).

Os desinfetantes hospitalares de alto nivel podem conter em suas
formulagBes principios ativos tais como glutaraldeido, ortoftalaldeido e &cido
peracético (BLOCK, 2001).

1.6.1 Acido Peracético

O é&cido peracético estd comercialmente disponivel em formulacdes aquosas

ou em po6, para uso manual ou automatizado, possui atividade rapida contra
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microrganismos, inclusive os esporulados, e é eficaz mesmo na presenca de matéria
organica. A concentracdo de seu uso e o pH da solucdo sédo formula-dependentes
(PSALTIKIDIS et al, 2014). Sua principal vantagem €& a decomposicdo em
compostos nao-toxicos, porém € um produto corrosivo e considerado instavel
particularmente quando diluido (RODRIGUES et al, 1997). O largo espectro de
atividade antimicrobiana do acido peracético e a relativa auséncia de residuos
toxicos levou a ampla aplicacdo desse tipo de produto. Dessa forma, é aceito para
utilizacdo em induastrias alimenticias e de bebidas, na desinfeccdo ou esterilizacdo
terminal de reservatorios de ago inoxidavel, encanamentos, reservatorios de vidro,
no tratamento de agua, no reprocessamento de hemodialisadores, entre outras
(BLOCK, 2001, WOLFF; ZYDNEY, 2005).

O mecanismo de acao atribuido ao acido peracético € a desnaturacédo de
proteinas e enzimas, aumentando a permeabilidade da parede celular através do
rompimento das cadeias sulfidril (-SH) e das pontes dissulfeto (S-S) (RUSSEL;
MCDONNELL, 1999). O acido peracético possui atividade bactericida, esporocida e
fungicida. Apesar de seu mecanismo de acdo ndo estar amplamente estudado
contra outros microrganismos, seu efeito mediante varios alvos sugere que também

possa inativar micobactérias (RUSSEL, 2003).

1.6.2 Ortoftaladeido

O ortoftalaldeido (OPA) é um aldeido solivel e estavel, sensivel a luz
ultravioleta e a oxidacao pelo ar, que apresenta uma formulacdo comercial pronta
para uso, com concentracéo igual a 0.55%, pH 7,5, sendo usado para desinfeccao
de artigos termo-sensiveis. Efetivo a temperatura ambiente, ndo necessita de
ativacdo ou diluicdo inicial, com durabilidade maxima de 14 dias. Apresenta
caracteristicas favoraveis, quando comparado ao glutaraldeido, como maior
estabilidade, menor irritacdo para os usuarios, além de ser menos insalubre por ter
pressao de vapor menor. Apresenta também compatibilidade com diversos tipos de
matérias primas, tais como metais, plasticos, elastbmeros, adesivos, endoscopios

rigidos e flexiveis, como também equipamentos que possam ser submersos em
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solugbes quimicas. Ortoftalaldeido demonstra rapida atividade micobactericida,
provavelmente devido a sua natureza lipofilica, que facilita a sua penetragdo na
parede celular micobacteriana (BLOCK, 2001, MCDONNELL, 2007).

Este aldeido pode ser utilizado de forma manual ou automatizada. Apesar de
ser menos volatil que o glutaraldeido, também necessita ser manipulado em area
devidamente ventilada e com uso de equipamentos de protecdo individual
(PSALTIKIDIS et al, 2014).

1.6.3 Glutaraldeido

7

A solucdo de glutaraldeido 2% € um dos compostos basicos mais
amplamente utilizados como um desinfetante quimico para equipamentos cirlrgicos
em varios paises, especialmente para dispositivos ndo autoclavaveis, e por sua vez,
o desenvolvimento de resisténcia a esse biocida tornou-se uma preocupacado na
pratica hospitalar (MONEGO et al, 2011).

Esta é uma solucdo que, em pH alcalino, € amplamente utilizada para
desinfeccdo de alto nivel e esterilizagdo de objetos sensiveis ao calor, como
endoscopios e equipamentos de plasticos, ndo sendo corrosiva para a maioria dos
materiais (FRAUD; MAILLARD; RUSSEL, 2001, ANVISA, 2007b). Sua escolha é
pautada devido & acéo biocida e por agir mesmo na presenca de matéria organica.
Apés a ativacdo do produto, seu prazo de validade varia entre 14 e 28 dias,
conforme o fabricante, devendo haver, na pratica, um monitoramento da
concentracdo da solucdo por meio de fitas indicadoras da sua concentracdo. Essas
fitas ndo devem ser usadas para ampliar a vida util do glutaraldeido ap6s seu prazo
de validade, ou seja, ndo devem ser utilizadas ap6s a data de vencimento do
produto (RODRIGUES et al, 1997, ANVISA, 2007b).

E recomendado o manuseio de glutaraldeido em ambientes bem ventilados,
ja que seus vapores sao considerados irritantes e toéxicos para a pele, mucosas e
trato respiratério (MCDONNELL, 2007). Porém, é classificado como agente né&o
mutagénico, ndo cancerigeno e sem toxicidade sistémica pela Agéncia de Saude
Ocupacional dos Estados Unidos e Agéncia Internacional para a investigacao do
Cancer (ANVISA, 2007Db).
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O principal mecanismo de ac¢do do glutaraldeido ocorre através da reacgéo
cruzada com proteinas da superficie celular e da inibicdo da sintese de DNA, RNA e
outras macromoléculas presentes no microrganismo. O glutaraldeido &
predominantemente um biocida reativo a superficie. O modo de acdo especifico &
devido a reacdes de alquilagdo com grupos amino (aminas primarias) e sulfidrilas,
que formam pontes ou ligacbes cruzadas. Alguns aminoacidos possuem grupos
amino livres e expostos, que sao os alvos diretos das reacdes de acoplamento com
aldeidos como o glutaraldeido. Acredita-se que a ligacao cruzada destes grupos nas
proteinas da superficie celular leva a inibicdo rédpida das fungbes celulares
essenciais. O glutaraldeido € mais ativo com a alcalinizagédo, pois 0s grupos amino
na superficie das células sdo convertidos em aminas livres, que reagem com 0O
glutaraldeido, conduzindo a um efeito bactericida rapido (MCDONNELL, 2007). O
glutaraldeido possui também atividade micobactericida, porém nenhum estudo
critico foi desenvolvido para avaliar a natureza dessa acdo (MCDONNELL, 2007).

N&o existe referéncia ou padronizacdo em relacdo ao perfil de
susceptibilidade dos microrganismos aos desinfetantes, assim como € observado
para os antibidticos através de algumas organiza¢des internacionais (Clinical and
Laboratory Standards Institute - CLSI, European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — EUCAST), que classificam 0s microrganismos como
resistentes, com resisténcia intermediaria e sensiveis. Porém, em relacdo aos
desinfetantes, as publicacdes cientificas trazem muitas controvérsias, devido a falta
de padronizacdo das metodologias usadas para determinacdo do perfil de
suceptibilidade dos microrganismos frente aos desinfetantes. A denominacédo de
resistente ou sensivel se torna muito subjetiva, por isso o termo tolerancia ao

desinfetante € considerado mais adequado.

1.6.3.1 Tolerancia ao glutaraldeido

Alguns relatos cientificos descrevem a resisténcia de MCR aos desinfetantes,
apontando problemas em relacdo ao uso do glutaraldeido na desinfeccdo de
equipamentos, como maquinas de lavagem e desinfeccdo de endoscépios (VAN
KLINGEREN; PULLEN, 1993, GRIFFITHS et al, 1997, NOMURA et al, 2004). Van
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Klingeren e Pullen (1993) mostraram que a desinfeccao constante de equipamentos
com glutaraldeido levou a selecdo de cepas de M. chelonae com reduzida
suscetibilidade a esse agente. O mesmo ocorreu em outro estudo, onde cepas da
mesma bactéria foram isoladas de dois endoscopios e se comportaram de forma
resistente a solucdo de glutaraldeido 2% (GRIFFITHS et al, 1997). Recentemente,
surtos de infeccbes por M. abscessus subsp. bolletii também foram associados ao
desenvolvimento de resisténcia (DUARTE et al, 2009, LORENA et al, 2010) e
tolerancia ao desinfetante (SOUTO, 2011).

1.7 MECANISMO DE TOLERANCIA

Um progresso consideravel tem sido feito na compreensdo dos mecanismos
de tolerancia aos desinfetantes. A tolerancia pode ser uma propriedade natural de
um microrganismo (intrinseca) ou adquirida por mutacdo ou aquisicdo de
plasmideos ou transposons (McDONNELL; RUSSELL, 1999).

A tolerancia intrinseca € demonstrada por esporos bacterianos e bactérias
Gram-negativas em desinfetantes a base de clorexidina, quaternarios de aménio e
fendis. Esta tolerancia das bactérias pode ser explicada através da barreira
apresentada pela membrana externa e pelo glicocalix, prevenindo assim a absorcéo
do desinfetante. Ja a resisténcia adquirida, mediada por plasmideo, é mais
amplamente associada a compostos de mercurio, clorexidina e quaternarios de
amonio em bactérias Gram-negativas (MCDONNELL; RUSSELL, 1999).

O mecanismo de tolerancia das micobactérias a desinfetantes ndo esta bem
elucidado, porém sabe-se que a baixa permeabilidade da parede externa das
micobactérias certamente contribui para a tolerdncia desses microrganismos a
diversos agentes, inclusive antibiéticos (STEPHAN et al, 2004).

O abundante conteudo lipidico e a camada tripla da parede celular conferem
as micobactérias mais tolerancia aos desinfetantes, as temperaturas elevadas e a
luz ultravioleta, quando comparadas a outras bactérias patogénicas (FONTANA,

2008). Alem disso, estes fatores auxiliam na formacdo de biofiime que, além do
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suporte ao crescimento micobacteriano, protegem o microrganismo, dificultando a
desinfeccdo (LORENA; DUARTE; PITOMBO, 2009).

A parede celular micobacteriana desempenha um papel crucial na protecao
da célula contra compostos extracelulares tdxicos, como ja citado anteriormente. A
mesmo atua de forma sinérgica com outros sistemas internos induziveis por
antibioticos. Estes sistemas, conhecidos de maneira geral como resisténcia
intrinseca, incluem bombas de efluxo, enzimas modificadoras/inativadoras de
antibioticos, enzimas modificadoras de alvo e genes que conferem resisténcia a
metais (Tabela 1) (NESSAR et al, 2012).

Tabela 1. Resumo dos genes e possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia intrinseca de M.

abscessus.
Antibidticos Localizagio e genes Proteinas envolvidas Mecanismos de resisténcia
antibidticos hidrofilicos permeabilidade seletiva da parede celular
MAB_4395 aminoglicosideo 2-N-acetiltransferase  enzimas modificadoras de antibictico
aminoglicosideos MAB 0327, MAB_0951 aminoglicosideo fosfotransferases
MAB_3637c, MAB_4910c, MAB_4395
rifampicina MAB_0951 rifampicina-ADP-ribosiltransferase
bHactdmicos MAB_2875 b-actamase enzimas degradadoras de antibidtico
gene em(41)
macrolideos 235 RNA metiltransferase enzimas modificadoras de alvo
MAB_2297
transportadores ABC
varios antibidticos disperso no genoma bombas de efuxo
familia MmpL
plasmideo pMMV23 .
compostos metalicos operon r?gulad;r de merciirio MerR, bombas de efuxo/desintoxicacio
MAB_p05c, MAB_06c mercirio redutase, operon ars

Fonte: Adaptado de Nessar et al (2012).

Estudos demonstraram que MCR, como M. fortuitum e M. chelonae, sao
capazes ndo somente de sobreviver, mas também de se multiplicar em agua
destilada, atingindo niveis de 10* a 108 células por mililitro, sendo mais resistentes a
alguns desinfetantes do que bactérias Gram-negativas, tipicamente encontradas em
equipamentos hospitalares (CARSON et al, 1978).

Moléculas proteicas também ja foram relacionadas a tolerancia de bactérias
ao glutaraldeido. Chiu et al (2007) demonstraram que a proteina Imp/OstA,

associada a tolerancia de Helicobacter pylori ao glutaraldeido, é proveniente de
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bactérias Gram-negativas e participa da biogénese da parede celular. A perda da
estrutura desta molécula resultou na alteracéo da permeabilidade da membrana, da
sensibilidade ao solvente organico e da susceptibilidade a antibiéticos (CHIU et al,
2009).

Muitas proteinas necessarias a patogenicidade das micobactérias sao
proteinas de superficie que estdo envolvidas no metabolismo lipidico e transporte
através do envelope celular. As proteinas de superficie celular, como as porinas, séo
expostas ao ambiente externo. Logo, estas proteinas sdo posicionadas idealmente
para proteger a bactéria ou para modificar a resposta imune do hospedeiro ao bacilo
(HE; BUCK, 2010).

Deficiéncias de porinas, que também atuam no transporte de moléculas como
os antibidticos para o interior da célula, podem representar um importante
mecanismo de tolerancia de M. chelonae e M. smegmatis frente ao glutaraldeido e
ao ortoftalaldeido. Sugere-se haver similaridades no mecanismo de outras
micobactérias e bactérias Gram-negativas em relacdo aos desinfetantes a base de
aldeido (SVETLIKOVA et al, 2009). Outro estudo reportou uma cepa de M.
smegmatis que sofreu mutacdo, perdendo a principal porina MspA. Foi observado
que essa delecdo aumentou o nivel de resisténcia da bactéria a alguns antibioticos.
Com base nesse estudo, verificou-se a relacdo entre a via das porinas e o
mecanismo de tolerancia, ja que houve modificacbes na permeabilidade da
membrana externa desta micobactéria (STEPHAN et al, 2004).

Outra evidéncia que explicaria a tolerancia de micobactérias aos biocidas sédo
as mudangas nos monossacarideos das por¢gBes arabinogalactana e
arabinomanana, que possivelmente provocam uma reducdo da permeabilidade da
parede celular, impedindo a penetracdo do desinfetante na bactéria e,
consequentemente, sua acao (MANZOOR et al, 1999). Hidrofobicidade e
impermeabilidade sdo certamente fatores que também contribuem para a tolerancia
das micobactérias a processos de desinfeccdo (BRENNAN; NIKAIDO, 1995), ja que
agentes hidrofilicos, mesmo em altas concentracbes, nédo possuem acéo
micobactericida (FRAUD; MAILLARD; RUSSEL, 2001).

Devido aos recentes surtos de infec¢cdes por MCR no pais e a falta de
elucidacdo dos mecanismos de tolerancia dessas micobactérias ao glutaraldeido, se
faz necessario o emprego de técnicas discovery driven, ou seja, que sdo baseadas

em descobertas antes das hipoteses.
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Como 0 mecanismo de tolerancia estd associado ao fendtipo das
micobactérias, tanto a transcriptébmica como a proteémica poderiam ser ferramentas
utilizadas para analisar o perfil de expressédo génica/proteica, porém a proteébmica
determina o0 que de fato esta sendo expresso. Neste cenario entdo, a protedbmica
pode contribuir de modo importante na avaliacdo qualitativa e quantitativa da
composicao proteica de M. abscessus subsp. bolletii, a fim de auxiliar na prevencéo

e no controle dessas infeccdes.

1.8 A ABORDAGEM PROTEOMICA

A andlise dos proteomas de diversos organismos biolégicos representa um
dos desafios na era pés-gendmica e constitui uma rica fonte de informacéo biolégica
(PATTERSON; AEBERSOLD, 2003). O termo protedmica surgiu pela primeira vez
em 1995 e foi definido como a caracterizagcdo em larga escala do conteudo proteico
de uma célula, tecido ou organismo (WASINGER et al, 1995). Atualmente, a
protebmica € definida como um conjunto de técnicas bioquimicas que permite
identificar, caracterizar e quantificar as proteinas e peptideos expressos por um
sistema, em um dado momento, sob condi¢cdes especificas. As ferramentas
protedmicas também podem ajudar no estudo das estruturas, funcdes e interacbes
entre proteinas (MALLICK; KUSTER, 2010).

O proteoma, diferentemente do genoma, € dindmico e pode variar
enormemente a nivel de expressao proteica, tanto quantitativamente, quanto em
relacdo as possiveis modificacbes pos-traducionais que as proteinas podem ter.
Estas modificacdes sdo dependentes dos diferentes estimulos que a célula ou
sistema podem sofrer, como altera¢cdes nutricionais, ambientais e de estresse. Em
resposta a esses estimulos, as proteinas podem também ser translocadas,
degradadas ou diferencialmente sintetizadas. O proteoma de uma célula sera o
reflexo do momento exato do estudo, sob as condi¢cbes experimentais determinadas
(GRAVES; HAYSTEAD, 2002, GOMES, 2014).

Didaticamente, a proted6mica pode ser classificada em trés grandes setores:
a) a protebmica dos perfis, que tenta estabelecer o padrdo de expressdo de

proteinas entre diferentes amostras; b) a protedmica funcional, utilizada no estudo
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das funcdes de proteinas, suas modificacdes pds-traducionais e suas interacdes; c)
a protedmica estrutural, que analisa a estrutura terciaria de proteinas e de seus
complexos (MITULOVIC; MECHTLER, 2006).

1.8.1 Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectropmetry (LC-MS/MS)

Classicamente, a protedbmica era baseada na separacdo de proteinas por
eletroforese bidimensional e sua posterior identificacdo por espectrometria de
massas (gel-based proteomics) (O'’FARREL, 1975, GORG et al, 2000). Atualmente,
apos varias inovagdes instrumentais e tecnoldgicas, a proteébmica tem se baseado
na analise em larga escala de peptideos em abordagens livres de gel, tambéem
conhecida como shotgun proteomics (WASHBURN; WOLTERS; YATES, 2001,
MICHALSKI et al, 2012).

Nos ultimos anos, a espectrometria de massas tornou-se uma poderosa
ferramenta para o estudo de proteinas em larga escala e, combinada com
estratégias experimentais inovadoras e avangos nos meétodos computacionais, a
protedmica baseada em espectrometria de massas tem permitido o estudo global de
proteomas de tecidos, células e microrganismos (KUMAR, 2009). Nesta abordagem
gel free, as proteinas sdo inicialmente digeridas em peptideos através da acéo de
uma protease especifica, resultando em uma mistura complexa de peptideos. Para
reduzir essa complexidade, varios tipos de cromatografias podem ser utilizadas
(BARBOSA et al, 2012). A cromatografia liquida tem sido amplamente utilizada
como técnica de fracionamento em substituicdo a eletroforese bidimensional e,
atualmente, acoplada diretamente a espectrometria de massas, é considerada uma
técnica rapida e sensivel para separacdo dos peptideos e posterior identificacdo
(FROHLICH; ARNOLD, 2006, ZHANG et al, 2010a).

A fim de identificar os componentes proteicos fracionados, utiliza-se a
espectrometria de massas para determinar a relacdo massa/carga (m/z) de
peptideos e proteinas ionizados. Os ions em fase gasosa sdo introduzidos no
analisador de massas, onde campos elétricos ou magnéticos sdo gerados dentro do

instrumento para separa-los, influenciando suas trajetorias, velocidade e/ou direcao.
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Os efeitos de um campo eletromagnético sobre o movimento de um ion sé&o
inversamente proporcionais a massa (m) do ion e diretamente proporcionais a sua
carga elétrica (z); o espectro de massas formado correspondera a abundancia do
ion versus sua relacdo m/z (CANAS et al, 2006).

Os componentes principais de um espectrometro de massas sao: a fonte de
ionizagdo, que converte as moléculas em ions em fase gasosa; um ou mais
analisadores de massas, que medem a relacdo massa/carga (m/z) dos analitos
ionizados; e um detector que registra o numero de ions de cada valor de m/z (Figura
2).

Figura 2. Principais componentes de um espectrometro de massas. As fontes de ionizacao
comumente utilizadas na proteémica séo o electrospray (ESI) (1) e o MALDI (2). Os tipos comuns de
analisadores sdo: as armadilhas de ions (a) linear e (b) em trés dimensdes; (c) triplo quadrupolo; (d)
ressonancia ciclotrénica de ions; (e) e (f) tempo de vbo; e (g) armadilha orbital. Figura modificada de

(CANAS et al, 2006).
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Como observado na Figura 2, existem dois métodos principais de ionizacao
que sao utilizados na analise de proteinas e peptideos: ionizacdo por electrospray
(ESI - Electrospray lonization) e ionizagéo por desorcdo a laser auxiliada por matriz
(MALDI - Matrix Assisted Laser Desorption lonization). No ESI, uma solu¢do aquosa
contendo a amostra é forcada a atravessar uma agulha capilar submetida a alta
voltagem. A solucdo é ejetada na forma de aerossol com gotas altamente
carregadas que, ap0s a evaporacdo do solvente, geram formas ionizadas da
amostra em fase gasosa. A abordagem shotgun frequentemente utiliza como fonte
de ionizacdo o ESI devido as vantagens de uma andlise mais direta, com menos
manipulacdo de amostra e menor tempo total de analise no espectrdmetro (Lin e D.,
2003).

Na ionizacdo por MALDI, breves pulsos de laser incidem sobre uma matriz,
frequentemente constituida de moléculas orgéanicas derivadas do acido cindmico, do
acido benzoico, das poli-hidroxiacetofenonas, ou de compostos poli e
heteroaromaticos. A matriz € co-cristalizada com a amostra e a energia do laser &
adsorvida, levando a dessorcdo das moléculas. Por ser relativamente simples e
sensivel, esse tipo de ionizacdo é frequentemente associada a analisadores do tipo
TOF em sequéncia. (BIENVENUT et al, 2002 STEEN; MANN, 2004, WISNIEWSKI,
2008, YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY, 2009, BARBOSA et al, 2012).

O analisador de massas de um espectrémetro é o componente que separa 0s
ions de acordo com a relacdo massa e carga (m/z). Os principais tipos de
analisadores de massas que sdo utilizados na protedbmica séo: armadilha de ions
tridimensional (IT) ou linear (LT), quadropolo (Q), ressonancia ciclotrénica de ions
(ICR), tempo de voo (TOF — Time of Flight) e armadilha orbital (Orbitrap) (Figura 2).
A maioria dos instrumentos é usada de forma hibrida, ou seja, compostos de dois ou
mais analisadores, com objetivo de aproveitar as distintas capacidades de cada um
deles, como por exemplo, Q-TOF, TOF-TOF, LTqg-Orbitrap XL (lonTrap-Orbitrap) e
Q-Exactive plus (Quadrupolo-Orbitrap). O objetivo final € o alto desempenho (alta
resolucdo, acuracia e sensibilidade) para determinar, em larga escala, as massas
referentes aos peptideos (MS1) e seus fragmentos (MS2 ou MS/MS) (YATES, 2004,
CANAS et al, 2006, HAN; ASLANIAN; YATES, 2008).

Uma vez analisadas e detectadas as massas dos peptideos (MS1), o
sequénciamento destes peptideos € obtido com a analise dos fragmentos gerados

pela quebra das ligagGes peptidicas da molécula por técnicas de fragmentacao.
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Existem diversas metodologias de fragmentagcdo, como a dissociacao
induzida por colisdo (CID — Collision-Induced Dissociation); dissociacao induzida por
colisado de alta energia (HCD - Higher-Energy Collisional Dissociation); dissocia¢céo
por transferéncia de elétrons (ETD - Electron Transfer Dissociation).

No método de CID, os ions precursores dos peptideos selecionados sao
transferidos para uma regido de vacuo do espectrémetro de massas apos ionizagado
por ESI ou MALDI. Os peptideos sao entdo acelerados para uma camara dentro do
espectrometro contendo um gas inerte (hélio, argénio ou nitrogénio) fazendo assim
com gque ocorram colisbes entre estes peptideos ionizados e os atomos deste gas
inerte (MANN, MENG, FENN, 1989). A energia translacional transferida de cada
colisio é convertida em energia vibracional causando, em consequéncia, a
fragmentacdo do peptideo. O modelo da mobilidade do proton (DONGREET al,
1996) descreve como a energia interna adquirida, induz a transferéncia intra-
molecular dos prétons em cada peptideo, culminando na desestabilizacdo das
ligacbes do esqueleto polipeptidico e, por consequéncia, induzindo a formacéo de
dois ion-fragmentos (MANNET al, 1989), que séo classificados como ions que retém
a carga residual (préton) no lado N-terminal (gerando fragmentos -a, -b e -c,
dependendo da ligacdo que é fragmentada); ions que retém a carga residual
(préton) na regido C-terminal (gerando os fragmentos -X, -y -z, dependendo da
ligacdo que é fragmentada), segundo a nomenclatura proposta por Roepstorff e
Fohlmann (1984), sendo estes pares de ions a/x, bly, e c/z sdo ions
correspondentes e complementares entre si (fragmentos opostos).Devido as
ligacbes peptidicas serem as menos energéticas, espera-se que a formacdo de
fragmentos -b/-y seja mais frequente em relacdo aos demais fragmentos, o que
permite uma melhor interpretacdo dos espectros (TABBET al, 2003; O'HAIR, 2000;
WYSOCKIET al, 2000).

Tipicamente, no CID séo fragmentados os peptideos em ordem decrescente
de intensidade. O “ion precursor” se refere ao ion peptidico selecionado para
fragmentacao e a relacdo m/z deste ion é determinada no MS1. Seus fragmentos,
pds-colisdo sdo chamados de “ions produto” e seus m/z sdo determinados no MS2
(STEEN; MANN, 2004, WALTHER; MANN, 2010). Pode haver a formacao de dois
conjuntos de “ions-produto”. os que retém a carga residual (préton) no lado N-
terminal (fragmentos das séries a, b, ¢, dependendo da ligacdo que é fragmentada);

e 0s que retém a carga residual na regido C-terminal (fragmentos das séries X, Y, z,
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dependendo da ligacdo que é fragmentada). Ainda que possa ocorrer em VAarios
locais, a fragmentacdo é preferencial nas ligacbes peptidicas, gerando
fundamentalmente ions das séries y e b (AEBERSOLD; GOODLETT, 2001).

A fragmentacdo por HCD esta disponivel para espectrometros que possuem
analisadores do tipo orbitrap (OLSEN et al, 2007). Os ions sdo fragmentados na
camara de colisdo, em seguida sao transferidos para o C-trap e, posteriormente para
analise em alta resolucao no orbitrap. Comparado com o adissociacao induzida por
colisdo (CID), a fragmentacdo em HCD com um detector orbitrap n&o possui um
corte de tamanho para as massas. Além disso, a deteccdo de ions é em alta
resolucdo e aumenta os ions fragmentos, resultando em uma melhor qualidade de
espectros em MS/MS. O HCD também aumenta os niveis de energia de dissociacéo
em relacdo aos fragmentos de CID, permitindo uma gama mais ampla de vias de
fragmentacao.

Neste trabalho, utilizamos o espectrometro de massas Q-Exactive Plus
(Thermo Scientific,USA), que possibilitou a abordagem proteémica baseada em
nLC-ESI-MSMS. Este instrumento mantém o isolamento do ion precursor com alta
seletividade no quadrupolo, seguido pela andlise da massa em alta resolugdo no
Orbitrap. Esta configuracdo permite novos métodos quantitativos baseados em
medi¢cdes de alta resolucdo/acuracia, incluindo andlise direcionada no modo MS
(monitoramento de um dnico ion) e no modo MS/MS (monitoramento de reacao
paralela). A capacidade do quadrupolo de selecionar uma faixa m/z restrita ou
(sequencialmente) um pequeno numero de ions precursores oferece novas
oportunidades para quantificagdo em amostras complexas, enriquecendo
seletivamente componentes de baixa abundancia (GALLIEN et al, 2012).

A identificacdo dos peptideos a partir dos espectros de massas pode ser feita
mediante o auxilio de ferramentas computacionais, onde 0s espectros com a relacdo
m/z dos ions precursores, juntamente com o espectro de dissociacdo destes,
formam um conjunto de dados a ser analisado. As trés formas comumente usadas
de estratégias para identificacdo sdo: sequenciamento de novo, sequence tag
search, e o peptide spectrum match (PSM). No PSM, os espectros de massas
experimentais sdo comparados com espectros teodricos gerados a partir de um
banco de dados de sequencias proteicas. Para isso, utilizam-se algoritmos de
buscas como, por exemplo, o Comet (ENG; JAHAN; HOOPMANN, 2013) e o0 Mascot
(PERKINS et al, 1999), que sao capazes de comparar os espectros MS/MS obtidos
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experimentalmente com os espectros tedricos (YATES; RUSE; NAKORCHEVSKY,
2009, NESVIZHSKII, 2010, JUNQUEIRA; CARVALHO, 2012).

Apesar da intensidade do pico ser proporcional a quantidade de amostra, o
MS néo é diretamente quantitativo devido a variagcdo na resposta do detector,
diferente ionizacdo e outros fatores, para tanto, foram desenvolvidas diversas
metodologias que permitem a quantificacdo de diferentes condi¢cées experimentais
(ONG et al, 2002).

Véarias metodologias vém sendo utilizadas em experimentos de Prote6mica
quantitativa, tais como: Stable Isotope Labelling by Amino Acids in Cell Culture
(SILAC), que permite a comparacdo de duas ou mais condicdes experimentais,
devido a incorporacdo de aminoacidos contendo isétopos em suas versdes
“pesadas” (MANN, 2006, ONG, MANN, 2006, ONG et al, 2002); Isotope-coded
affinity tags (ICAT), que marca cisteinas livres (GYGI et al, 1999); Isobaric tags for
relative and absolute quantification (iTRAQ), que marca aminas livres e o0s
niveis de peptideos sdo aferidos no MS/MS (ROSS et al, 2004). E possivel
também realizar quantificacdo sem marcacdo (label-free), como é usada a
contagem de espectros ou intensidade dos peptideos por extracdo da
intensidade do cromatograma (XIC — Extracted lon Chromatogram), para estimar a
abundancia dos peptideos (ONG; MANN, 2005, WANG et al, 2008).

1.8.2 Estudos proteémicos em micobactérias

Infelizmente, raras sdo as pesquisas protedmicas para as MCR de
importancia clinica, como M. abscessus, M. chelonae e M. fortuitum.

Mycobacterium smegmatis, devido ao seu status ndo patogénico e tempo de
geracdo mais rapido, € frequentemente usado como um organismo micobacteriano
modelo para o estudo da biologia de M. tuberculosis, isto por causa da similaridade
dos processos celulares basicos nessas duas espécies (WANG; MARCOTTE, 2008,
CHOPRA et al, 2014).

Trabalhos sobre o proteoma de M. smegmatis sdo promissores no estudo dos

mecanismos de crescimento micobacteriano, metabolismo lipidico complexo,
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interacdes com o ambiente e desenvolvimento de drogas antimicrobianas. As
proteinas da parede celular sdo particularmente interessantes neste ultimo aspecto.
He e De Buck analisaram o proteoma da parede celular de M. smegmatis cepa MC2
155 com o objetivo de construir um mapa de proteinas de referéncia e obter
candidatos promissores para o desenvolvimento de vacinas e antimicrobianos contra
Mycobacterium spp. patogénico, especialmente porque sabe-se que o envelope das
células bacterianas, em conjunto com as proteinas da membrana plasmatica celular,
sdo os principais alvos de antimicrobianos atualmente conhecidos (HE; BUCK,
2010).

M. smegmatis também tem sido utilizada como modelo para estudar as
alteracdes na expressao proteica em tratamentos com drogas anti-tuberculose (anti-
TB). Os perfis proteicos, ap0s a exposicdo aos antimicrobianos, tornaram possivel a
classificagdo dos mecanismos de acdo desconhecidos em grupos semelhantes,
elucidando assim o sitio de acdo do farmaco. Em um trabalho de Wang e Marcotte
(2008), utilizou-se quantificacdo por espectrometria de massa para comparar 0S
padroes protedmicos (proteomics fingerprints) de drogas anti-TB e identificar
marcadores de acdo do antimicrobiano. Com a espectrometria de massas, foi
possivel inferir sobre a resposta proteica global de M. smegmatis para isoniazida
(INH), etambutol (EMB) e pirazinamida (PZA), o que permitiu identificar proteinas
gue mostraram niveis de expressao alterados relacionados aos efeitos sistematicos
dos antimicrobianos sobre as células micobacterianas (WANG; MARCOTTE, 2008).

Em outro trabalho, utilizou-se a prote6mica para estudar o metabolismo de M.
smegmatis alterado devido a utilizacdo de acidos graxos como fonte de carbono.
Gracas a notavel capacidade de M. tuberculosis em persistir dentro do hospedeiro
humano, como uma infeccdo clinicamente inaparente ou cronicamente ativa, 0s
acidos graxos podem ser uma importante fonte de carbono utilizada por estas
bactérias durante a infeccdo de longo prazo. O catabolismo de acidos graxos requer
a reprogramacdo de redes metabdlicas e as enzimas centrais para esta
reprogramacao tém sido alvo de descoberta de antimicrobianos (CHOPRA et al,
2014).

Sochorova et al (2014) estudaram os estdgios iniciais da formacdo de
peliculas de biofiime por M. smegmatis na superficie de um meio liquido. Em
amostras representando diferentes estagios morfoldgicos de formacédo de biofilme,

os perfis de expressao de proteina foram analisados usando eletroforese em gel
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bidimensional de alta resolugdo (2DGE) aliada a espectrometria de massas para
identificacdo das proteinas. As proteinas variantes identificadas foram divididas em
grupos, de acordo com seus perfis de expressdo (Grupos | a IV). O mais
interessante destes grupos continha proteinas com maior expressao na fase de
desenvolvimento do biofilme, quando as microcolbnias flutuantes, contendo células
longas e mais robustas, se associam em flocos e come¢am a formar uma pelicula
compacta. A maioria dessas proteinas esta envolvida na sintese ou modificacdo da
parede celular, principalmente através do envolvimento da biossintese do acido
micolico, e a maxima expressao dessas proteinas se correlaciona com as mudancgas
no tamanho celular e na rigidez da parede celular bacteriana observada por
microscopia eletrdnica de varredura (SOCHOROVA et al, 2014).

Apenas Shin et al (2010) utilizaram a analise protedbmica para caracterizar e
identificar diferentes proteinas extracelulares entre M. massiliense e M. abscessus

para auxiliar no diagndstico destas micobactérias (SHIN et al, 2010).

1.9 JUSTIFICATIVA

Priorizar a salde em nosso pais foi objetivo destacado a partir da criagdo da
Lei n® 8.080, de 19 de setembro de 1990, a Lei Orgénica da Saude, que regulamenta
o Sistema Unico de Saude (SUS). Nela, fica definido que a promoc&o, a protecdo e
a recuperacao da saude é um dever do Estado, cabendo a ele assegurar condi¢cdes
para garantir o bem-estar da populagéo e controlar situacdes de risco para a saude
publica. Nessa lei também fica definido o conceito de Vigilancia Sanitaria como um
conjunto de acbes capazes de prevenir, diminuir ou eliminar riscos a saude,
abrangendo o “controle da prestacdo de servicos que se relacionam direta ou
indiretamente com a satude” (COSTA; ROZENFELD, 2001, BRASIL, 1990).

Recentemente, ap6s a ocorréncia dos diversos surtos por MCR, varias
medidas foram tomadas pela Anvisa. Entre elas, primeiramente, a orientacdo do uso
com cautela do glutaraldeido como desinfetante de alto nivel, que culminou na
suspensao da esterilizacdo quimica por imerséo de instrumental cirargico e produtos
para a saude, pelo uso de qualquer agente esterilizante liquido. As investigagdes
promovidas pela Anvisa e vigilancias locais concluiram que os surtos se deviam a
falhas no reprocessamento de produtos meédicos criticos utilizados em cirurgias por

video ou convencionais (abdominais, ortopédicas, pélvicas e cirurgias plasticas).
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Essas conclusBes se basearam em observagdes empiricas, sem estudos cientificos
aprofundados, pautadas exclusivamente na observagédo do que estava ocorrendo na
pratica hospitalar, sendo que em nenhum momento foi elucidada a relagdo de M.
abscessus subsp. bolletii, principal espécie envolvida nos surtos, e a sua alta
tolerancia ao glutaraldeido.

Aplicado ao contexto de Vigilancia Sanitéria, originario do direito ambiental, ha
0 que chamamos de Principio da Precaucdo. De maneira geral, o Principio da
Precaucéo ultrapassa o da prevencao, impondo as autoridades a obrigacéo de agir
em face de uma ameaca de danos irreversiveis a saude, mesmo que 0S
conhecimentos cientificos disponiveis ndo confirmem o risco. A precaucdo atua na
incerteza cientifica e ndo existe por ela mesma, se constrdi a cada contexto, onde se
deve preservar o mundo de ameacas reais, ou mesmo do sentimento geral de medo
em relacdo a defesa da saude publica. O mesmo € aplicado quando uma atividade
representa ameacas de danos a saude humana e onde medidas de precaucao
devem ser tomadas, devido a um contexto de incertezas cientificas e do risco da
ocorréncia de danos graves (DALLARI, 2012).

Sabe-se gque a bicamada lipidica (rica em acido micélico) € uma barreira de
permeabilidade extremamente eficiente que protege a célula de compostos toxicos,
sendo considerado o principal determinante da resisténcia intrinseca de
micobactérias aos antibidticos mais comuns, agentes quimioterapicos e
desinfetantes quimicos (BRENNAN; NIKAIDO, 1995). Com isso, acredita-se entéo
qgue a resisténcia adquirida das micobactérias ao glutaraldeido poderia estar
associada ndo aos lipideos da parede celular e sim, as suas proteinas.

Assim, os recentes surtos de infec¢cdes por MCR no pais, associados a falta
de elucidacdo sobre o real fator de tolerancia ao glutaraldeido por esses
microrganismos, levaram a este estudo, a fim de auxiliar na prevengao e no controle
dessas infecgBes. Portanto, s&do imprescindiveis estudos que analisem o
comportamento de M. abscessus subsp. bolletii em relagdo ao perfil de proteinas
expressas entre as cepas INCQS n° 00594 e CRM 270, que apresentaram
comportamentos diferenciados frente ao glutaraldeido e, da formacéo de biofilme em

diferentes condi¢bes de cultivo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo foi avaliar em paralelo as cepas de M.
abscessus subsp. bolleti, CBRVS 00594 e CRM 270, a fim de elucidar os
mecanismos que conferem a tolerancia ao glutaraldeido. Para tal, utilizamos a
abordagem proteémica para analisar o perfil de proteinas expressas entre as duas
cepas. Além disso, verificamos a formacao de biofilme em condicbes que mimetizam
aguelas encontradas durante os surtos hospitalares, ou seja, em concentracdes

subinibitérias de glutaraldeido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Investigar qualitativa e quantitativamente a formacdo de biofilme por M.
abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 em condi¢cdes subinibitérias de

glutaraldeido;

v Analisar a formacao de biofilme através de microscopia confoca;

v Padronizar as técnicas de cultivo e extracdo de proteinas de culturas de M.
abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 e CRM 270;

v lldentificar e quantificar, por técnicas protebmicas, as proteinas de M.
abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 e CRM 270;

v' Apontar as proteinas diferencialmente abundantes entre as duas cepas e

inferir sobre as possiveis proteinas que atuem na tolerancia ao glutaraldeido.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

Foram utilizadas as seguintes cepas: M. abscessus subsp. bolletii CBRVS
00594 proveniente de surto epidémico e pertencente ao clone BRA 100, que foi
depositada na Colecéo de Bactérias de Referéncia em Vigilancia Sanitaria (CBRVS)
do INCQS pela Dra. Sylvia Cardoso Leao da Universidade Federal de Sao Paulo; e
M. abscessus subsp. bolleti CRM 270, proveniente de escarro de paciente e
também pertencente ao clone BRA 100, cedida pelo Dr. Rafael Silva Duarte, do
Laboratério de Micobactérias do Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Gées
da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IMPPG/UFRJ).

3.1.1 Manutencao de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594

O microrganismo liofiizado em ampola foi reconstituido seguindo as
recomendac¢bes do POP INCQS n° 653240.009 (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016). Primeiramente, o li6filo foi
reconstituido com aproximadamente 0,5 mL de meio Middlebrook 7H9 (BD Difco™,
USA). Posteriormente, foram transferidas aliquotas de aproximadamente 0,2 mL
para trés tubos contendo meio Lowestein-Jensen (BD Difco™, USA), que foram
incubados por 5 a 7 dias a 36 + 1°C. Posteriormente, as culturas foram estocadas
em geladeira a 2-5°C por um més. A cultura estoque foi renovada através de
repigues mensais em trés tubos de meio Lowestein-Jensen e também a cada seis
meses, através da abertura de uma nova ampola contendo o microrganismo

liofilizado.

3.1.2 Manutencédo de M. abscessus subsp. bolletii CRM 270



57

A manutencdo mensal foi realizada a partir da inoculagédo de uma algcada do
microrganismo estoque em um tubo contendo 1 mL de solucéo de cloreto de sddio a
0,85% com 0,1% de polissorbato, onde foram acrescentadas pérolas de vidro. O
conteudo deste tubo foi agitado em agitador de tubos e uma aliquota de 0,2 mL
dessa suspenséao foi transferida para um tubo contendo meio Lowestein-Jensen, que

permaneceu incubado por 7 dias, a 36 + 1°C.

A manutencao em glicerol foi realizada a partir da transferéncia de uma
alcada do microrganismo estoque para um tubo contendo pérolas de vidro, que foi
levado a agitacéo por 15 segundos em agitador de tubos. Uma aliquota de 4 mL de
tampao glicerol (MERCK, USA) 15% pH 7,4 foi adicionada ao tubo, que novamente
foi levado & agitacdo. A suspensdo permaneceu em repouso durante 10 minutos,
sendo distribuidas posteriormente aliquotas de 1,2 mL para criotubos, que foram
estocados a -20°C e -70°C.

3.1.3 Caracteristicas fenotipicas das cepas bacterianas

Nas duas cepas foram realizadas as seguintes provas bioquimicas: provas da
catalase e catalase a 68°C e producao de niacina e nitrato, segundo Kent e Kubica
(1985). As provas foram realizadas em colaboracdo com a Dra. Maria Cristina da
Silva Lourenco, do Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios do Instituto Nacional
de Infectologia (INI) da Fiocruz.

3.1.4 Avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos

As cepas foram submetidas ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
através da verificagdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), conforme

recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2011). Os
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testes foram realizados em colaboracdo com a Dra. Maria Cristina da Silva
Lourenco, do Laboratério de Bacteriologia e Bioensaios do INI/Fiocruz.

Os antibidticos utilizados e suas respectivas concentragcdes antimicrobianas
foram: amicacina (1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 e 128 ug/mL); cefoxitina (2, 4, 8, 16, 32, 64,
128 e 256 pg/mL); ciprofloxacina (0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8 e 16 pg/mL);
claritromicina (0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 e 64 pg/mL); trimetropim-sulfametoxazol
(0,25/4,75, 0,5/9,5, 1/19, 2/38, 4/76, 8/152, 16/304 e 32/608 pg/mL); doxiciclina,
tobramicina e moxifloxacina (0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 e 32 pug/mL).

Para a verificacdo da CIM das cepas frente aos antibidticos citados acima, foi
realizada a técnica de microdiluicdo. Apds o crescimento dos microrganismos a 36°C
por 7 dias em meio Lowestein-Jensen, foram realizadas suspensdes bacterianas em
solucéo salina estéril a 0,85% compativeis ao grau 0,5 da escala de McFarland (~1,5
x 108 células). Posteriormente, as suspensdes foram diluidas na escala de 1:1.000
em caldo Mueller Hinton Il (BD Difco™, USA) cation ajustado (CMHCA), de modo a
se obter uma concentracéao final de células de 1,5 x 10° UFC/mL.

Utilizando uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, foram aplicados 200 pL
de &gua destilada estéril nos pocos da placa néo utilizados para evitar a evaporacao.
Posteriormente, 100 pL de caldo CMHCA foram colocados nos poc¢os das colunas 2
a 11 (fileiras B a G) e, nos pogos que correspondem ao controle interno do meio de
cultura (E11 a G11) foram aplicados 200 pL de caldo CMHCA. Depois, 100 pL da
maior concentracdo do antimicrobiano foram colocados nos pocos da coluna 2
(fileira B a G) e na coluna 10 (controle interno dos antibiéticos). Com auxilio de uma
pipeta multicanal ou monocanal foram homogeneizados os 100 pL dos
antimicrobianos com os 100 pL de caldo CMHCA e, foram feitas diluicbes seriadas
nas colunas 2 a 9 (B a G). Em seguida, apés homogeneizacdo com a pipeta, os 100
pL de cada antimicrobiano na coluna 9 foram desprezados.

Apés a inoculacdo das diferentes concentragfes antimicrobianas na placa,
foram inoculados 100 pL da suspensao bacteriana diluida em cada poco da
microplaca (colunas 2 a 9, fileiras B a G) e nos controles de crescimento bacteriano
(B11 a D11).

A placa foi incubada por 72 h a 30 £ 1°C em papel aluminio, podendo ficar
incubada até o 5° dia. A leitura foi realizada através de inspecao visual, onde a 12
concentracdo que nao apresentou crescimento bacteriano (turvacdo do meio) foi

considerada a CIM.
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3.2 PRODUTOS

Foram utilizados dois produtos a base de glutaraldeido: uma solucdo de
glutaraldeido (1,5 pentanodial, CsHsOz2) a 25% (Merck, Germany) para o preparo das
concentra¢cfes de glutaraldeido a 0,5%, 1,0%, 1,5% e 2,0% e, um desinfetante a
base de glutaraldeido a 2% comercializado pronto para uso. Este ultimo foi utilizado
para analisar a tolerancia da cepa de M. abscessus subsp. bolleti CRM 270 e
CBRVS 00594 ao desinfetante.

3.3 AVALIACAO DA TOLERANCIA DAS CEPAS FRENTE AO GLUTARALDEIDO

Foi realizado segundo o Método Confirmatério para Avaliagcdo da Atividade
Micobactericida de Desinfetantes, segundo a Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) e o Procedimento Operacional Padronizado INCQS n°
653240.009 (TOMASINO, 2012, INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.3.1 Preparo da cultura teste de M. abscessus subsp. bolletii INCQS n°® 00594 e
CRM 270

A partir da cultura estoque, foram inoculados de 5 a 6 tubos contendo 10 mL
de caldo Proskauer-Beck (PB) modificado e esses tubos foram incubados a 36 + 1°C
por 5-7 dias. ApéOs esse periodo, foram adicionados aos tubos pérolas de vidro

estéreis para, entdo, serem homogeneizados em agitador de tubos.

3.3.2 Realizacdo do Método
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Quinze a vinte mL da suspensdao do microrganismo teste a 80% de
transmitancia, no comprimento de onda de 650 nm, anteriormente preparada, foram
empregados para contaminar 10-12 cilindros de porcelana durante 15 minutos. Apos
esse tempo, os cilindros foram transferidos, com auxilio de um gancho flambado, e
colocados verticalmente em placas de Petri forradas com duas folhas de papel de
filtro e levados a incubacédo em estufa a 36 + 1°C durante 30 minutos, para secagem.
No ensaio propriamente dito, a intervalos de tempos de 1 minuto, cada um dos dez
cilindros foi transferido, de forma cronometrada, para cada um dos 10 tubos
contendo o desinfetante a ser testado. Ap6s 30 minutos de contato com o
desinfetante, os cilindros foram transferidos, obedecendo ao mesmo intervalo de
tempo (1 minuto entre cada transferéncia), para os respectivos tubos contendo 10
mL de soro de cavalo e posteriormente para os tubos contendo 20 mL de caldo PB
modificado. A partir do tubo contendo soro de cavalo foram retiradas aliquotas de 4
mL, das quais 2 mL foram transferidos para dois meios de subcultura adicionais:
meio Middlebrook 7H9 e meio de Kirchners (K), distribuidos em porces de 20 mL
(Figura 2). Os tubos contendo os meios de cultura (caldo PB modificado, meio
Middlebrook 7H9 e meio de K) foram incubados inicialmente por 60 dias em estufa a
36 + 1°C, e no caso de auséncia de crescimento ou crescimento ténue, os tubos

foram re-incubados por um tempo adicional de 30 dias.

3.3.3 Controles

3.3.3.1 Controles de esterilidade

Todo material utilizado no ensaio foi analisado quanto a sua esterilidade

conforme descrito abaixo:

» Esterilidade dos cilindros de porcelana
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Um cilindro estéril, do lote utilizado no ensaio, foi adicionado a um tubo
contendo caldo PB modificado e incubado a 36 £ 1°C por 60 — 90 dias, conforme
descrito no procedimento do ensaio. Nao deve ocorrer crescimento microbiano
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

= Esterilidade dos meios de cultura PB, K e 7H9

A esterilidade dos meios de cultura foi verificada através da incubacdo de um
tubo de cada meio de cultura, a 36 £ 1°C por 60 — 90 dias, como descrito no
procedimento do ensaio e nao deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

» Esterilidade da agua purificada

Uma aliquota de 0,2 mL da agua purificada utilizada para diluir o desinfetante
elou preparar as solucdes de fenol foi adicionada a um tubo contendo caldo PB
modificado e incubado a 36 = 1°C por 60 — 90 dias, como descrito no procedimento
do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE
CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

» Esterilidade da solucao de cloreto de sodio a 0,85% com 0,1% de polissorbato

Uma aliquota de 0,2 mL da solucao de cloreto de sddio a 0,85% com 0,1% de
polissorbato, utilizada no preparo da suspensdo bacteriana da cultura teste, foi
adicionada a um tubo contendo caldo PB modificado e incubado a 36 = 1°C por 60 —

90 dias, como descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento
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microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2016).

» Esterilidade dos lotes de pipetas

Com o auxilio de um pipetador automatico, uma pipeta de cada lote utilizado
no ensaio foi utilizada para aspirar o caldo PB modificado contido no tubo de ensaio,
até acima da marcacao da graduacado e recolocado no tubo. Esse procedimento foi
repetido trés vezes e os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 60 — 90 dias, como
descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento microbiano
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

= Esterilidade do soro de cavalo

Uma aliquota de 2 mL de soro de cavalo estéril foi inoculada em um tubo de
cada um dos meios de cultura. Os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 60 — 90
dias, como descrito no procedimento do ensaio, e ndo deve ocorrer crescimento
microbiano (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE,
2016).

3.3.3.2 Controle da viabilidade dos meios de cultura PB, K, 7H9

Um cilindro contaminado e seco foi adicionado a cada meio de cultura
utilizado no ensaio. Os tubos foram incubados a 36 + 1°C por 60 — 90 dias, como
descrito no procedimento do ensaio. Apos esse tempo de incubacdo a evidéncia de
crescimento deve ser observada (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE
QUALIDADE EM SAUDE, 2016).
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3.3.3.3 Contagem da carga microbiana nos carreadores

A contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC)/cilindro de porcelana
foi realizada a partir de trés cilindros contaminados retirados da placa de Petri ap6s
o tempo de secagem, sendo esse cilindro submetido & sonica¢cdo em 10 mL de caldo
PB modificado por 10 minutos e agitacdo por um minuto. Em seguida foram
realizadas diluicbes sucessivas em 9 mL de caldo PB modificado. Aliquotas de 0,1
mL dessas diluicdes foram plaqueadas por spread plate em agar Mueller Hinton
(MH) em duplicata e incubadas a 36 = 1°C por 5 a 7 dias. A contagem das colonias
foi realizada apenas nas placas que obtiveram nimero de colénias de 0 a 300
(INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

3.3.4 Leitura e interpretacdo dos resultados

A leitura foi realizada através da verificacdo da presenca ou auséncia de
crescimento microbiano. No caso de crescimento, este foi confirmado através da
presenca de bacilos alcool — &cido resistentes (BAAR), corando pelo Método de
Ziehl-Neelsen (INSTITUTO NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM
SAUDE, 2016).

Como critério para avaliacdo da eficacia do desinfetante, esse deve ser capaz
de matar o microrganismo teste sobre os dez cilindros carreadores presentes no
meio PB e ndo deve ocorrer crescimento microbiano nas aliquotas de 2 mL do soro
de cavalo inoculadas nos meios de cultura de K e Middlebrook 7H9 (INSTITUTO
NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM SAUDE, 2016).

De acordo com o numero de tubos que apresentou crescimento nos ensaios
de avaliacdo da atividade micobactericida dos desinfetantes frente as cepas de MCR
estudadas foi estabelecido um critério de classificagdo onde as cepas foram
consideradas fracamente tolerantes (1-10 tubos apresentando crescimento), médio
tolerantes (11-20 tubos apresentando crescimento) e altamente tolerantes (21-30
tubos apresentando crescimento) (LANGSRUD; SUNDHEIM, 1997, SOUTO, 2011).
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Figura 2. Esquema da transferéncia dos cilindros entre os tubos utilizados no Método Confirmatério
para Avaliacdo da Atividade Micobactericida, da Association of Official Analytical Chemists (AOAC),
conforme descrito no Procedimento Operacional Padronizado (POP) INCQS n° 653240.009. D1 a
D10, tubos numerados de 1 a 10 contendo desinfetante; S1 a S10, tubos numerados de 1 a 10
contendo o neutralizante (soro de cavalo); PB1 a PB10, tubos numerados de 1 a 10 contendo caldo
PB modificado; K1 a K10, tubos numerados de 1 a 10 contendo meio de Kirchner; Middlebrook 7H9 1
a 7H9 10, tubos numerados de 1 a 10 contendo meio Middlebrook 7H9.
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3.4 OBTENCAO DO BIOFILME
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Todos os procedimentos visando a obtencdo e a quantificacdo dos biofilmes
foram realizados segundo descrito por Williams et al (2009), com modifica¢cdes.

3.4.1 Preparacédo dos materiais

Os discos de policarbonato (PC) e aco inox (Al) grau 316L, cada um medindo
13 mm de diametro e 4 mm de espessura (BioSurface Technologies, EUA), foram
lavados em sabdo neutro diluido, seguido de lavagem em agua purificada (5x), e
uma vez em etanol a 70%. Depois de secos ao ar, os discos foram autoclavados por

15 minutos a 121°C antes da utilizagao.

3.4.2 Crescimento do biofilme

Os biofilmes foram desenvolvidos nos discos de PC ou de Al autoclavados e
incubados em placa de cultura de tecido de 24 pocos (Corning Incorporated, EUA).
Cada disco foi coberto com 1,0 mL de caldo PB modificado contendo glutaraldeido
nas concentragdes de 0,5%, 1,0% e 1,5% (v/v). As suspensfes de M. abscessus
subsp. bolletii CBRVS 00594, coletados a partir da superficie de duas placas de agar
Middlebrook 7H10 (Difco, EUA), foram obtidas conforme descrito na etapa descrita
em 3.4.1. A concentracdo foi determinada pela leitura da absorvancia em
espectrofotometro a 620 nm na faixa de 2,150 a 2,200. As células em suspenséao
foram diluidas em &gua purificada e 100 pL de cerca de 10° UFC foram inoculadas
por poco. A concentracdo de in6culo foi confirmada pela contagem de UFC das
diluicbes de 107 e 108 inoculadas em duplicata em placas de agar Middlebrook
7H10. Na mesma placa de 24 pocos foram realizados os controles de esterilidade
dos discos, dos meios de cultura utilizados com e sem glutaraldeido e viabilidade do
microrganismo. As placas foram incubadas por 7 dias, a 36 + 1°C sem agitagdo. Ao
final do tempo de incubacdo, os discos foram removidos com pincas estéreis,
mergulhados trés vezes com movimentos suaves para cima e para baixo num

béquer contendo tampéo PBS para remover bactérias pouco aderidas. Esses discos
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foram processados para andlise das UFC e para a microscopia. A quantificacdo foi

realizada em triplicata e os experimentos repetidos trés vezes.

3.4.3 Quantificacao do biofilme por contagem das unidades formadoras de colonias

ApOs os discos serem lavados em PBS, o0s microrganismos foram
guantificados pelo cultivo em agar MH. Primeiramente, os discos foram colocados
em tubos de centrifuga de polipropileno de 50 mL contendo 10 mL de PBS com
0,1% de Tween 80. Os microrganismos foram removidos da superficie pela
aplicacao de trés ciclos de sonicacédo de 1 minuto, seguido de agitacao por 1 minuto.
A partir da suspenséo gerada foram retiradas aliquotas de 0,5 mL de cada tubo,
realizadas diluicdes seriadas de 10 a 10 com 4,5 mL de tampdo monopotassico
0,00425%. Apos as diluicdes, foram retiradas aliquotas de 100 pL de cada diluicéo
em duplicata e semeadas em placas contendo agar MH. As placas foram incubadas
por 5 a 7 dias a 36 + 1°C. A eficiéncia da remocéo foi estimada pela visualizacdo

microscopica dos isolados crescidos em triplicata sob cada condi¢do de cultivo.

3.4.4 Andlise do biofilme por microscopia

Nessa analise foi usado 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Invitrogen, USA)
para visualizacdo de todas as bactérias associadas a superficie do disco de PC,
formando bioflime, ja que o DNA presente € corado por essa substancia. Os discos
foram removidos da placa, mergulhados em tampéo PBS e, montados em laminas
de vidro. Apés isso, foi colocado em cada disco 50 pL de uma solucéo de 500 pg/mL
do corante DAPI em tampao PBS. A coloracéo foi realizada durante 10 minutos
protegido da luz direta. Os discos foram examinados em microscopio epifluorescente
Axioplan 2 Zeiss (Zeiss, Germany). As imagens foram obtidas através de objetiva a
0leo com aumento de 100x, capturadas em camera digital e analisadas por software

de imagens Axio Vision Rel. 4.7.
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3.4.5 Anélise estatistica

O teste de Grubbs foi utilizado para analisar valores aberrantes dentro de um
mesmo experimento e o teste ndo paramétrico de Mann Whitney para comparar 0s
resultados entre os experimentos e, p valores menores que 0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.

3.4.6 Microscopia de Varredura Confocal a Laser (MVCL)

Para avaliar o desenvolvimento do biofilme e sua estrutura tridimensional, M.
abcessus subsp. bolleti CBRVS 00594 crescido em diferentes condi¢cdes foi
analisado usando microscopia de varredura confocal a laser.

Os biofilmes foram desenvolvidos em placas para cultura celular de 4
compartimentos com fundo de vidro (Greiner Bio-One, Brasil). Cada compartimento
foi coberto com 125 pL de caldo PB modificado contendo glutaraldeido nas
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 1,5% (v/v) e, sem glutaraldeido. As suspensdes de
M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594, coletados a partir da superficie de duas
placas de agar Middlebrook 7H10 (Difco, EUA), foram obtidas conforme descrito na
etapa 3.4.1. A concentragdo foi determinada pela leitura da absorvancia em
espectrofotometro a 620 nm na faixa de 2,150 a 2,200. As células em suspensédo
foram diluidas em agua purificada e 125 pL de cerca de 10° UFC foram inoculadas
por compartimento.

Nos dias 7 e 14, o meio foi removido e, foram feitas 3 lavagens com tampao
PBS em cada compartimento. Durante o periodo de incubacdo de 14 dias, no oitavo
dia, os meios foram trocados por meios novos. As placas foram coradas com 50 pL
de corante de viabilidade Live/Dead BacLight (Invitrogen, Eugene, OR, USA) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante e mantidas no escuro até sua analise. O
reagente SYTO9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as formas
bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as
bactérias mortas. A analise da arquitetura do biofilme formado por M. abscessus
subsp. bolletii CBRVS 00594 foi realizada no microscopio de varredura confocal a
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laser Leica TCS-SPE (Leica,Germany) e as imagens geradas foram analisadas por
software LAS X.

3.4.7 Quantificacdo do biofilme por contagem das unidades formadoras de colbnias

em superficie de vidro

Os biofilmes foram desenvolvidos em laminulas de vidro autoclavadas e
incubadas em placa de cultura de tecido de 24 pocos. Cada laminula foi coberta com
200 pL de caldo PB modificado contendo glutaraldeido nas concentragces de 0,5%,
1,0% e 1,5% (v/v) e, sem glutaraldeido. As suspensfes de M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594, coletados a partir da superficie de duas placas de agar
Middlebrook 7H10 (Difco, EUA), foram obtidas conforme descrito na etapa descrita
em 3.4.1. A concentracdo foi determinada pela leitura da absorvancia em
espectrofotometro a 620 nm na faixa de 2,150 a 2,200. As células em suspenséao
foram diluidas em &gua purificada e 200 pL de cerca de 10° UFC foram inoculadas
por poco. A concentracdo de in6culo foi confirmada pela contagem de UFC das
diluicdes de 107 e 108 inoculadas em duplicata em placas de agar Middlebrook
7H10. Na mesma placa de 24 pocos foram realizados os controles de esterilidade
dos discos, dos meios de cultura utilizados com e sem glutaraldeido e viabilidade do
microrganismo. As placas foram incubadas por 7 e 14 dias, a 36 £ 1°C sem agitagao.
Ao final do tempo de incubacéo, as laminulas foram removidas com pincas estéreis,
mergulhados trés vezes com movimentos suaves para cima e para baixo num
béquer contendo tampao PBS para remover bactérias pouco aderidas.

Apés as laminulas serem lavadas em PBS, elas foram colocadas em outra
placa de 24 pogos com 200 pL de PBS com 0,5% de Tween 80 para posterior friccao
mecanica da laminula com um “rodo”. As laminulas foram colocadas em tubos de
centrifuga de polipropileno de 50 mL contendo 10 mL de PBS com 0,5% de Tween
80. Os microrganismos foram removidos da superficie pela aplicacdo de um ciclo de
sonicacdo de 10 minutos, seguido de agitacdo por 1 minuto. A partir da suspenséo
gerada foram retiradas aliquotas de 0,5 mL de cada tubo, realizadas diluicdes
seriadas de 10! a 107 com 4,5 mL de tampdo monopotassico 0,00425%. Apds as

diluicbes, foram retiradas trés aliquotas de 10 pL de cada diluicAo em duplicata e
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semeadas em placas contendo agar MH. As placas foram incubadas por 5 a 7 dias a
36 *+ 1°C. A eficiéncia da remocdao foi estimada pela visualizagdo microscopica dos

isolados crescidos em triplicata sob cada condig&o de cultivo.

3.5 ANALISE PROTEOMICA

A proxima etapa do projeto foi a utilizacdo das técnicas protebmicas para
identificacdo e quantificacdo das proteinas extraidas de M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 e CRM 270. Foram utilizadas 5 replicatas biolégicas de um ponto do

crescimento dos microrganismos.

3.5.1 Padronizagéo do indculo das cepas utilizadas no estudo visando a extragao de
proteinas

A partir da cultura estoque em criotubo das cepas de M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594 e CRM 270, foram inoculadas duas placas de agar
Middlebrook 7H10 (BD Difco™, USA), que foram incubadas por 7 dias a 36 + 1°C.
Apos esse periodo, alcadas foram transferidas para um tubo conico de 50 mL
contendo 10 mL de agua purificada e pérolas de vidro. O microrganismo foi
homogeneizado por 5 minutos em agitador de tubos e, ap6s um periodo de 20
minutos para sedimentacdo, o sobrenadante foi transferido para outro tubo. Foi
realizada uma diluicdo dessa suspenséo na faixa de 2,100 a 2,300 (leitura realizada
em uma densidade 6tica de 620 nm em espectrofotbmetro Shimadzu Modelo FTIR —
8400S). Essa faixa foi anteriormente estabelecida no laboratério, sendo obtida uma
contagem de células de cerca de 1,5 - 5,0 x 10° UFC/mL (EN 14348, 2005). Visando
essa confirmacdo foi realizada uma contagem de UFC/mL presentes nessas
suspensdes. Aliquotas de 100 uL de cada cepa foram retiradas e inoculadas em 900
UL de agua purificada. Foram realizadas diluicées seriadas de 10! a 107. Apds as
diluicdes, foram retiradas aliqguotas de 10 pL de cada diluicdo, em duplicata que

foram semeadas em placas contendo agar MH. As placas foram incubadas por5a 7
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dias a 36 £ 1°C. A contagem das colonias foi realizada apenas nas diluicbes que
apresentavam contagem de colonias na faixa de 0 a 30 UFC/10 puL (CHEN; NACE;
IRWIN, 2003).

3.5.2 Extracdo das proteinas

A partir da cultura estoqgue em criotubo das cepas de M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594 e CRM 270, foi primeiramente realizado o procedimento
descrito no item 3.4.1.

A suspensao gerada foi inoculada em tubos contendo 10 mL de caldo PB
modificado. Apos o periodo de 7 dias a 36 + 1°C, todos os crescimentos bacterianos
foram separados por meio de centrifugagdo, por 30 minutos, a 7.000 g, na
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados
1,2 mL de tampéo fosfato salina (PBS) para lavagem. Essa suspensao foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL e centrifugada por 20 minutos a 13.000 g. Essa etapa
de lavagem foi repetida trés vezes, sempre descartando o sobrenadante. Os pellets
referentes a cada condicao bioldgica e replicatas (n=5) foram armazenados a -70°C
até a posterior etapa de lise.

Ao pellet de células da micobactéria foram adicionados 100 pL de tampéao
0,05 M Tris-HCI, pH 7,6 com inibidor de proteases (Complete™, Roche, Suica). A
esse microtubo foram adicionadas pérolas de vidro de 425-600 microns (na
guantidade aproximada de metade do volume liquido). A lise celular foi realizada no
equipamento Mini Beadbeater (Biospec Products) em ciclos de 30 segundos, com
intervalos de 1 minuto em banho de gelo. Apds, foram adicionados 20 uL do mesmo
tampdo, acrescido de 10% de soédio dodecil sulfato (SDS), perfazendo uma
concentragéo final de 2% de SDS. As amostras foram fervidas por 3 minutos,
esfriadas a temperatura ambiente e centrifugadas por 5 minutos a 14.000 g. O
sobrenadante foi retirado e transferido para outro microtubo. A dosagem de

proteinas presentes foi realizada pelo método do acido bicinchoninico (BCA).

3.5.3 Dosagem de proteinas pelo acido bicinchoninico



71

A concentracdo proteica das amostras foi determinada pelo método do BCA
(SMITH et al, 1985). A curva padrdo de albumina bovina sérica (BSA, 1 mg/mL) foi
preparada em duplicata no intervalo de 0 a 50 pg de BSA, completando com salina
para um volume final de 100 pL. As amostras de proteinas das micobactérias
crescidas na presenca e auséncia de glutaraldeido (0,5%, 1,0% e 1,5%) foram
preparadas em duplicata no mesmo volume final (10 yuL da amostra completando até
100 pL de salina). Em cada um dos tubos foram adicionados 2 mL da mistura do
reagente A (&cido bicinchoninico, carbonato de sédio, tartarato de sodio e
bicarbonato de sédio em NaOH a 0,1 N) com o reagente B (4% de sulfato de cobre I
pentahidratado), numa propor¢cao de 2 partes do reagente A e 0,04 do reagente B.
Apds 30 minutos de incubacéo a 37°C, a absorvancia foi medida a 562 nm na leitora
de placas VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, EUA). A partir desta
leitura foi realizado o céalculo da concentracdo das proteinas nas amostras pela

curva padrao de BSA.

3.5.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e revelacdo por

impregnacéo por prata

A fim de visualizar o perfil eletroforético das proteinas extraidas, foram
preparados géis de poliacrilamida de acordo com o método descrito por Laemmli
(1970), em sistemas VertILO (Loccus Biotecnologia). O gel de empilhamento foi
preparado com acrilamida a 4% T/2,67% C em tampé&o Tris-HCl 0,5M pH 6,8 com
SDS a 0,4% (m/v), enquanto que o gel de corrida foi preparado com acrilamida a
12% T/2,67% C em tampéo Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 com SDS a 0,4% (m/v). Nas
amostras a serem analisadas, foi adicionado tampéao Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, SDS
2% (m/v), ditiotreitol (DTT) 20mM, glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol a 0,025%
(m/v). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos, resfriadas
até a temperatura ambiente e centrifugadas a 14.000 g por 5 minutos para aplicacao
no gel. Os parametros elétricos da corrida foram de 200 V constantes por

aproximadamente 40 minutos, em tampao de corrida contendo Tris 25 mM, glicina
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192 mM, SDS 0,1% (p/v), pH 8,8. Os padrbes de calibracdo utilizados (GE
Healthcare) foram: fosforilase B (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa),
anidrase carboénica (30 kDa), inibidor triptico de soja (20,1 kDa) e a-lactoalbumina
(14,4 kDa). Apoés a corrida eletroforética, os géis foram fixados por 30 minutos em
solucdo de etanol 40% e &acido acético a 10%, sob agitacdo. Em seguida, esta
solucéo foi descartada e os géis foram sensibilizados com 50 mL de uma solugéo de
etanol a 30% (v/v), glutaraldeido 0,5% (v/v), tiossulfato de sodio 0,2% (m/v) e
acetato de sodio 12% (m/v) por 30 minutos. Esta solucdo foi descartada e os géis
foram lavados por 3 ciclos de 2 minutos com agua Milli-Q. Apds a lavagem, os géis
foram impregnados com 50 mL de uma solucdo de nitrato de prata 0,25%,
formaldeido 0,04% (v/v) e tiossulfato de sédio 0,001% (m/v) por 20 min, sob
agitacdo. Os géis foram lavados novamente com agua Milli-Q por trés ciclos de 20
segundos para remover o excesso da solugéo anterior, sendo revelados com 50 mL
de uma solucdo de carbonato de sodio 2,5% (m/v), formaldeido 0,02% (v/v) e
tiossulfato de sédio 0,001% (m/v) em agua e agitados até que a revelacédo de todas
as bandas ocorresse. Em seguida, esta solucdo foi descartada e a reacdo foi
encerrada pela adicdo de 50 mL de uma solugcdo de EDTA-Na2.2H20 1,5% (m/v)
mantendo os géis sob agitacdo por 10 minutos. Os géis revelados foram guardados
em &cido acético a 1% (v/v) em agua.

3.5.5 Digestédo das amostras pelo método Filter Aided Sample Preparation (FASP) e
dessalinizagéo

A digestdo das amostras foi conduzida segundo o protocolo descrito por
Wisniewski et al (2009), com algumas modificacdes. Para 100 ug de proteinas, foi
adicionado DTT para uma concentracao final de 50 mM. As amostras foram fervidas
por 3 minutos e esfriadas a temperatura ambiente. Foram usados filtros de 0,5 mL
com membrana de corte a 30 kDa (Merk Millipore) para auxiliar na retirada de
reagentes prejudiciais as etapas seguintes de tripsinizacdo e purificacdo dos
peptideos. Cada unidade de filtracdo foi previamente lavada com 200 puL de agua
Mili-Q e centrifugada por 7 minutos a 10.000 g. Adicionou-se as amostras nas

unidades de filtracdo, 8 M de ureia em tampéo 0,1 M Tris-HCI pH 8,5, numa relacao
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de 200 pL de ureia para cada 30 puL de amostra, e o conjunto foi centrifugado por 17
minutos a 10.000 g. Este passo foi repetido com mais 200 pL de ureia. Em seguida,
as amostras foram incubadas a 25°C com 100 pL iodoacetamida (IAA) a 0,05 M,
homogeneizadas em camara escura (Thermomixer C - Eppendorf) por 15 minutos.
Apos centrifugacédo (10 minutos a 10.000 g), as amostras foram lavadas trés vezes
com 100 pL de ureia, seguida por outras trés etapas de lavagem com tampéao de
digestdo 0,05 M Tris-HCI pH 8,5, sendo que em cada etapa as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g.

Adicionou-se, entdo, 40 puL de tampéo de digestdo e 5 pL de solugéo estoque
de tripsina (20 pg em 100 pL de &cido acético 50 mM) (Promega, EUA), seguido de
homogeneizacdo em Thermomixer por 1 minuto a 37°C. Ap0s esse tempo, as
unidades de filtragdo foram vedadas com Parafilm e incubadas em camara Uumida a
37°C, por aproximadamente 20 horas, sem agitacao.

Os filtros foram entéo transferidos para novos microtubos e centrifugados por
5 minutos a 10.000 g. Foram adicionados a cada microtubo, 100 pL de tampéao de
digestdo e os microtubos foram centrifugados por mais 10 minutos a 10.000 g. O
conteudo foi seco em centrifuga a vacuo por aproximadamente 1 hora.

As amostras foram ressuspensas em 20 uL de &cido trifluoroacético 1%
(TFA), homogeneizadas em agitador de tubos, sonicadas por 5 minutos e aplicadas
em micro-colunas de aproximadamente 10 pyL de resina C8-18 Poros R2 (Life
Technology). Foram entdo equilibradas com TFA (1% v/v), seguindo-se de trés
lavagens com 0,1% (v/v) de TFA, para posterior eluigdo com 0,1% (v/v) de TFA em
70% (v/v) de acetonitrila. Os peptideos foram secos no speed vac e imediatamente
ressuspensos em 80 yL de acido formico a 1% (v/v), seguido de 10 minutos de
ultrassom e agitacao vigorosa. Dois microlitos destas amostras foram usados para
estimar a concentracdo dos peptideos por leitura da absorvancia 280 nm no
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

3.5.6 Andlise dos peptideos por espectrometria de massas

Os peptideos foram ressuspensos em 1% (v/v) de acido formico em agua e,

posteriormente, analisados por Nanoflow Liquid Chromatography-nanoelectrospray
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ionization-tandem Mass Spectrometry (nLC-nESI MS/MS) em sistema
cromatografico Ultimate 3000 (Dionex) acoplado ao espectdmetro de massas Q-
Exactive Plus (Thermo). Para tal, a amostra foi inicialmente aplicada a uma coluna
de guarda com 2 cm (100 um de didametro interno) empacotada com particulas de
silica de diametro de 5 um, poro de 200 A - Magic C18 AQ (Michrom Bioresources,
EUA). Em seguida, a amostra foi separada em coluna de 40 cm, PicoFrit Self-Pack
(75 um de diametro interno) e ponta de 10 um (New Obijective), empacotada com
silica de 1,9 um - ReproSil-Pur 120 C18-AQ (MAISCH, Alemanha). As amostras
foram carregadas em 0,1% (v/v) de acido formico e 2% de acetonitrila (eluente A),
na pré-coluna, com fluxo de 2 pL/min, enquanto que a separacdo cromatografica
ocorreu a 200 nL/min. Os peptideos foram eluidos com um gradiente de 2 a 45% de
0,1% (v/v) de acido férmico em acetonitrila (eluente B) durante 172 minutos, seguido
de gradiente 40-80% B em 4 minutos e lavagem a 80% B por 2 minutos. Na entrada
do espectrometro, a voltagem do spray foi ajustada para 1,9 kV, sem fluxo de gas
auxiliar e com a temperatura do capilar a 250°C. A voltagem das lentes foi ajustada
para 60 V.

Os espectros dos precursores (MS) foram adquiridos no analisador Orbitrap
com resolucdo de 70.000 (Full Width Half maximum, FWHM para m/z 200), valor de
Automatic Gain Control (AGC) definido para 1 x 108 e tempo maximo de injecéo de
250 ms. Até 12 ions precursores mais abundantes de cada varredura (de intervalo
de m/z 300 a 1.500) foram sequencialmente submetidos a fragmentacdo por HCD e
os ions-fragmento foram analisados novamente no Orbitrap com resolucdo de
17.500, no modo MS/MS, usando os seguintes parametros: valor de AGC definido
para 5 x 104, tempo de preenchimento maximo de 50 ms e limite de sinal minimo de
10° contagens. A fragmentacgédo do ion precursor foi realizada utilizando a energia de
colisdo normalizada de 35%, janela de isolamento de 2 m/z, tempo de ativacao de
50 ms e tempo de permanéncia de um ion na lista de exclusao (exclusdo dinamica)
de 60s. lons de carga Unica e ions sem estado de carga definido ndo foram
submetidos a MS/MS. Todas as amostras foram analisadas em triplicatas técnicas, e
os dados foram adquiridos utilizando o software Xcalibur (versdo 3.0.63 - Thermo
Fisher). O espectrometro de massas foi calibrado externamente, utilizando uma
mistura composta por cafeina, peptideo MRFA e Ultramark 1621, tal como

recomendado pelo fabricante do instrumento.
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3.5.7 Analise dos dados

As buscas contra os bancos de dados foram realizadas com a ferramenta
Comet (versao 2013.02), dentro do ambiente computacional PatternLab (versao 4.0)
(CARVALHO et al, 2016). A estratégia de identificacdo baseou-se na correlacdo dos
espectros experimentais de MS/MS com espectros de fragmentacdo tedricos,
derivados de sequéncias obtidas em um banco de dados (PSM). Foram compilados
quatro bancos de dados protedmicos de referéncia de Mycobacterium abscessus
depositados no Uniprot: Mycobacterium abscessus subsp. abscessus 57 (ID
UP000185223) com 6.751 sequéncias; Mycobacterium abscessus subsp. bolletii
1513 (ID UP000023351) com 5.985 sequéncias; Mycobacterium abscessus (strain
ATCC 19977 / DSM 44196 / CIP 104536 / JCM 13569 / NCTC 13031 / TMC 1543)
(ID UP000007137) com 4.940 sequéncias; e Mycobacterium abscessus (ID
UP000038470) com 7.750 sequéncias; totalizando 25.426 sequéncias. Foram
incluidos 127 contaminantes comuns (e.g., tripsina, queratina, BSA), além de
sequéncias peptidicas invertidas, formando um banco reverso. Para eliminar a
redundancia do banco, sequéncias contidas dentro de outra sequéncia (com 100%
de identidade) foram removidas e suas respectivas descricdes foram incluidas na
descricdo da proteina com sequéncia mais extensa (BARBOZA et al, 2011,
CARVALHO et al, 2012b). Os parametros da busca foram: peptideos tripticos e
semi-tripticos, com massas entre 500 e 5.000 Da, até 2 sitios de clivagem perdidos,
modificacdo fixa: carbamidometilacdo (Cys), modificacdo variavel: oxidacdo (Met),
tolerancia inicial de 40 ppm para ions precursores. A filtragem dos PSM foi feita
usando o Search Engine Processor (SEPro) (CARVALHO et al, 2012a). Para cada
resultado, os escores de cada métrica (XCorr, DeltaCN e ZScore) foram usados para
gerar um discriminador Bayesiano, aceitando 1% de falsas descobertas (False
Discovery Rate, FDR), estimadas pelo numero de identificacdes de sequéncias do
banco reverso. As proteinas mapeadas foram agrupadas de acordo com a maxima
parcimonia (ZHANG; CHAMBERS; TABB, 2007). O FDR global da analise foi de 1%
(BARBOZA et al, 2011).

As diferentes condi¢cdes biolégicas foram organizadas no modulo Project
Organization e, em seguida, foi feita a quantificacdo relativa através de contagem

espectral, habilitando o fator de distribuicAo normalizada da abundancia espectral
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(distributed normalized spectral abundance fator, ANSAF) (ZHANG et al, 2010b). Foi
gerado um arquivo .plp para analise qualitativa dos dados através de um diagrama
de Venn (Approximately area-proportional Venn Diagram). As proteinas assinaladas
em cada condicdo bioldgica foram, entdo, exportadas para planilhas Excel
(Microsoft).

O modulo TFold test do programa PatternLab for proteomics 4.0 foi utilizado
para maximizar as identificacbes que satisfizessem tanto um cut-off de fold change
guanto de p-valor. Neste modulo, o cut-off do fold change de uma proteina é dado
em funcdo do seu p-valor e um critério de estringéncia que objetiva detectar (e
separar) proteinas de baixa abundancia usando um estimador BH FDR (CARVALHO
et al, 2016). Foram utilizados os seguintes parametros: minimo de 2 replicatas
técnicas, BH g-value de 0,05 e L-stringency otimizado. Este parametro é o expoente
da lei de poténcia que o programa usa para maximizar o nimero de proteinas
diferencialmente abundantes para o g-valor especifico. Cada proteina mapeada é
representada por um ponto em um Volcano plot, de acordo com seu p-valor (eixo X)
e fold-change (eixo y) (CARVALHO et al, 2012, CARVALHO et al, 2016). Os pontos
vermelhos correspondem as proteinas que néo satisfazem nenhum dos critérios
(fold-change e g-valor); os pontos verdes, aquelas que satisfazem somente critério
de fold-change; os laranjas correspondem as proteinas que satisfazem tanto o
critério de fold change quanto o de g-valor, entretanto, sdo proteinas de baixa
abundancia, que precisariam de mais experimentos para confirmar sua diferenca de
abundancia; por fim, os pontos azuis representam as proteinas que satisfazem todos
os filtros estatisticos e, portanto, foram as utilizadas para as andlises das proteinas

diferencialmente abundantes.

3.5.8 Analise de enriquecimento de termos ontoldgicos para as proteinas

O termo ontologia em uma definicdo mais abrangente significa uma forma de
organizar, definindo classes e hierarquias aos aspectos fundamentais de uma
determinada entidade em estudo (SMITH et al, 2007).

Uma ontologia consiste em uma representacdo ou classificacdo utilizada

COmMO um meio para categorizar ou agrupar as informagdes em classes (SMITH et al,
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2007). O Gene Ontology (GO) é parte de um esforco internacional de classificacédo
de ontologias chamado Open Biomedical Ontologies (OBO) (http://obofoundry.org),
cujo objetivo é controlar e regulamentar as defini¢cdes e utilizacdo de vocabulario das
informacbes biomédicas. Trata-se de uma importante iniciativa para unificar a
representacdo de genes e suas expressoes, tais como RNA e proteinas, para todas
as espécies

As analises de enriquecimento de termos de GO foram realizadas através do
sistema Annotation Retrieval of Genel Ontology Terms 2.5 (ARGOT 2.5)
(http://www.medcomp.medicina.unipd.it/Argot2-5/). As proteinas identificadas foram
classificadas por ontologia de termos definidos segundo trés dominios do GO:
Processo biolégico, Funcdo Molecular e Componente celular e, para cada categoria,

utilizou-se uma estrutura de subcategorias mais especificas (LAVEZZO et al, 2016).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DAS CEPAS E AVALIACAO DA
SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Foram realizados testes bioquimicos convencionais com as duas cepas de M.
abscessus subsp. bolletii, CBRVS 00594 e CRM 270, como etapa de caracterizacao
fenotipica destas cepas. Na Tabela 1, sdo apresentados os resultados esperados
para as provas bioquimicas convencionais relevantes para identificagdo do grupo M.

chelonae — M. abscessus.

Tabela 2. Resultados esperados nos testes bioquimicos para identificagdo do grupo M. chelonae — M.
abscessus (Kent; Kubica, 1985).

Microrganismos Catalase Catalase a 68°C Niacina Nitrato
M. abscessus subsp. bollefir CBRVS 00594 Positivo Positivo MNegativo Negativo
M. abscessus subsp. bolletii CRM 270 Positivo Positivo Megativo MNegativo
M. avium (controle) Positivo Positivo Megativo Megativo
M. fuberculosis (controle) MNegativo MNegativo Positivo Positivo

Para melhor caracterizacdo dessas cepas, foi realizada também a avaliacao
da susceptibilidade de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 e CRM 270 a
vérias classes de antimicrobianos. As cepas foram classificadas em resistentes (R),
intermediarias (1) e sensiveis (S), de acordo com o perfil de susceptibilidade a esses
antimicrobianos (CLSI, 2011).

A avaliacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos revelou que as duas
cepas apresentaram resisténcia a ciprofloxacina, a doxiciclina, ao
trimetropim/sulfametoxazol, a tobramicina e a moxifloxacina. Ja& para a cefoxitina,
apresentaram perfil intermediario. M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 foi
sensivel a claritromicina, ao contrario da cepa CRM 270 que apresentou resisténcia
a esse antimicrobiano.
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M. abscessus € uma das espécies de MCR mais resistentes aos antibiéticos,
e apenas um pequeno numero de antibidticos Uteis esta disponivel para o seu
tratamento (MOUGARI et al, 2016), e isso se deve principalmente ao uso extensivo
e irracional desses antimicrobianos no ambiente hospitalar.

Estudos com isolados de M. abscessus subsp. bolletii em Taiwan, Bélgica e
Sao Paulo, relataram altos percentuais de resisténcia a ciprofloxacina, a doxiciclina,
ao trimetropim/sulfametoxazol, a tobramicina e a moxifloxacina, assim como
observado em nosso estudo (LEE et al, 2014, RAMIS et al, 2015). Ramis et al (2015)
também observaram um isolado de M. abscessus subsp. bolletii resistente a
claritromicina, assim como a cepa CRM 270 deste estudo. Isso pode estar
relacionado, ao ja relatado por varios estudos, que a resisténcia adquirida para este
antibiético tem ocorrido rapidamente devido a mutacdes pontuais no gene rrl que
codifica o dominio peptidiltransferase do rRNA 23S (MOUGARI et al, 2016, KIM et al,
2016, MOUGARI et al, 2017).

4.2 AVALIACAO DA TOLERANCIA DAS CEPAS FRENTE AO GLUTARALDEIDO

Quanto a verificacdo da suscetibilidade das cepas de M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594 e CRM 270 frente ao produto a base de glutaraldeido, a cepa
CBRVS 00594 foi classificada como altamente tolerante, ja que foi observado
crescimento micobacteriano nos trinta tubos de meios de cultura empregados no
experimento, em um tempo de incubacéo inferior (15-20 dias) ao preconizado pela
técnica para a primeira leitura. Ja a cepa CRM 270 se mostrou médio tolerante, visto
gue foi observado crescimento em média de 14 tubos contendo os meios de cultura,
em um periodo de 30 dias ap0s a incubacdo do ensaio. Apds esta andlise, as cepas
de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 e CRM 270 foram identificadas como
altamente tolerante (AT) e médio tolerante (MT), respectivamente.

Os ensaios de esterilidade, viabilidade e contagem das células nos cilindros
carreadores foram realizados em todos os ensaios com o desinfetante a base de
glutaraldeido e os resultados obtidos foram satisfatérios, de acordo com o

preconizado pela metodologia.
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Tais resultados se apresentam em concordancia com varios estudos citados
anteriormente, sugerindo que cepas AT ao glutaraldeido estdo disseminadas em
ambientes hospitalares e estdo presentes, principalmente, nos surtos de infec¢des
por M. abscessus subsp. bolletii apés procedimentos invasivos (VAN KLINGEREN,;
PULLEN, 1993, GRIFFITHS et al, 1997, DUARTE et al, 2009, LORENA et al, 2010,
SOUTO, 2011).

4.3 ANALISE DO BIOFILME

4.3.1 Andlise quantitativa do bioflme em concentracdes subinibitorias de

glutaraldeido

A quantificacdo do biofilme formado por M. abscessus subsp. bolletii CBRVS
00594 nos discos de Al e PC na auséncia e presenca de glutaraldeido nas
concentragbes de 0,5%, 1,0% e 1,5% foi realizada em triplicata e 0s ensaios
repetidos trés vezes. Foi realizado o teste Grubbs em todos os ensaios para retirada

de valores aberrantes e, o resultado da média esta representado nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 3. Formacao de biofilme nos discos de aco inox (Al) por M. abscessus subsp. bolletii INCQS
n° 00594 na presenga de diferentes concentragbes de glutaraldeido. Os experimentos foram
realizados com incubacao por 7 dias a 36 + 1°C.

Média (UFC)
= Sem Glutaraldeido 7.7x 107
= 0,5% Glutaraldeido 1.0 % 10°
§ 1,0% Glutaraldeido 22x10°
1,5% Glutaraldeido 6.4 x10*

Os valores estdo expressos em média, referente a ftriplicata, em trés
experimentos independentes. Foi aplicado o teste de Grubbs para
verificacdo de valores aberrantes.

UFC = unidades formadoras de colbnias.
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Tabela 4. Formacédo de biofilme nos discos de policarbonato (PC) por M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 na presenca de diferentes concentrages de glutaraldeido. Os experimentos foram
realizados com incubacao por 7 dias a 36 + 1°C.

E Média (UFC)
-==t Sem Glutaraldeido 7.1x 10°
ﬁ 0,5% Glutaraldeido 1.2 x 10°
§ 1,0% Glutaraldeido 7.0 x 108
E 1,5% Glutaraldeido 23x 10°

Os valores estdo expressos em média, referente a triplicata, em trés
experimentos independentes. Foi aplicado o teste de Grubbs para
verificacdo de valores aberrantes.

UFC = unidades formadoras de colbnias.

A analise comparativa do nivel de aderéncia das células presentes nos discos
de Al nas diferentes concentracdes de glutaraldeido foi realizada, considerando-se o
crescimento sem glutaraldeido como controle. Foi observado que ndo houve
diferenca significativa entre os numeros de UFC recuperados no controle e na
concentracdo subinibitéria de 0,5% de glutaraldeido (p-valor 0,157704). Porém
houve diferenca significativa entre os numeros de UFC recuperados no controle e
nas concentragdes subinibitérias de 1,0% e 1,5% de glutaraldeido, respectivamente
p-valor 0,000532 e 0,001463.

Em relacéo a analise comparativa do nivel de aderéncia das células presentes
nos discos de PC nas diferentes concentragcbes de glutaraldeido, foi também
observado que ndo houve diferenca significativa entre os numeros de UFC
recuperados no controle e na concentracdo subinibitoria de 0,5% de glutaraldeido
(p-valor 0,060602). Porém houve diferenca significativa entre os niameros de UFC
recuperados no controle e nas concentracdes subinibitorias de 1,0% e 1,5% de
glutaraldeido, respectivamente p-valor 0,000349 e 0,000349.

Os resultados da analise comparativa da habilidade de formac&o de biofilme
em superficies de diferentes substratos abiéticos (PC e Al) por M. abscessus subsp.
bolletii demonstraram que o microrganismo foi capaz de formar biofilme tanto no
disco de PC quanto no de Al, mesmo em concentracdes mais elevadas de
glutaraldeido. Esses resultados sdo corroborados, em parte, por aqueles

apresentados em varios estudos, quando foi observado o desenvolvimento de
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biofilme em cepas de M. abscessus em varias superficies abidticas (MARTIN-DE-
HIJAS et al, 2009, WILLIAMS et al, 2009, DE et al, 2017).

Foi possivel observar também que ocorreu uma maior recuperacdo de M.
abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 no disco de PC na presenca e auséncia de
glutaraldeido. Assim como em nosso estudo, Williams et al (2009) também
observaram que as superficies de PC produziram contagens de UFC presentes no
biofilme significativamente maiores (p-valor <0,01) do que em superficies de Al para
varios isolados testados (M. abscessus ATCC 23007, M. chelonae cepas 56 e 99 e
M. smegmatis ATCC 19420) em meio de cultivo R2A (WILLIAMS et al, 2009).

Houve reducéo significativa da formacéo de biofilme de M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594 nas concentragbes de 1,0% e 1,5% de glutaraldeido,
conforme indicado nas Tabelas 2 e 3. Na literatura foi encontrado um estudo que
verificou a formagdo de biofilme na presengca de varios antimicrobianos. Foi
observado que a formacdo de biofilme por M. abscessus e M. abscessus subsp.
bolletii foi reduzida quando exposta & amicacina, a ciprofloxacina, a claritromicina, a
doxiciclina e ao sulfametoxazol. O teste de destruicdo do biofilme revelou que os
antimicrobianos utilizados empiricamente na terapia de micobacteriores sdo uma
estratégia duvidosa para erradicar os biofimes de MCR. Os biofilmes de M.
abscessus também mostraram resisténcia quando expostos a agentes
antimicrobianos. Assim, como no teste de inibicdo da formacdo de biofilmes, os
biofiimes de M. abscessus subsp. bolletii mostraram-se mais sensiveis a acédo dos
antimicrobianos testados e somente o uso de sulfametoxazol néao foi efetivo. Embora
o biofilme tenha diminuido em algumas situa¢des, nenhum dos antimicrobianos p6de
erradicar completamente os biofilmes bacterianos. Isso deve ocorrer possivelmente
porque a matriz do biofilme impede o acesso fisico de agentes antimicrobianos,
restringindo sua difusdo. Além disso, os biofilmes micobacterianos contém a matriz
extracelular rica em acidos micolicos livres que proporcionam uma maior resisténcia
do biofilme a antimicrobianos, apesar da exposicéo a niveis elevados de antibioticos
(FLORES et al, 2016).

J4, um estudo realizado por Bardouniotis, Ceri, Olson (2003) examinou o
crescimento do biofilme de M. fortuitum e M. marinum, utilizando o sistema de ensaio
Minimal Biofilm Eradication Concentration (MBEC) e compararam a susceptibilidade
das células planctonicas e do biofilme aos antimicrobianos comercialmente

disponiveis (fenol a 1,56%, monopersulfato de potassio a 21,4%, glutaraldeido a
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70%, hipoclorito de sddio a 5,25%, peréxido de hidrogénio a 30%, acetato de
clorohexidina a 2% e nitrato de prata). Os biofilmes e as bactérias planctdnicas
foram expostos aos antimicrobianos durante 30 e 120 minutos. Foi necessaria uma
maior concentragdo dos antimicrobianos para eliminar biofilmes de M. fortuitum em
comparacdo com as bactérias plancténicas. Isso foi evidenciado pelos valores
MBEC mais elevados em comparacdo com os valores de Minimal Bactericidal
Concentration (MBC), com excec¢do do fenol e do perdoxido de hidrogénio a 30
minutos. A mesma tendéncia foi observada aos 120 minutos, com excecdo do
peréxido de hidrogénio, fenol e monoperssulfato de potassio. Logo, as bactérias do
biofilme apresentaram maior resisténcia aos antimicrobianos em comparagdo com
suas formas planctonicas (BARDOUNIOTIS; CERI; OLSON, 2003).

O biofilme de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594, como citado
anteriormente, foi reduzido quando exposto as concentracdes de 1,0% e 1,5% de
glutaraldeido, comparado ao controle, mas néo foi totalmente destruido, nos levando
a crer na possibilidade da presenca de persisters.

As bactérias persistentes sdo caracterizadas por um estado dormente com
atividade metabdlica reduzida, ou seja, sob um estado inativo, sem crescimento ou
extremamente lento, ndo replicante. Elas sdo fenotipicamente distintas, mas sé&o
geneticamente idénticas ao resto da populacdo bacteriana (BARRAUD et al, 2013,
ORMAN; BRYNILDSEN, 2013, DUAN et al, 2016)

A natureza transitoria deste interruptor fisioldégico permite que as células que
sobrevivem ao tratamento com antibiéticos retomem o crescimento apds o
tratamento parar e produzam uma populacdo bacteriana idéntica & da populagéo
original que consiste em células suscetiveis e tolerantes (LEWIS, 2007, DAWSON,;
INTAPA; JABRA-RIZK, 2011). Os biofilmes bacterianos geralmente possuem uma
alta proporcdo de células que ndo respondem aos antimicrobianos, e isso
provavelmente corresponde a presenca de persisters que podem surgir como
resultado da variacdo fenotipica de uma subpopulacdo de microrganismos
heterogéneos e sdo vistos em uma variedade de espécies microbianas (DHAR;
MCKINNEY, 2007, LEWIS, 2007, OJHA et al, 2008).
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4.3.2 Analise qualitativa do biofilme em concentragfes subinibitorias de glutaraldeido

4.3.2.1 Microscopia Epifluorescente

Nesta andlise foi realizada a observacdo do biofilme por microscopia
epifluorescente da cepa de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 corada com
DAPI apenas no disco de PC. O disco de Al n&o proporciona a passagem de luz
necesséria para visualizacdo do biofilme neste microscopio.

Imagens representativas do crescimento em diferentes concentracbes de

glutaraldeido e sem glutaraldeido sédo mostradas nas Figuras 3 a 6.

Figura 3. Observagdo microscopica de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 na auséncia de
glutaraldeido. Aumento: 100x.
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Figura 4. Observacdo microscopica de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 na presenca de
glutaraldeido a 0,5%. Aumento: 100x.

Figura 5. Observacdo microscopica de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 na presenca de
glutaraldeido a 1,0%. Aumento: 100x.
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Figura 6. Observacdo microscopica de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 na presenca de
glutaraldeido a 1,5%. Aumento: 100x.

Como pode ser observado nas Figuras 3, 4, 5 e 6, a cepa de M. abscessus
subsp. bolletii CBRVS 00594 cresceu e pode ser visualizada na auséncia e presencga
de diferentes concentracdes de glutaraldeido apds os 7 dias de incubacédo. A
visualizagao geral da microscopia revelou uma grande quantidade de aglomerados e
de bactérias isoladas.

Na imagem do biofiime de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594
formada na auséncia de glutaraldeido foram observadas muitas células sésseis
dispersas. Assim como em nosso estudo, Williams et al (2009) também observaram
a formacdo de microcolonias difusas na cepa de M. abscessus ATCC 23007
crescida em meio R2A (WILLIAMS et al, 2009).

Na concentracdo de 0,5% de glutaraldeido, foi observado um crescimento
consideravel, com muitas células sésseis, 0 que também foi observado no
experimento de quantificacdo do biofilme realizado em paralelo. Ao mesmo tempo, ja
podemos perceber também a presenca de espacos intersticiais e aglomerados. A
adesdo dessa micobactéria na superficie do disco de PC na presenca de
glutaraldeido a 1,0% apresentou um numero significativo de células sésseis
isoladas, autoagregadas em microcol6nias e varios espacos intersticiais. No biofilme
formado por M. abscessus subsp. bolletii INCQS 00594 na concentracao de 1,5% de

glutaraldeido, foram observadas poucas bactérias aderidas a superficie do disco de
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PC, com espacos intersticiais maiores comparado com os outros biofilmes e varias
células autoagregadas em microcolénias. Porém, a presenca de biofilme mesmo em
altas concentracfes de glutaraldeido € extremamente critica e confirma o que foi
descrito por Shin et al (2007), que as MCR podem sobreviver em equipamentos
desinfetados de forma inadequada e, do risco que iSSO representa, ja que esses
equipamentos posteriormente sao utilizados em diagndsticos clinicos ou em

cirurgias, causando infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (SHIN et al, 2007).

4.3.2.2 Microscopia Confocal de Varredura a Laser

A capacidade de formacao de biofilme foi observada por microscopia confocal
de varredura a laser (MVCL) da cepa de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594
na auséncia e presenca de diferentes concentracdes de glutaraldeido, nos tempos
de incubacgéo de 7 e 14 dias. Os biofilmes formados foram analisados no tempo de
incubacdo de 7 dias nas objetivas de 20x e 63x, porém ndo foi possivel a
visualizacdo na objetiva de 63x nas amostras de 14 dias, devido a espessura
elevada dos biofilmes formados.

Todas as amostras analisadas pelo MVCL desenvolveram o biofilme. As
estruturas fotografadas apresentaram padrbes de crescimento parecidos aos
observados com corante DAPI (Figuras 7, 8, 9 e 10). O corante LiveDead nos
permitiu avaliar a presenca de bactérias vivas e mortas no biofilme, com maiores
porcentagens de bactérias vivas em estado inicial de desenvolvimento do biofilme
(dia 7) do que no biofilme maduro (dia 14).

Foi realizada também a quantificacdo da aderéncia do biofiime de M.
abscessus subsp. bolleti em laminulas de vidro na auséncia e presenca de
glutaraldeido a 0,5%, 1,0% e 1,5%. Na auséncia e na concentracdo de 0,5% de
glutaraldeido foi possivel recuperar cerca de 10'°© UFC/mL nas superficies das
laminulas de vidro. Ja nas concentracdes de 1,0% e 1,5%, respectivamente, foram

recuperadas 108 e 108UFC/mL células.
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Figura 7. Analise estrutural do biofiime de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (sem
glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 63x z3x.

Figura 8. Andlise estrutural do biofilme de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (0,5% de
glutaraldeido - 7 dias de incubac¢édo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nao viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 63x z3x.
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Figura 9. Analise estrutural do biofiime de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (1,0% de
glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 63x z3x.

Figura 10. Analise estrutural do biofilme de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (1,5% de
glutaraldeido - 7 dias de incubac¢édo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as ndo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 63x z3x.
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As micrografias de ensaios de MVCL ilustrando a formacao de biofilme na
superficie hidrofilica de vidro em 7 dias de incubac&o pela amostra controle de M.
abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 na auséncia de glutaraldeido estéo
apresentadas nas Figuras 11 e 12 (A e B), onde podemos observar a presenca de
muitas células isoladas dispersas viaveis e ndo viaveis. Nas Figuras 13 e 14 (A e B)
estédo representadas as micrografias de ensaios de MVCL com M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594 na presenca de glutaraldeido a 0,5% demonstrando a
formacao de biofilme na superficie de vidro no tempo de incubacédo de 7 dias. Neste
biofilme, além da presenca de células isoladas dispersas viaveis e ndo viaveis, ja
observamos a formacao de células agregadas.

As micrografias de ensaios de MCVL demonstrando a formacao de biofilme
na superficie hidrofilica do vidro por M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 na
presenca de glutaraldeido a 1,0% no tempo de 7 dias de incubacdo, estdo
apresentadas nas Figuras 15 e 16 (A e B), onde podemos observar a presenca de
muitas células isoladas dispersas e viaveis, quando comparado com o biofilme do
controle e do 0,5% de glutaraldeido, o que néao era esperado. Foi observada também
a presenca de ceélulas agregadas. Nas figuras 17 e 18 (A e B) estdo representadas
as micrografias de ensaios de MVCL com M. abscessus subsp. bolleti CBRVS
00594 na presenca de glutaraldeido a 1,5% demonstrando a formacdo de biofilme
na superficie de vidro (7 dias de incubacdo). Neste biofilme, além da presenca de
células isoladas dispersas nao viaveis, foram observadas também células agregadas
e células viaveis, demonstrando a persisténcia desta micobactéria em altas

concentracdes de glutaraldeido.
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Figura 11. Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (sem
glutaraldeido - 7 dias de incubac¢édo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nao viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 12. Andlise estrutural do biofilme em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (sem
glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o kit
Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e nado viaveis; B - células viaveis.
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Figura 13 . Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (0,5%
de glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as ndo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 14. Andlise estrutural do biofiime em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (0,5%
de glutaraldeido - 7 dias de incubacao) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.
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Figura 15 . Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,0%
de glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 16. Analise estrutural do biofilme em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,0%
de glutaraldeido - 7 dias de incubagédo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.
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Figura 17. Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,5%
de glutaraldeido - 7 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 18. Andlise estrutural do biofiime em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,5%
de glutaraldeido - 7 dias de incubacao) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.
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Todas as micrografias de ensaios de MVCL ilustrando a formagé&o de biofilme
na superficie hidrofilica de vidro em 14 dias de incubacédo de M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594 na presenca e auséncia de glutaraldeido demonstraram uma
consideravel diminuicdo da quantidade de células viaveis.

A formacdo de biofilme pela cepa de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS
00594 na auséncia de glutaraldeido esta apresentada nas Figuras 19 e 20 (A e B),
onde podemos observar a presenca de aglomerados bacterianos. Nas Figuras 21 e
22 (A e B) estdo representadas as micrografias de ensaios de MVCL com M.
abscessus subsp. bolleti INCQS 00594 na presenca de glutaraldeido a 0,5%
demonstrando a formagéo de biofilme na superficie de vidro. Neste biofilme, além da
presenca de células isoladas dispersas nao viaveis, observamos a formacao de
células viaveis agregadas.

As micrografias de ensaios de MVCL demonstrando a formacao de biofilme
na superficie hidrofilica do vidro por M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 na
presenca de glutaraldeido a 1,0%, estdo apresentadas nas Figuras 23 e 24 (A e B),
onde podemos observar a presenca de um namero significativo de células mortas, e
também de células viaveis aglomeradas. Nas figuras 25 e 26 (A e B) estédo
representadas as micrografias de ensaios de MVCL com M. abscessus subsp.
bolleti CBRVS 00594 na presenca de glutaraldeido a 1,5% demonstrando a
formacédo de biofilme na superficie de vidro. Neste biofilme, além da presenca de
células isoladas dispersas nao viaveis, foram observadas também células agregadas
e células viaveis, demonstrando a persisténcia desta micobactéria mesmo em altas

concentragdes de glutaraldeido apds 14 dias de incubacao.
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Figura 19. Andlise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (sem
glutaraldeido - 14 dias de incubacéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 20. Analise estrutural do biofilme em 3D de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (sem
glutaraldeido - 14 dias de incubacdo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando o
kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.

¥ (pmy




97

Figura 21. Andlise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (0,5%
de glutaraldeido - 14 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 22. Andlise estrutural do biofiime em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (0,5%
de glutaraldeido - 14 dias de incubacédo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.
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Figura 23. Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,0%
de glutaraldeido - 14 dias de incubacédo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as ndo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 24. Analise estrutural do biofilme em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,0%
de glutaraldeido - 14 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e nao viaveis; B - células viaveis.
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Figura 25. Analise estrutural do biofilme em 2D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,5%
de glutaraldeido - 14 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. O reagente SYTO 9 permitiu a visualizacdo de fluorescéncia verde para as
formas bacterianas sésseis viaveis e o iodeto de propidio fluorescéncia vermelha para as nédo viaveis
distribuidas nos biofilmes. Aumento de 20x.

Figura 26 . Analise estrutural do biofilme em 3D de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 (1,5%
de glutaraldeido - 14 dias de incubagéo) por Microscopia de Varredura Confocal a Laser empregando
o kit Live/Dead BacLight. Aumento de 20x. A - células viaveis e ndo viaveis; B - células viaveis.
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Em nosso estudo, observamos a presenca de células viaveis no biofilme de
M. abscessus subsp. bolletii mesmo apods 14 dias na presenca de glutaraldeido.
Mufioz-Egea et al (2015) também observaram a presenca de células viaveis em
biofilmes quando avaliaram o comportamento de M. chelonae e M. smegmatis na
presenca do antimicrobiano ciprofloxacina. Nesse estudo foi observada uma reducao
significativa da viabilidade das micobactérias, quando comparado aos controles,
apos 72 h de exposicado ao antimicrobiano. Com 24 h de incubacéo, foi observada
uma porcentagem média de bactérias mortas um pouco menor que 0s controles.
Neste caso, a diferenciacdo de células bacterianas, que podem levar a resisténcia,
pode ter acontecido nos primeiros estagios do desenvolvimento do biofilme. No
entanto, foram encontradas bactérias vivas mesmo em um biofilme de 24 horas,
exposto ao antibidtico por 72 h (MUNOZ-EGEA et al, 2015).

Aung et al (2016) investigaram a resisténcia dos biofilmes de M. chelonae e
M. fortuitum a compostos antimicrobianos e, verificaram que o0s biofilmes
micobacterianos eram resistentes a gatifloxacina. M. chelonae e M. fortuitum
formaram biofilmes espessos com formas irregulares que foram relativamente
resistentes aos antibiéticos convencionais mesmo em CIM altas (AUNG et al, 2016).

A presenca de células viaveis no biofilme de M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 em altas concentra¢gfes de glutaraldeido apds 14 dias de incubacéao,
nos leva a supor que possa existir uma possivel tolerédncia desta cepa a este
desinfetante. Esses resultados sdo muito importantes, pois 0Ss ensaios
demonstraram e mimetizaram o0 que ocorre na pratica hospitalar, confirmando o que
foi descrito por varios autores de que surtos de infecgdes por M. abscessus subsp.
bolletii foram associados ao desenvolvimento de resisténcia ao glutaraldeido
(DUARTE et al, 2009, LORENA et al, 2010, SOUTO, 2011).

Muitas doencas humanas sdo causadas ou exacerbadas por biofilmes, e é
esperado que, como em outras doencgas infecciosas, os biofilmes fornecam um
reservatorio importante para as células que podem repovoar os locais colonizados
apos a remocao do tratamento medicamentoso. No entanto, 0 mecanismo envolvido
na montagem e persisténcia do biofilme estad longe de ser totalmente elucidado
(SOUSA et al, 2015).

Ao mesmo tempo, a persisténcia destas células em altas concentracdes de
glutaraldeido, como ja relatado anteriormente, reforca a possibilidade da presenca

de persisters. Apos 14 dias de incubacéo, a disponibilidade de nutrientes diminui e
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ao mesmo tempo ocorre um estresse bacteriano devido a presenca do glutaraldeido,
levando a uma provavel geracéo dessas células.

Biofilmes podem ser muito resistentes a altas concentracbes de
antimicrobianos e séo capazes de modular o sistema imune do hospedeiro. Esta alta
resisténcia deve-se principalmente ao aumento da viruléncia causada pelos
biofiilmes. As bactérias no biofime sdo mais propensas a trocar genes
horizontalmente devido a proximidade maxima entre elas. Esta transmissdo de
genes € uma das principais causas de sobrevivéncia de bactérias e pode
representar uma alta frequéncia de mutacdes responsaveis pela resisténcia
antimicrobiana. As bactérias também podem alternar seus estagios fenotipicos
causando uma taxa de crescimento mais lenta. Esta estratégia ird diminuir, ou
mesmo inibir, a eficiéncia antimicrobiana de agentes ativos em microrganismos
replicantes. O esgotamento de nutrientes e respostas ao estresse gerado no biofilme
também pode afetar o crescimento de bactérias, gerando persisters (KEREN et al,
2011, SOUSA et al, 2015)

Logo, um gatilho importante para a mudanca para um estado persistente
parece ser a disponibilidade de nutrientes e potencial de atividade metabdlica. Em
primeiro lugar, em condi¢cOes laboratoriais, a geracdo de persistentes ocorre
frequentemente em estagios de crescimento especificos que se correlacionam com
a limitacdo de nutrientes. Em segundo lugar, os estudos transcriptobmicos de
populacdes bacterianas enriquecidas com persister revelaram que as alteracfes de
expressdo associadas a fisiologia persistente mostraram semelhancas com as
induzidas em resposta a estase e a fome. Em terceiro lugar, a diminui¢cdo global da
atividade metabdlica através da falta de nutrientes, bem como a inibicdo da
respiracdo, demonstrou aumentar a tolerancia bacteriana das defesas imunes e a
tratamentos com antibiéticos. Além da disponibilidade de nutrientes, a formacéo de
persisters também foi associada ao envelhecimento bacteriano e a senescéncia. A
tolerancia ao antibiético em células dormentes e persistentes parece ser mediada
por mecanismos passivos associados a atividade metabdlica reduzida, como a
auséncia de antibiéticos alvos ligados ao DNA, sintese de proteina ou parede
celular, ou reducéo da absor¢cdo molecular por meio de transportadores, bem como
mecanismos ativos, incluindo a producdo de defesas ao estresse oxidativo
(BARRAUD et al, 2013).
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Apesar de mais de 70 anos apdés o primeiro relato de persisters, o0s
mecanismos moleculares subjacentes a persisténcia bacteriana permanecem em
grande parte evasivos (BIGGER, 1944). As células persistentes bacterianas
desempenham um papel crucial, contribuindo para a recalcitrancia de infeccoes
cronicas e falhas no tratamento. Entender o mecanismo molecular da formagéo e
manutencdo de células persistentes, obviamente, inspirara a descoberta de novos
antimicrobianos (DUAN et al, 2016). Alguns autores relataram a presenca de células
persisters em M. tuberculosis, como Duan et al (2016), que demonstraram que 0
gene lat MSMEG_1764, o homologo de M. tuberculosis lat Rv3290c esta envolvido
na formacédo de persister (especificamente tolerancia a norfloxacina) através da
mediacdo do conteudo de aminoacidos intracelulares e alterando a expressao de
ppGpp sintase em M. smegmatis. Eles concluiram que a LAT esta envolvida na
formacdo de persisters em micobactérias. Sob a falta de nutrientes, (p)ppGpp €
produzido pela Relusm € se acumula dentro de bactérias, entdo aumenta a
transcricdo do gene LrpA, que por sua vez aumenta o nivel de proteina LAT em
resposta para o metabolismo de aminoacidos. O nivel de aminoéacidos intracelular
regula o acumulo de (p)ppGpp e, (P)ppGpp controla a formacdo de persister
dormente. J& Keren et al (2011) identificaram 15 genes especificamente induzidos
em persisters. Alguns desses genes demonstraram desempenhar um papel na

infeccdo persistente em camundongos (KEREN et al, 2011).

4.4 ANALISE PROTEOMICA

O primeiro desenho experimental baseava-se em analisar, por técnicas
protedmicas, a cepa CBRVS 00594 do M. abscessus subsp. bolletii em presenca ou
auséncia de varias concentracoes de glutaraldeido (0,5%, 1,0% e 1,5%). A partir
disso, foram realizados ensaios de curva de crescimento, extracdo de proteinas,
SDS-PAGE e a analise por MS. Contudo, o glutaraldeido € um dialdeido saturado
(CsHsO2), usado como reativo para aminas homobifuncional reticulador, ou seja, ele
promove reacdes de cross-link entre as proteinas, interferindo com as analises
prote6bmicas. Portanto, com o intuito de ainda usar as técnicas protedmicas e tentar

inferir sobre que proteinas estariam envolvidas com a tolerancia de M. abscessus



103

subsp. bolletii ao glutaraldeido, decidimos comparar a cepa CBRVS 00594, AT ao
glutaraldeido, com a cepa MT CRM 270.

4.4.1 Preparo das amostras

Ambas as cepas (CBRVS 00594 e CRM 270) foram submetidas a
crescimento celular sob as mesmas condi¢gdes durante sete dias, em quintuplicatas
biolégicas. Apds a contagem das células, lise e extracdo das proteinas totais,
realizamos dosagens de proteinas totais por BCA. Os resultados estdo expressos na
Tabela 4. Visando observar o perfil eletroforético dessas amostras, 5 pg de
proteinas de cada replicata biol6gica foram submetidas a SDS-PAGE 12% (Figura
27).

Tabela 5. Dosagens de proteinas totais das amostras de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594
e CRM 270.

Abs  CBRVS 00594 (AT)  Abs CRM 270 (MT)
(7° dia) ug/ul (7° dia) ug/ul
Replicata 1 2,260 2474 2107 2,684
Replicata 2 2,251 3,160 2,181 2,099
Replicata 3 2,290 2,520 2 241 2 540
Replicata 4 2,300 2,645 2,301 1,923
Replicata 5 2157 2478 2,142 2518

Abs — absorvancia a 620 nm; AT — altamente tolerante; MT — médio tolerante.

Figura 27. Perfil de proteinas totais das amostras em SDS-PAGE a 12%. Foram aplicadas 5 ug de
proteinas de cada amostra e os géis foram revelados por AgNOz. (A) M. abscessus subsp. bolletii
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CRM 270 - MT; e (B) CBRVS 00594 - AT. 1 = Padrdo de Massa Molecular; 2 a 6 = replicatas
biolégicas das amostras.
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Observou-se que as etapas de lise celular e extracdo proteica foram eficientes
e reprodutiveis entre as quintuplicatas nas duas cepas. Além disso, sao visiveis
diferencas no perfil das bandas de mais baixa massa molecular, indicando assim,
diferencas na expressao das proteinas.

Seguindo-se estes resultados, aproximadamente 100 ug de proteinas foram
submetidas a digestdo com tripsina em protocolo auxiliado por FASP. Apds a
digestdo, as amostras foram dessalinizadas em micro-colunas C18 preparadas no
laboratério e ressuspensas em 40 pL FA 1%. A concentracdo dos peptideos foi
estimada por leitura da absorvancia a 280 nm e esta representada na Tabela 5 (1°
leitura na A280).

4.4.2 Analises por espectrometria de massas e quantificacao diferencial

Neste trabalho, empregamos uma abordagem protedmica shotgun, livre de

marcacdo isotopica (label-free), utilizando uma plataforma composta por
nanocromatografia liquida de fase reversa acoplada diretamente ao espectrometro
de massas, seguida de ionizagdo por eletrospray e andlise em um orbitrap. Antes
das andlises por MS, cada amostra foi diluida 5x, suas concentragdes normalizadas

com FA 1% e novamente estimadas as leituras a 280 nm (2° leitura na A280 na
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Tabela 5). Foram, entéo, aplicados 2 puL de cada amostra (aproximadamente 0,5 ug)

e analisados em triplicatas técnicas. Os valores de corrente i6nica total (TIC) dos

ions mais intensos estao também representados na Tabela 5.

Tabela 6. Concentracao dos peptideos e a corrente idnica total das amostras de M. abscessus subsp.

bolletii AT e MT.
CBRVS 00594 (AT) CRM 270 (MT)
18 A280 2% A280 TIC 18 A280 2% A280 TIC
0,989x10" 1,180x10™
Replicata1 0,994 0,194 0,965x10™ 1,215 0,229 0,985x10"°
0,965x10" 1,080x10™
0,972x10™ 0,987x10"
Replicata 2 1,156 0,223 0,984x10™ 1,294 0,250 1,230x10™
0,957x10™ 0,914x10"
0,969x10™ 0,942x10"
Replicata3 0,996 0,192 1,100x10™ 1.404 0,259 0,844x10"
0,895x10" 1,0580x10™
1,010x10™ 0,925x10"
Replicatad 1,223 0,249 0,944x10" 1,281 0,222 0,852x10"°
0,894x10™ 1,060x10™
0,996x10"° 0,955x10"°
Replicata 5 1,067 0,236 0,952x10" 1.014 0,185 0,890x10"
1,030x10" 1,190x10"°

AT — altamente tolerante; MT — médio tolerante; A280 - Absorvancia a 280 nm; TIC - Corrente total

ibnica.

Através dessas abordagens e ap0s analises computacionais, conseguimos

identificar com alto grau de confianca (FDR<1%), um total de 40.238 e 39.261

peptideos nas cepas AT e MT, respectivamente. Assumindo-se 0 principio da

méaxima parcimodnia, inferimos 4.126 e 4.041 proteinas nestas mesmas amostras

(Tabela 6). O diagrama de Venn (Figura 28) representa todas as proteinas inferidas

nas duas cepas (CBRVS 00594 e CRM 270), considerando-se somente aquelas

identificadas em pelo menos 2 replicatas técnicas de cada replicata bioldgica. As

diferentes condi¢cbes bioldgicas apresentaram 3.971 proteinas em comum, sendo

189 e 185 proteinas identificadas somente em uma condi¢éo biologica, MT ou AT,
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respectivamente. A descricdo de todas as proteinas identificadas em cada condicéo
biolégica esta no Apéndice A .

Tabela 7. Numero absoluto dos peptideos identificados e proteinas inferidas nos grupos biolégicos.

SEPro Fusion (FDR Combinado)

CBRVS 00294 CRM 270
(AT) (MT)

Peptide Spectrum Match (PSNM) 459.893 (0,06%)  461.918 (0,06%)

Himero total de peptideos 40,238 (0,12%) 39,261 (0,14%)
Himero de peptideos dnicos 11.115 10.612
Hiamero total de proteinas 7426 (0,15%) 7.450 (0,19%)
Nomero de pr?tejngs {maxima 4126 4,041
parcimdnia)
Niamero de proteinas com pelo menos 3 503 3,350

1 peptideo unico (proteotipico)

Filtragem estatistica e compilagédo pelo médulo SEPro PatternLab for Proteomics

AT — altamente tolerante; MT — médio tolerante.

Aproximadamente 83% (6.182) e 82% (6.130) das proteinas foram inferidas
com mais de 4 peptideos identificados e, cerca de 47% (3.503) e 45% (3.350) das
proteinas foram identificadas com pelo menos um peptideo Unico ou proteotipico nas
amostras de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 e CRM 270, AT e MT,
respectivamente (APENDICE A).

Este € o primeiro trabalho de M. abscessus que utilizou uma abordagem
prote6bmica capaz de identificar mais de 3.000 proteinas.

Apesar do numero de genomas bacterianos descrito estar aumentando
significativamente (CHOO et al, 2012, LEAO et al, 2013, DAVIDSON et al, 2013,
CAVERLY; SPILKER; LIPUMA, 2016), a capacidade de validar os produtos génicos
nao aumenta na mesma proporcao, deixando assim uma lacuna em termos de

anotacdo do proteoma bacteriano. Portanto, os resultados gerados nesse trabalho
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poderdo contribuir para o melhoramento da anotacdo proteogendmica desta
micobactéria, uma abordagem que une a analise protebmica com a anotagdo
gendmica (NESVIZHSKII, 2014).

Figura 28. Diagrama de Venn da area proporcional em elipses mostrando o namero de proteinas
identificadas nas cepas CRM 270 (MT) e CBRVS 00594 (AT). Este diagrama foi construido com os
nameros equivalentes as proteinas mapeadas no programa PatternLab. Na amostra MT foram
identificadas 4.160 proteinas (verde), das quais 189 foram identificadas somente nesta amostra. Na
amostra AT foram identificadas 4.156 proteinas (amarelo), das quais 185 foram identificadas somente
nesta amostra. Os nuimeros das sobreposicdes estdo indicados na regido central do diagrama. O
namero total de proteinas do conjunto das duas cepas esta indicado no canto superior direito (4.345
proteinas).

[] GRM270(MT): 4160
[T] CBRVS 00594 (AT): 4156

Total: 4345




108

A quantificacdo relativa das proteinas foi obtida utilizando-se metodologia
baseada na contagem de espectros de MS2 (Spectral Counting). A analise
estatistica das diferencas entre os grupos biolégicos (AT e MT) foi realizada pelo

maodulo Tfold do PatternLab e gerou um gréfico do tipo Volcano plot (Figura 29).

Figura 29. Volcano plot — Analise pareada das proteinas inferidas entre as cepas de M. abscessus
subsp. bolletii CRM 270 (MT) e CBRVS 00594 (AT). Cada ponto representa uma proteina mapeada
de acordo com seu p-valor do teste T no eixo x e a variacdo da abundéncia (fold change) no eixo y.
Os pontos vermelhos indicam proteinas que nao satisfazem os pontos de corte estabelecidos para a
variagdo da abundéancia e o g-valor ou FDR (0,05). As proteinas assinaladas em verde satisfazem o
ponto de corte da variacdo de abundancia, mas ndo o do g-valor. As proteinas identificadas em
vermelho satisfazem os pontos de corte variacdo e do g-valor, mas apresentam abundancias baixas.
Os pontos azuis representam as proteinas que satisfazem todos os critérios das filtragens
estatisticas.

MT

AT

No grafico é ilustrada a distribuicdo das proteinas entre as cepas MT e AT, na
forma da diferenca de abundancia das proteinas em relacdo a significancia
estatistica desta diferenca (fold change no eixo y e p-valor no eixo x). Como descrito
na metodologia, 304 proteinas diferencialmente abundantes foram estatisticamente
validadas e estéo representadas em azul no grafico. Acima da linha pontilhada estéo

representadas em azul 167 proteinas que tiveram a abundéncia aumentada (up
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regulated) na cepa MT em relacéo a cepa AT. De maneira complementar, abaixo da
linha pontilhada estéo representadas em azul 137 proteinas que tiveram abundancia
diminuida (down regulated) na cepa MT em relacéo a cepa AT.

Nossa andlise de abundancia diferencial considerou também as proteinas
identificadas exclusivamente em uma condicao biolégica e que estdo representadas
no diagrama de Venn (Figura 28 - 185 proteinas na condicdo AT ou 189 proteinas
na condicdo MT). Neste caso, embora ndo haja p-valores atribuidos para estas
proteinas, entendemos que a deteccdo das mesmas em apenas uma condicao
biolégica reflete uma significativa diferenca de abundancia.

Assim sendo, essas proteinas foram somadas as proteinas diferencialmente
abundantes com significancia estatistica (azuis do Volcano plot) para compor a
listagem final de proteinas que usamos para as analises posteriores de classificacao
funcional (APENDICE B). Desta forma, geramos 2 listas:

- Proteinas com abundancia aumentada na cepa MT: 167 (up regulated no
Volcano) + 189 (identificadas somente na condicdo MT no diagrama de Venn) = 356;

- Proteinas com abundancia aumentada na cepa AT: 137 (up regulated no

Volcano) + 185 (identificadas somente na condi¢cdo AT no diagrama de Venn) = 322.

4.4.3 Classificagdo funcional das proteinas

Inicialmente, foram realizadas as analises funcionais usando as ferramentas
Gene Ontology (GO) e String. Entretanto, observamos que a minoria das proteinas
identificadas no nosso estudo possui anotacdo ontolégica ou de interacbes com
outras proteinas atribuidas nestes bancos. Isso provavelmente se deve ao fato de
gue este microrganismo teve seu genoma sequenciado em poucas cepas (CHOO et
al, 2012, LEAO et al, 2013, DAVIDSON et al, 2013, CAVERLY; SPILKER; LIPUMA,
2016), e a anotacdo destas cepas ainda esta na forma de um rascunho, onde a
maioria das proteinas tém suas funcdes atribuidas por homologia, comparacédo de
sequéncias ou hipoteticamente. Isto reflete a significativa falta de conhecimento
sobre o microrganismo estudado.

Na tentativa de inferir as funcbes das proteinas diferencialmente abundantes

selecionadas utilizamos a ferramenta ARGOT 2.5. Resumidamente, as proteinas
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selecionadas foram comparadas par a par com as proteinas depositadas no banco
de dados SwissProt, usando o programa BLAST, e também foram comparadas com
as familias de proteinas depositadas no banco de dados Pfam, com uso do
programa HMMER. Os resultados obtidos nestas comparacdes foram entao
utilizados como entrada para o programa ARGOT 2.5. Com base: (i) no sistema de
classificacdo proposto pelo consoércio Gene Ontology (GO), (i) nas anotacdes de
termos GO atribuidas as proteinas depositadas no SwissProt, (iii) no significado
estatistico dos alinhamentos obtidos em ambas as comparacdes, respectivamente, e
(iv) na similaridade semantica dos termos GO associados aos hits estatisticamente
significativos, o programa ARGOT 2.5 realiza uma predicao funcional das proteinas
analisados. Dessa forma, as proteinas diferencialmente abundantes
foram classificadas com base em um vocabulario controlado de ontologia génica e
de acordo com critérios de transferéncia funcional definidos pelo consoércio GO,
distribuindo-se em trés categorias fundamentais: fungdo molecular, componente

celular e processo biolégico.

4.4.3.1. Classificacdo funcional das proteinas de M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 (AT)

Como descrito, o Gene Ontology € subdividido em 3 classes: Processos
Biolégicos (PB), Fungdes moleculares (FM) e Componentes Celulares (CC). Das 322
proteinas selecionadas com abundancia aumentada na cepa AT, conseguimos
atribuir classificacdo ontologica a 321. Dessa maneira, quanto ao processo bioldgico,
as proteinas mais abundantes foram aquelas envolvidas em processos metabdlicos
(27%), processos celulares (25%) e processos envolvendo um Unico organismo
(20%), dentre outras (Figura 30A). Ja as proteinas agrupadas como componentes
celulares estao relacionadas, em grande parte, com a estrutura da célula (49%), da
membrana (23%) e de organelas (17%), dentre outras (Figura 30B ). A maioria das
proteinas relacionadas a fungdes moleculares estdo ligadas a atividade catalitica
(52%), de ligacéo (39%) e atividade de transporte (3%), dentre outros (Figura 30C).
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Figura 30. Classificagdo funcional das proteinas selecionadas da cepa M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 (AT) segundo o Gene Ontology. (A) Processo Biolédgico, (B) Componente Celular e (C)
Funcdo Molecular.
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4.4.3.2. Classificagdo funcional das proteinas de M. abscessus subsp. bolletii CRM
270 (MT)

Das 356 proteinas selecionadas com abundancia aumentada na cepa MT,
conseguimos atribuir classificagdo ontologica a todas. Dessa maneira, quanto ao
processo biolégico, as proteinas mais abundantes foram aquelas envolvidas em
processos metabodlicos (27%), processos celulares (25%) e processos envolvendo
um unico organismo (20%), dentre outras (Figura 31A). J& as proteinas agrupadas
como componentes celulares estdo relacionadas, em grande parte, com a estrutura
da célula (43%), da membrana (26%) e de organelas (17%), dentre outras (Figura
31B). Grande parte das proteinas relacionadas a funcdes moleculares estéo ligadas
a atividade catalitica (48%), de ligacado (39%) e atividade de transporte (5%), dentre

outros (Figura 31C).
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Figura 31. Classificagdo funcional das proteinas selecionadas da cepa M. abscessus subsp. bolletii
CRM 270 (MT) segundo o Gene Ontology. (A) Processo Bioldgico, (B) Componente Celular e (C)
Funcdo Molecular.
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Através da andlise funcional das proteinas identificadas pelo sistema ARGOT
2.5, que inferiu as ontologias génicas para cada uma delas nas cepas MT e AT,
pudemos avaliar dentro de cada dominio as funcdes que representavam alguma
importancia significativa. Essa busca (andlise de proteinas x fun¢des) poderia ajudar
a elucidar o comportamento AT de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 e o
MT de M. abscessus subsp. bolleti CRM 270. Em paralelo, foram observadas
durante a andlise funcional dessas proteinas, diferencas nas funcées metabdlicas e
estruturais, que podem n&o ter relacdo com a caracteristica de tolerancia ao
glutaraldeido, mas que séo importantes de serem registradas neste trabalho.

Com isso, priorizando a pergunta central desse estudo, ou seja, quais
proteinas poderiam estar envolvidas com a tolerancia apresentada por M. abscessus
subsp. bolletii CBRVS 00594, foram escolhidas as funcées dentro dos trés dominios
do GO, que pudessem ter relacdo com essa caracteristica: ligacdo e atividade de
transporte (Funcdo Molecular) e membrana (Componente Celular). Todas as
proteinas que foram identificadas dentro dessas funcdes, através de similaridade de
sequéncia a um banco de dados, foram avaliadas para estimar a importancia dentro
deste estudo (Tabela 7).



Tabela 8. Resumo das 15 proteinas descritas neste trabalho.

Identificador

Descrigao

Classe
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Classificagao ontologica

X8DDAT
XBDPGY, X8DUH1, B1MBLO
XBE3B2

XBDU38

KBED51, XBDVHA
XBDFF8
ADADUTATXE

X8DS72, BIMBAT

#8DEU4, K8DETS, X8DEKS

BIMMT3
AlAIU1IAZMZ

KaDIZ4

XBDISS

ADADUTABRT

ADADUTAZLE

A8DTF1, XaDMQs

Chaperone protein CLpB
Fatty acid desaturase
Desaturase desA1
Phosphatidylethanolamine-binding
family protein

Lipoprotein 19 kDa

Regulator LuxR

Protein translocase subunit SecA
Mee family protein

Macrolide-transport
Aminoglycoside phosphotransferase
ADP-ribosyltransferase

MMPL family protein

Fluoroquinolones export
ATP-binding proteins

MspA protein

MspA family profein

Down reqgulated AT
Down requlated AT
Down requlated AT

Down requlated AT

Down regulated AT
Only AT
Only AT

Up regulated AT

Only AT

Up regulated AT
Only AT

Only MT
Only MT
Only MT
Only AT

Only MT

ligacdo
ligacdo e membrana

ligacdo

ligacdo e membrana

ligagdo

ligacdo
ligacdo e membrana

ligagdo, membrana
e atividade de transporte

ligagdo e membrana
ligacdo
ligacdo, membrana
e atividade de transporte
ligagdo & membrana

ligacdo, membrana
e atividade de transporte
membrana e
atividade de transporte
membrana e
atividade de transporte

Down / up regulated - abundancia diminuida/aumentada; only - presente apenas nesta condicédo

biolégica; AT — altamente tolerante; MT — médio tolerante.

4.4.4 Descri¢do de proteinas com classificagcao funcional diversa

Chaperone protein ClpB (ligacao)

As chaperone protein CLpB (X8DD47) sdo pequenas proteinas de choque
térmico (sHsps) que podem prevenir eficientemente a agregacdo de proteinas
desenoveladas in vitro. Contudo, como esta atividade in vitro se traduz em funcéo in
Vivo é pouco compreendida (MOGK et al, 2003).

ClpB sao chaperonas moleculares dependentes de adenosina trifosfato (ATP),
que pertencem a familia Hspl00 de ATPases associadas a diversas atividades

celulares (AAA +). ClpB tem a notavel capacidade de resgatar proteinas de um
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estado agregado, mediando assim a desagregacdo de proteinas danificadas pelo
estresse. A recuperacdo total de proteinas ativas requer a assisténcia do sistema
chaperona DnaK/Hsp70, pois ele previne a agregacao de proteinas termolabeis e
suporta seu reenvio para o estado nativo. A AAA + chaperona ClpB permite que o
sistema DnaK desagregue eficientemente agregados maiores de proteinas dobradas
(LEE et al, 2003, MOGK et al, 2003).

A desagregacdo de agregados de alto peso molecular por ClpB cria
agregados menores e de tamanho médio que poderiam expor superficies
hidrofébicas, que sdo reconhecidas, por sua vez, pelo sistema chaperona DnaK. E
concebivel, no entanto, que ClpB também possa auxiliar na ressolubilizacdo desses
agregados de tamanho médio, talvez através de um mecanismo de “"captura e
liberacdo"” ou de translocacdo, de forma semelhante a mostrada para outras
proteinas Hspl00. Embora a geometria e a extensdo da ressolubilizacdo
permanegcam obscuras, € concebivel que o sistema chaperona DnaK possa se ligar
aos polipeptideos imediatamente apos a liberacdo do ClpB, estabilizando assim os
intermediarios dobraveis e prevenindo a reagregacao (LEE et al, 2003).

Como essa chaperona tem a funcdo de mediar a desagregacao de proteinas
danificadas pelo estresse e no presente trabalho encontra-se down regulated na
condicao biologica AT, ndo foi verificada nenhuma associa¢do no contexto estudado

com a funcéo bioldgica desta proteina.

Desaturase desAl(binding) e fatty acid desaturases (ligacdo e membrana)

Fatty acid desaturase (X8DPG7, X8DUH1, BIMBLO) sdo enzimas envolvidas
na sintese de acidos graxos insaturados, os acidos micoélicos, que por sua vez, sao
componentes de membranas biolégicas, que mantém a viscosidade da bicamada
lipidica, permitindo a mobilidade de certas proteinas (GARBA et al, 2016). Nas
micobactérias h4 uma grande quantidade de acidos graxos insaturados na parede
celular, sugerindo que a fluidez da membrana, proporcionada por esses acidos
graxos, poderia possivelmente contribuir para menor tolerdncia da cepa de M.
abscessus subsp. bolleti CRM 270 (MT) e a cepa CBRVS 00594 (AT), ja que

poderia facilitar a passagem de antimicrobianos através da membrana.
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Desaturase desAl (X8E3B2) é uma das trés desaturases anotadas (DesAl1-3)
no genoma de M. tuberculosis, que desempenha papel na biossintese de acidos
micolicos. Os acidos micdlicos conferem propriedades Unicas as micobactérias,
como a baixa permeabilidade da parede celular, o aumento das taxas de
sobrevivéncia no hospedeiro e a resisténcia a antibidticos comumente usados. A
inibicAo de varios passos na biossintese de acido micélico por drogas
antituberculose como o etambutol, isoniazida e etionamida provou ser uma
estratégia util no tratamento da tuberculose. Como resultado, uma compreenséao
detalhada da biossintese de &cido micdlico foi um grande objetivo de pesquisa na
Ultima década. A caracterizagdo de enzimas chave envolvidas na biossintese de
acido micolico ndo s6 poderia permitir compreender seu papel na fisiologia das
micobactérias, mas também levar a identificacdo de novos alvos de antimicrobianos
(YERUVA et al, 2016).

A dessaturacdo € um passo essencial na biossintese de acidos micélicos
estruturais e quimicamente diversos. As desaturases catalisam a oxidacao de acidos
graxos alquil-saturados para produzir acidos graxos alquil-insaturados introduzindo
duas ligacdes duplas cis na extremidade proximal ou distal. Este processo facilita a
introducdo de varios grupos funcionais na cadeia mero (repeticdo de pequenas
unidades) de acidos a-micdlico para formar diversos acidos micélicos (YERUVA et
al, 2016).

Um estudo realizado por Singh et al (2016) mostrou que o gene MSMEG5773
(desAl), homologo de M. tuberculosis desAl, é essencial para o crescimento de M.
smegmatis. A deplecdo de desAl em um mutante de M. smegmatis levou a reducéo
da biossintese de acido micélico e a perda de viabilidade celular e, resultou em
fendtipos distintos.

Como a proteina desaturase desAl esta presente tanto na cepa MT quanto
na cepa AT, com maior abundancia na cepa MT e, encontram-se down regulated na
condicao biolégica AT, ndo é possivel inferir uma condicdo biologica dessa proteina
gue interfira na viabilidade celular da cepa de M. abscessus subsp. bolletii CRM 270

(MT) no presente estudo.
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Phosphatidylethanolamine-binding family protein (ligacdo e membrana)

Phosphatidylethanolamine-binding family protein (X8DU38), ou familia de
proteinas de ligacdo a fosfatidiletanolamina (PEBP), sdo proteinas altamente
conservadas em toda a natureza e relativamente pequenas, normalmente
compreendem cerca de 200 aminoacidos. Elas adotam uma dobra globular, que
pode se ligar a uma variedade de compostos fosfatos, incluindo fosforiletanolamina,
fosfato e fosfotirosina (EULENBURG et al, 2013).

O primeiro PEBP descrito foi uma proteina citosélica de 23 kDa que foi isolada
a partir de material cerebral bovino. Subsequentemente, foi mostrado que essa
proteina se ligava a fosfatidiletanolamina (PE), um importante componente lipidico
polar em muitas membranas celulares (EULENBURG et al, 2013).

Vérias proteinas foram isoladas e atribuidas a "familia PEBP" com base na
homologia de sequéncia. Estas incluem outros homologos de mamiferos e
homologos de mosca, fermento, um parasita da malaria, entre outros. Como 0s
homélogos PEBP sdo encontrados em uma variedade tdo diversa de espécies, isso
implica que a proteina pode estar desempenhando um papel biolégico essencial.
Nas células de mamiferos, para a PEBP foi sugerido desempenhar um papel na
organizacdo dos dominios das membranas ou na biogénese da membrana. O PEBP
tem sido implicado neste papel com base na sua afinidade por fosfolipidos
(especificamente fosfatidiletanolamina) e seu alto nivel de expressao em células em
rapido crescimento, como testiculos e oligodendrécitos cerebrais. Embora esta
possa ser uma funcdo da proteina, o isolamento de PEBP de outras espécies sugere
funcdes alternativas (BANFIELD et al, 1998).

Apesar da presenca generalizada e a caracterizagcao de PEBP em diferentes
espécies, a funcao dessas proteinas ainda precisa ser caracterizada. Nao esté claro
se elas tém a mesma funcéo geral em todas as espécies, ou se desempenham uma
variedade de papéis. A capacidade da proteina em interagir com a maquinaria de
sinalizacdo celular (proteinas de ligacdo a guanosina trifosfato - GTP), a sua
localizacdo aparente em regides de crescimento celular (testiculos, cérebro em
desenvolvimento) e capacidade de unir membranas biologicas, implica que estas

proteinas podem estar envolvidas na modificacdo das estruturas da membrana
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durante o crescimento celular ou podem atuar como mensageiros entre a membrana
celular e o citosol (BANFIELD et al, 1998).

Rv2140c é uma das muitas proteinas conservadas de M. tuberculosis para a
qual nenhuma funcdo molecular foi identificada. Estudo realizado por Eulenburg et al
(2013) determinou a estrutura cristalina em alta resolugdo do produto do gene
Rv2140c, que revelou um complexo dimérico que compartilha uma homologia
estrutural com a familia de proteinas que se liga a fosfatidiletanolamina. Rv2140c
forma interacdes de baixo peso molar com uma selecdo de analogos soluveis de
fosfatidiletanolamina, indicando que tem um papel no metabolismo lipidico. Além
disso, a locostatina (inibidor da migracdo e do crescimento celular) se liga ao
Rv2140c e também inibe o crescimento do microrganismo modelo M. smegmatis
(EULENBURG et al, 2013).

No presente trabalho, a PEBP encontra-se down regulated na condicdo
biolégica AT. Como relatado acima, essas proteinas podem estar envolvidas na
modificacdo das estruturas da membrana durante o crescimento celular; este fato
poderia possivelmente explicar uma maior abundancia desta proteina na cepa de M.
abscessus subsp. bolletii CRM 270 (MT).

Conserved 19 kDa lipoantigen family protein (ligaco)

A Lipoprotein 19 kDa (LpgH) (X8E051, X8DVH1, X8DFF8) € um grande
antigeno de parede celular de M. tuberculosis. LpgH contribui para a patogenicidade
de M. tuberculosis e das micobactérias associadas ao complexo M. tuberculosis. A
lipoproteina de 19 kDa de M. tuberculosis € imunodominante tanto em camundongos
como em seres humanos e demonstrou estimular a proliferagdo de células TCD4+,
bem como a liberacédo de IL-2, IFN-y e IL-12. Acredita-se que a acilacdo perto da
porcao N-terminal da LpgH ocorra nos aminoacidos 19-24 e possa contribuir para a
sua imunogenicidade. Além disso, a glicosilacdo dessa proteina inibe as respostas
imunes inatas, tais como a liberagdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por macrofagos, mas
nao afeta a ligacdo do anticorpo. Essa proteina também mostrou induzir as células

CD8+ a secretar IFN-y e, especificamente, lisar mondcitos infectados com M.
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tuberculosis, bem como promover a iniciacao e ativacao de neutréfilos (HUNTLEY;
STABEL; BANNANTINE, 2005, PARRA et al, 2017).

Os homologos da lipoproteina de 19 kDa existem em Mycobacterium bovis,
M. avium e M. intracellulare, mas estdo ausentes de Mycobacterium phlei, M.
smegmatis, M.  fortuitum, Mycobacterium  gordonae e M. leprae
(SUTCLIFFE; HARRINGTON, 2004, HUNTLEY; STABEL; BANNANTINE, 2005).
Ripoll et al (2009) relataram em M. abscessus a presenca de quatro genes que
codificam proteinas semelhantes a LpgH, espalhados por todo o genoma, sugerindo
que essas moléculas podem estar envolvidas na patogenicidade de M. abscessus,
possivelmente através da modificagdo da resposta do hospedeiro.

Nesse trabalho, Lipoprotein 19 kDa foi encontrada tanto down regulated na
condicao biolégica AT como também apenas na condi¢éo biolégica (only) AT. Como
essa proteina contribui para a patogenicidade das micobactérias, isso corrobora com
o0 que ja foi descrito por alguns autores, que M. abscessus € um patdgeno
intracelular capaz de crescer em macrofagos e sua infeccdo em camundongos esta
associada a lesBes granulomatosas evoluindo espontaneamente para lesdes
caseosas (RIPOLL et al, 2009, RIBEIRO et al, 2017).

Requlator LuxR (ligacdo)

Regulator LuxR (AOAOU1A7X6) € uma proteina reguladora de transcricdo, um
“jogador chave” no quorum sensing (QS), que coordena a expressdao de uma
variedade de genes, incluindo aqueles que codificam fatores de viruléncia e
biossintese de antibidticos, motilidade, transferéncia de plasmideos,
bioluminescéncia e formacao de biofilmes (CHEN; XIE, 2011).

Quorum sensing é um tipo de sinalizacdo célula-célula, no qual os
microrganismos regulam a densidade populacional através de sinalizacdo quimica.
As bactérias podem secretar uma molécula-sinal chamada autoindutor (Al), que se
harmoniza/concilia com a concentragdo de Al ambiental. Na presenca de alta
densidade celular, a molécula Al acumula. Assim, multiplos genes alvo permanecem
nao sendo expressos, regulados até que a concentracdo da molécula Al atinja um

limiar. Eventos essenciais para a sobrevivéncia e propagacao das bactérias, como a
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sintese de protease extracelular e de polissacarideo extracelular, a
bioluminescéncia, a biossintese de antibiodticos, a formacdo de biofilmes, a
mobilidade, a conjugacdo para transferéncia de plasmideos e a producdo de
viruléncia sao regulados pela molécula Al (CHEN; XIE, 2011).

Em alta densidade celular, a concentracdo da molécula Al atinge um limiar e
forma um complexo ativo com o homdlogo LuxR; este complexo se liga a
sequéncias promotoras especificas chamadas lux-boxes que controlam as
atividades de transcricdo do promotor, permitindo que as bactérias controlem seus
comportamentos, propicios a sobrevivéncia e propagacdo em ambiente hostil. As
proteinas da familia LuxR afetam tanto a sobrevivéncia como a propagacdo de
bactérias (CHEN; XIE, 2011).

Alguns genes que codificam as proteinas da familia LuxR sdo encontrados em
M. tuberculosis, M. bovis, M. avium, M. leprae, M. abscessus e M. smegmatis
(ALONSO-HEARN et al, 2010, CHEN; XIE, 2011). Neste trabalho, a proteina
regulator LuxR foi encontrada apenas na condicdo biologica AT. Como foi descrito
acima, essa proteina reguladora, quando forma um complexo ativo, permite que os
microrganismos controlem seus comportamentos, que propiciem a sobrevivéncia em
ambientes hostis. Possivelmente, isso poderia explicar a presenca desta proteina na
cepa AT.

Protein translocase subunit SecA (ligacdo e membrana)

Protein translocase subunit SecA (X8DS72, B1MB57) € o componente
ATPase da via bacteriana de secre¢cdo Sec. O caminho Sec (para secrecdo) é
essencial e ubiquo e, é responsavel pela grande maioria dos estudos de exportacéo
de proteinas. A exportacdo de proteinas através da via Sec é responsavel pela
biogénese das membranas celulares e paredes celulares, pela secrecdo de
polipeptideos, como enzimas hidroliticas, toxinas, moléculas de sinalizagéo,
apéndices de ligacdo e mobilidade (VRONTOU; ECONOMOU, 2004, WANSON et al,
2015).

A proteina SecA reconhece as proteinas destinadas a exportacdo do

citoplasma e fornece energia para transloca-las através da membrana citoplasmatica
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através do canal SecyEG translocase. As proteinas exportadas pela SecA séo
sintetizadas como pré-proteinas com peptideos contendo sinal N-terminal. Apés a
translocacado, o peptideo sinal é clivado para liberar as proteinas maduras. Tanto o
peptideo sinal como as caracteristicas da proteina madura sao reconhecidos pela
SecA (SWANSON et al, 2015). SecA esta dez vezes mais presente em comparacao
com as outras proteinas Sec. Verificou-se que interage com uma infinidade de
moléculas, incluindo ela propria, o ribossomo, a cadeia nascente do peptideo
substrato, o precursor completo da proteina substrato, SecB, SecY e diferentes
fosfolipidos. Consequentemente, SecA € encontrada tanto no citosol quanto
associada a membrana interna. Curiosamente, as micobactérias contém dois
homologos da SecA, sendo que apenas uma das coOpias é essencial para o
crescimento e responsavel pela maioria das exportacdes de proteinas que ocorrem -
SecAl é considerada uma proteina housekeeping (PIETERS; McKINNEY, 2013,
SWANSON et al, 2015).

Em contraste, SecA2 normalmente ndo é essencial e, € necessaria para a
exportacdo de um subconjunto mais limitado de proteinas. Estudos em
micobactérias mostram que, mesmo quando super expressas, as duas proteinas
SecA sé@o incapazes de se compensar. Assim, cada proteina SecA tem funcdes
distintas na exportacdo de proteinas. Em M. tuberculosis, foi observado que SecA2
(MtbSecA2) nao é essencial para o crescimento em cultura desta micobactéria, mas
€ essencial para a viruléncia in vivo. Além disso, SecA2 é necessaria para o
crescimento intracelular de M. tuberculosis em macrofagos. O papel da SecA2 na
promocao do crescimento nos macréfagos é atribuido a preven¢édo da maturacédo do
fagosoma. Em Mycobacterium marinum, sugere-se que a exportacdo da proteina
quinase G (PknG) pela via SecA2 seja pelo menos parcialmente responsavel pelo
efeito SecA2 na maturacdo de fagosomas. Em M. tuberculosis, a via SecA2 é
adicionalmente necessaria para restringir a apoptose de macréfagos infectados.
Uma possivel explicacdo para o ultimo efeito € a secrecdo de superéxido dismutase
dependente de SecA2, que pode reduzir a apoptose mediada por espécies reativas
do oxigénio. Uma associagao entre SecA2 e a secrecao de fatores de viruléncia
também pode ser observada em outros patdogenos bacterianos, como Listeria
monocytogenes e Staphylococcus aureus (PIETERS; McKINNEY, 2013, SWANSON
et al, 2015).



123

Além dessa proteina ja ter sido descrita em M. tuberculosis e M. marinum, a
mesma foi relatada em M. smegmatis (SWANSON et al, 2015). Neste trabalho, a
proteina translocase SecA encontra-se up regulated na condi¢cdo biologica AT.
Foram encontradas duas dessas proteinas na cepa de M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 (AT) identificadas como X8DS72 (gene secA2) e B1MB57 (gene
secA), esta ultima sem descricdo do homologo.

Como descrito acima, SecA2 é necessaria para o crescimento intracelular de
Mycobacterium em macréfagos, corroborando com o que ja foi descrito por alguns
autores, que M. abscessus € um patdégeno intracelular capaz de crescer em
macrofagos (RIPOLL et al, 2009, RIBEIRO et al, 2017).

Mce family protein (ligacdo, membrana e atividade de transporte)

Mammalian cell entry (Mce) family protein (X8DEU4, X8DE78, X8DEK®6) sao
moléculas transportadoras que formam complexos multi-proteina considerados
funcionalmente analogos aos componentes substrate binding protein (SBP) dos
transportadores ABC. As proteinas da familia Mce estdo intimamente envolvidas na
invasdo e existéncia prolongada em macrofagos hospedeiros (ZHANG; XIE, 2011,
PERKOWSKI et al, 2016).

Os quatro sistemas de transporte da familia Mce (Mcel-4) em M. tuberculosis
desempenham papéis em viruléncia e acredita-se que funcionem na absorcdo de
lipideos. O transportador Mce melhor caracterizado € o Mce4. Mce4 é necessario
para absorcdo de colesterol, sendo o colesterol um nutriente importante durante a
infeccdo por M. tuberculosis. Evidéncias sugerem que o Mcel seja responsavel pela
importacdo de acidos micdlicos e acidos graxos de cadeia longa caracteristicos das
micobactérias (ZHANG; XIE, 2011, PERKOWSKI et al, 2016).

Embora os transportadores da familia Mce tenham uma importancia clara
para a viruléncia de M. tuberculosis e sejam um componente central do genoma
desse microrganismo, ainda ndo existe uma analise genética sistematica ou
bioquimica das proteinas transportadoras Mce individualmente, em termos de suas
contribuicdes para a viruléncia ou suas fun¢cdes no mecanismo de transporte. Para

os componentes da familia de transportadores Mce s&o atribuidas funcdes por
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analogia aos transportadores ABC classicos (por exemplo, ATPase, permease ou
proteinas ligadoras de soluto) (PERKOWSKI et al, 2016).

Zhang e Xie (2011) demostraram que os homologos do gene mceda sao
altamente conservados entre o género Mycobacterium, incluindo: Mycobacterium
gastri, Mycobacterium interjectum, Mycobacterium szulgai, Mycobacterium celatum,
M. bovis, Mycobacterium simiae, Mycobacterium scrofulaceum, Mycobacterium
xenopi, M. avium, Mycobacterium terrae e Mycobacterium obuense. Ja em um
estudo realizado por Ripoll et al (2009), foram relatados sete operons mce em M.
abscessus e apenas quatro em M. smegmatis. No presente trabalho, a proteina Mce
foi encontrada apenas na condi¢do biologica AT. Foram identificadas trés proteinas
Mce na cepa de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 (AT) e, apenas a
X8DEKG foi identificada como Mce4.

Como essas proteinas estédo intimamente envolvidas na invasao e existéncia
prolongada em macréfagos hospedeiros, isso pode corroborar com o que ja foi
descrito por alguns autores, que verificaram a presenca de lesdes granulomatosas
evoluindo para lesbes caseosas em camundongos infectados com M. abscessus
(RIPOLL et al, 2009, RIBEIRO et al, 2017).

Probable ABC transporter (Macrolide-transport) ATP-binding protein (ligacdo e
membrana)

Os ATP binding cassete (ABC) transporters, encontrados em eucariotas e
procariotas, constituem uma grande superfamilia de permeases de subunidades
multiplas que transportam varias moléculas (ions, aminoacidos, peptideos, drogas,
antibioticos, lipideos, polissacarideos, proteinas etc.) usando ATP como fonte de
energia. Esses transportadores sdo importantes fatores de viruléncia nas bactérias
porque estdo envolvidos na absorcdo de nutrientes e na secrecdo de toxinas e
agentes antimicrobianos (BRAIBANT; GILOT; CONTENT, 2000, DE ROSSI; AINSA;
RICCARDI, 2006).

Os transportadores ABC sdao classificados como importadores e exportadores,
dependendo da direcdo de translocacdo de seu substrato. Os importadores séo

encontrados exclusivamente em procariotas e estdo envolvidos na absorcdo de



125

moléculas extracelulares. Eles sdo geralmente associados a uma proteina extra-
citoplasmatica de ligacdo ao substrato (SBP) de alta afinidade, localizada no
periplasma de bactérias Gram-negativas ou mantida por uma ancora de
aminoacidos lipo-amino NH2 terminal na vizinhanga da membrana citoplasmatica de
bactérias Gram-positivas. Os exportadores sao encontrados em procariotas e
eucariotas, onde exportam substratos do citoplasma para o ambiente externo. Os
exportadores procarioticos incluem proteinas, peptideos, farmacos, antibiéticos ou
sistemas de transporte de polissacarideos e, alguns desses exportadores também
exigem proteinas adicionais, como proteinas de membrana externa e/ou proteinas
que supostamente conectem essas proteinas exportadoras a proteinas de
membrana interna e externa (BRAIBANT; GILOT; CONTENT, 2000, LOUW et al,
2009).

Macrolide-transport (BLMMT3) séo transportadores de macrolideos. Esses
transportadores provavelmente conferem resisténcia de M. tuberculosis a
antibioticos  macrolideos, provavelmente exportando-os do  citoplasma.
Curiosamente, um homodlogo de M. smegmatis de Rv1473 foi recentemente
identificado e mostrou ser induzido durante a fase estacionaria do crescimento.
Durante esta fase de crescimento, M. smegmatis e M. tuberculosis também se
mostraram resistentes aos farmacos anti-micobacterianos padrdo (BRAIBANT;
GILOT; CONTENT, 2000).

No presente trabalho, esta proteina foi encontrada up regulated na condicdo
biolégica AT. Como relatado anteriormente, foi detectada resisténcia na cepa de M.
abscessus subsp. bolletii CRM 270 e, sensibilidade na cepa de M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594 ao antibiético macrolideo claritromicina pelo MIC. A proteina
Macrolide-transport esta mais abundante na cepa de M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594, ou seja, na cepa sensivel ao macrolideo. Porém, mesmo em uma
abundancia menor, a presenca desta proteina explica a resisténcia a claritromicina

da cepa de M. abscessus subsp. bolletii CRM 270.
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4.4.5 Descrigdo de proteinas relacionadas as enzimas modificadoras de antibioticos

O envelope celular micobacteriano desempenha um papel crucial na protecéo
da célula contra compostos extracelulares toxicos. A presenca de porinas permite a
rapida passagem de quantidades potencialmente letais de compostos e antibioticos
hidrofilicos através do envelope. Uma vez internalizados, os antibidticos podem
atingir seu alvo no citoplasma e ativar a expressdo de potenciais genes de
resisténcia a antimicrobianos. Esta bem documentado que o envelope celular atua
de forma sinérgica com sistemas internos induziveis por antibioticos para competir
contra os efeitos dos antimicrobianos. Este sistema interno, conhecido como
resisténcia intrinseca, inclui bombas de efluxo, enzimas modificadoras/inativadoras
de antibibticos, enzimas modificadoras de alvo e genes que conferem resisténcia ao
metal (Tabela 1) (NESSAR et al, 2012).

Putative aminoglycoside phosphotransferase (ligacdo) e ADP-ribosyltransferase

(ligacdo, membrana e atividade de transporte)

Aminoglycoside phosphotransferase (AOAOU1A2M2) e ADP-ribosyltransferase
(X8DIz4) sédo enzimas hidroliticas ou modificadoras de antibioticos.

M. abscessus atingiu notoriedade como uma das espécies micobacterianas
mais resistentes aos antibidticos. Grande parte dessa multirresisténcia aos
antimicrobianos deve resultar de uma fraca permeabilidade da parede celular, porém
a analise do genoma de M. abscessus também revelou a presenca de muitos
determinantes potenciais de resisténcia a antimicrobianos (RIPOLL et al, 2009).

Um fator importante no surgimento da resisténcia aos antibidticos é a
existéncia de enzimas que modificam ou degradam quimicamente os antibioticos. Os
genes que codificam estas enzimas sdo comumente encontrados em elementos
genéticos méveis, facilitando a sua propagacdo. Uma dessas classes de enzimas é
a familia de aminoglicosideos fosfotransferase (APH), que usa transferéncia de
fosfato mediada por ATP para modificar quimicamente e inativar antibidticos

aminoglicosideos, como estreptomicina e kanamicina. Outra enzima modificadora de



127

antibiético que ja foi descrita € ADP-ribosil transferase, responsavel por inativar a
rifampicina (NURIZZO et al, 2003, RIPOLL et al, 2009, NESSAR et al, 2012).

Véarios artigos cientificos relataram a presenca dessas enzimas em
micobactérias. Nessar et al (2012) descreveram que M. abscessus contém essas
enzimas que podem modificar aminoglicosideos transferindo residuos de acetil ou
fosfato em posi¢cdes-chave dentro do antibiotico, tornando-os inativos. M. abscessus
possui uma aminoglicosideo 2-N acetiltransferase e varios homoélogos de
fosfotransferases aminoglicosideos. Verificou-se que acetiltransferases e
fosfotransferases de M. smegmatis e M. tuberculosis conferem também resisténcia a
aminoglicosideos (NESSAR et al, 2012).

JA para o patdégeno oportunista M. smegmatis, a rifampicina é um
antimicrobiano ineficaz devido a presenca de uma ADP-ribosiltransferase de
rifampicina codificada cromossomicamente (BAYSAROWICH et al, 2008).

Neste trabalho, a proteina aminoglycoside phosphotransferase foi encontrada
apenas na condi¢cdo biolégica AT e a proteina ADP-ribosyltransferase foi encontrada
apenas na condicao biolégica MT.

Apesar de ter sido detectada resisténcia nas duas cepas empregadas nesse
estudo para o antibidtico aminoglicosideo tobramicina e sensibilidade para o
aminoglicosideo amicacina pela CIM, foi identificada a proteina aminoglycoside
phosphotransferase apenas na cepa de M. abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594.
Ja a proteina ADP-ribosyltransferase foi anotada apenas na cepa de M. abscessus
subsp. bolletii CRM 270.

A presenca da proteina aminoglycoside phosphotransferase na cepa de M.
abscessus subsp. bolletii CBRVS 00594 resistente a tobramicina, corrobora com o
que foi relatado por Nessar et al (2012), que essa proteina confere resisténcia

intrinseca de M. abscessus aos aminoglicosideos.

4.4.6 Descricao de proteinas relacionadas aos mecanismos de bomba de efluxo

Os mecanismos de efluxo ativos representam potencialmente um dos fatores
causadores da resisténcia a antibioticos em micobactérias. Os mecanismos de

bomba de efluxo tém um papel fisiolégico protetor de bactérias contra moléculas
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toxicas e manutencdo da homeostase celular e equilibrio fisiolégico através da
exportacdo de toxinas ou metabdlitos para o ambiente extracelular (NESSAR et al,
2012).

As bombas de efluxo de resisténcia a multidrogas, por definicdo, reduzem as
concentragdes intracelulares de mais de um antibiético para niveis subinibitorios e,
assim, sao utilizados para promover o surgimento de resisténcia a multiplos
antimicrobianos. Os genes que codificam bombas de resisténcia a multiplos
antimicrobianos sédo expressos constitutivamente em células do tipo selvagem e,
assim, conferem um baixo nivel de resisténcia (LOUW et al, 2009).

Os transportadores de efluxos de resisténcia a multidrogas utilizam o
gradiente eletroquimico transmembranar de préotons ou ions de sodio para expulsar
0s antimicrobianos da célula e, geralmente sdo agrupados em quatro superfamilias,
principalmente com base na homologia da sequéncia de aminoacidos. Estes incluem
Major facilitador superfamily (MFS), a ATP-binding cassette family, a familia de
resisténcia-nodulacao-divisdo (resistance-nodulation-division - RND) e small
multidrug resistance family (SMR) (POOLE, 2000, LOUW et al, 2009).

A MFS compreende uma das maiores familias de transportadores de
membrana. As permeases da MFS possuem 12 ou 14 putativos ou segmentos de
transmembranas estabelecidos e transportam diversos componentes diferentes,
incluindo acuUcares simples, oligossacarideos, inositois, antimicrobianos,
aminoacidos, nucleosideos, ésteres de organofosfatos, metabodlitos do ciclo de
Krebs e uma grande variedade de anions e cations inorganicos (DE ROSSI; AINSA;
RICCARDI, 2006).

No genoma de M. abscessus sdo encontrados genes que codificam os
membros da familia MFS ABC transporters e da familia transportadora mycobacterial
membrane protein large (MmpL). Os transportadores multidrogas de cassete de
ligacdo de ATP (ABC) (ABC-type multidrug transportes) utilizam a energia livre da
hidrolise de ATP para bombear antimicrobianos para fora da célula e podem ser
classificados como importadores (absorcdo de moléculas extracelulares) ou

exportadores (remover substratos para o ambiente externo) (LOUW et al, 2009).
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MMPL family protein (ligacdo e membrana)

A familia transportadora MmpL (X8DIS9) esta envolvida no transporte de
lipidios para a membrana e codifica as proteinas de resisténcia, nodulacéo e divisdo
celular (RND), que é uma familia de bombas de resisténcia a multiplos
antimicrobianos, por meio da mediacdo do transporte de um grupo diversificado de
compostos (catibnicos, anidnicos ou neutro), incluindo varias antimicrobianos, metais
e acidos graxos. Essas proteinas medeiam o transporte através da membrana
citoplasmatica usando a forca motora do gradiente eletroquimico transmembranar de
prétons (NESSAR et al, 2012).

Os genes que codificam membros da familia de transportadores MmpL estao
distribuidos por todo o genoma do M. abscessus, mas seu papel nessa espécie
ainda néo foi estabelecido. Estudos recentes atribuiram uma fungéo de resisténcia
aos antimicrobianos a familia MmpL. Pasca et al (2005) demonstraram que o gene
mmpL7 de M. tuberculosis confere um alto nivel de resisténcia a isoniazida quando
superexpressas em M. smegmatis e o nivel de resisténcia foi significativamente
diminuido na presenca de inibidores de efluxo. No entanto, Domenech et al (2005)
construiram cepas de mutantes de M. tuberculosis com 11 dos 13 genes de mmpL
inativados e relataram que a susceptibilidade desses mutantes a um amplo espectro
de agentes nao foi alterada. Isso levou os autores a sugerir que, ao contrario de sua
funcdo em outros organismos, essas proteinas ndo desempenham um papel
significativo na resisténcia intrinseca a antimicrobianos de M. tuberculosis (PASCA
et al, 2005, DOMENECH; REED; BARRY, 2005, NESSAR et al, 2012).

No presente trabalho, esta proteina foi encontrada apenas na condicao
biolégica MT, corroborando o que foi relatado por Nessar et al (2012), sobre uma
possivel funcdo desta familia ligada a resisténcia intrinseca aos antibioticos, isto
porque, esta cepa mostrou-se mais resistente aos antibiéticos quando realizado o
ensaio de avaliacdo de susceptibilidade. Porém, se fizéssemos uma analogia entre
0s antimicrobianos, os antibidticos e os desinfetantes, a presenca desta familia de
proteinas na cepa MT nao responderia a possivel resisténcia ao glutaraldeido, ja
gue ela deveria estar presente na cepa de M. abscessus subsp. bolletii INCQS n°
00594 (AT).
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Fluoroquinolones export ATP-binding protein (ligacdo, membrana e atividade de

transporte)

Fluoroquinolones export ATP-binding proteins (AOAOU1A6R1) séo proteinas
transportadoras de multidrogas do tipo ABC classificados como exportadores.

A primeira evidéncia indireta de uma bomba de efluxo para antibiotico em
micobactérias surgiu a partir do surgimento rapido de cepas resistentes as
fluoroquinolonas (FQ) quando esses antibidticos se tornaram um recurso contra
infeccbes por M. tuberculosis multirresistentes.

Nas micobactérias, duas bombas de efluxo multidrogas da familia MFS foram
associadas ao transporte de FQ: a bomba de efluxo LfrA de M. smegmatis e a
bomba de efluxo Rv1634 de M. tuberculosis (DE ROSSI; AINSA; RICCARDI, 2006,
NGUYEN; THOMPSON, 2006)

A proteina LfrA foi a primeira bomba de efluxo funcional a ser descrita no
género Mycobacterium. Esta bomba de efluxo exibe ampla especificidade de
substrato para FQ mais hidrofilicas. A superproducdo dessa proteina leva a um
baixo nivel resisténcia a FQ, ao brometo de etideo, a acridina e a alguns compostos
quaternarios de aménio em M. smegmatis (VIVEIROS; LEANDRO; AMARAL, 2003,
DE ROSSI; AINSA; RICCARDI, 2006, LOUW et al, 2009).

No presente trabalho, a proteina fluoroquinolones export ATP-binding foi
encontrada apenas na condig&o biologica MT.

Apesar de ter sido detectada resisténcia na CIM, nas duas cepas de M.
abscessus subsp. bolletii desse estudo, aos antibioticos ciprofloxacina (segunda
geracdo) e a moxifloxacina (quarta geracdo), foi identificada a proteina
fluoroquinolones export ATP-binding na cepa de M. abscessus subsp. bolleti CRM
270. Este fato ndo é corroborado com o que foi relatado por De Rossi, Ainsa e
Riccardi (2006), que a presenca desta proteina poderia levar a sensibilidade da
micobactéria as FQ, isto porque, a cepa CRM 270 apresentou resisténcia as FQ no

ensaio de avaliagédo da susceptibilidade aos antimicrobianos.
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4.4.7 Descricdo de proteinas com fungéo de porinas

Uma das caracteristicas mais marcantes das micobactérias é a sua parede
celular exclusiva, que de acordo com varios modelos, compreende uma membrana
externa de fluidez e permeabilidade extremamente baixas tanto para solutos
hidrofébicos como hidrofilicos. A robustez da parede celular e a membrana externa
impermeavel protegem as micobactérias dos estresses ambientais e contribuem
para a sua resisténcia intrinseca a muitos antibiéticos. No entanto, apesar desta
aparente énfase na funcéo protetora da membrana externa, as micobactérias devem
ser capazes de adquirir nutrientes e liberar produtos residuais. Porinas sdo canais
de proteinas cheios de agua, presentes na membrana externa de micobactérias, que
permitem a difusdo de solutos pequenos e hidrofilicos (HILLMANN et al, 2007)

A bicamada de acido micdlico é uma barreira de permeabilidade
extremamente eficiente que protege a célula de compostos téxicos, sendo
considerado o principal determinante da resisténcia intrinseca de micobactérias aos
antibidticos mais comuns, agentes quimioterapicos e desinfetantes quimicos
(BRENNAN; NIKAIDO, 1995). A bicamada de &cido micdlico é funcionalmente
anadloga a membrana externa de bactérias Gram-negativas. Existem Vvarios
caminhos para o transporte através da membrana externa de bactérias Gram-
negativas: (i) compostos hidrofébicos penetram a membrana por dissolucdo
temporaria na bicamada lipidica. (ii)) os compostos pequenos e hidrofilicos difundem
através de canais de proteinas cheias de agua, as porinas (NIEDERWEIS, 2003),

entre outros.

MspA protein e MspA family protein (membrana e atividade transporte)

MspA protein (AOAOU1A2L6) e MspA family protein (X8DTF1, X8DMQ8) sao
porinas, e constituem mais de 70% de todos os poros de M. smegmatis (STAHL et
al, 2001).

MspA foi identificada como uma proteina formadora de canais em extratos de

cloroférmio-metanol de M. smegmatis. A permeabilidade da parede de um mutante
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AmspA de M. smegmatis para cefaloridina e glicose foi reduzida em nove e quatro
vezes, respectivamente (STAHL et al, 2001). O niamero de poros na parede celular
de M. smegmatis caiu de 2.400 para 800 por célula no mutante mspA na fase de
crescimento exponencial, mostrando que MspA € a principal porina de quatro
porinas Msp de M. smegmatis. A exclusdo dos genes mspA, mspC e mspD em um
triplo mutante reduziu fortemente a taxa de crescimento de M. smegmatis,
ressaltando a importancia das porinas Msp para absorcdo de nutrientes. MspA é a
primeira proteina de membrana externa micobacteriana cuja estrutura foi definida a
nivel atbmico. A estrutura de cristal ilustrou que oito monémeros MspA constituem
um Uunico canal de 9,6 nm de comprimento. Esta arquitetura de proteinas é
completamente diferente das porinas triméricas de bactérias Gram-negativas, que
possuem um poro por monémero e tém aproximadamente 4 nm de comprimento.
Estes resultados estabeleceram MspA como o primeiro membro de uma nova classe
de porinas (NIEDERWEIS, 2003, STEPHAN et al, 2005, HILLMANN et al, 2007).

A expressdo da porina MspA de M. smegmatis em M. tuberculosis e
Mycobacterium bovis BCG promove a absor¢ao de glicose e pode acelerar a taxa de
crescimento. A expressao de MspA aumenta as sensibilidades de M. tuberculosis e
M. bovis para antibiéticos hidrofilicos, como b-lactamicos e os antimicrobianos contra
a tuberculose isoniazida, etambutol e estreptomicina (MAILAENDER et al., 2004,
STEPHAN et al.,2004, NGUYEN; THOMPSON, 2006).

Stephan et al (2004) demonstraram que uma cepa de M. smegmatis que
sofreu mutacdo, perdendo a principal porina MspA, aumentou o nivel de resisténcia
desta bactéria a alguns antibiéticos. (STEPHAN et al, 2004).

4.4.7.1 Relacao entre as porinas e o glutaraldeido

Considera-se que o glutaraldeido é predominantemente um biocida reativo a
superficie e que forma pontes ou liga¢des cruzadas com grupos amino das proteinas
expostas na superficie das células bacterianas (McDONNELL; RUSSELL, 1999).
Embora ndo sejam conhecidos os mecanismos de resisténcia das micobactérias ao
desinfetante, € razoavel supor que mudancas na superficie celular resultando em

diminuicdo da ligacdo e/ou penetracdo de glutaraldeido podem ser mecanismos
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através dos quais as MCR desenvolvem tolerancia. Devido ao papel importante
desempenhado pela membrana externa das micobactérias na susceptibilidade aos
antimicrobianos e nas interacbes patdgeno-hospedeiro, ha, portanto, alguma
preocupacao de que o uso generalizado de glutaraldeido em contextos clinicos pode
selecionar populacdes resistentes de bactérias, com possiveis consequéncias sobre
a resisténcia aos antibioticos e a patogenicidade (SVETLIKOVA, 2009).

Os compostos que contém grupos amino que sao suscetiveis a ligacdo do
glutaraldeido na superficie de micobactérias de crescimento rapido incluem
proteinas expostas a superficie, dentre elas as porinas e os glicopeptideos. Além
disso, os lipopolissacarideos da parede celular podem afetar a susceptibilidade de
M. chelonae ao glutaraldeido (MANZOOR et al, 1999). Para avaliar o impacto
desses compostos do invélucro celular sobre a resisténcia de M. smegmatis ao
glutaraldeido, mutantes mc?155 deficientes em diferentes aspectos de sua
biossintese foram comparados aos respectivos parentes de tipo selvagem para
resisténcia ao glutaraldeido (SVETLIKOVA, 2009).

Os resultados mostraram que os defeitos na expresséo de porina do tipo Msp
aumentaram drasticamente a resisténcia de M. smegmatis e M. chelonae ao
glutaraldeido. Uma vez que os defeitos na atividade da porina também aumentaram
drasticamente a resisténcia de M. chelonae aos antimicrobianos, os autores também
suportaram a hipotese de que o0s isolados resistentes ao glutaraldeido
provavelmente desenvolveram resisténcia cruzada a multiplos antibioticos, incluindo
alguns utilizados no tratamento clinico das infec¢des por MCR.

Neste trabalho, a proteina MspA protein foi encontrada apenas na condi¢ao
biolégica AT e a proteina MspA family foi encontrada apenas na condi¢do bioldgica
MT. Na cepa de M. abscessus subsp. bolleti CRM 270 (MT) foram identificadas
duas porinas MspA e na cepa CBRVS 00594 (AT), uma porina MspA. Essa
informacgéo, pode nos levar a crer que devido a uma quantidade maior de porinas
presente na membrana externa da cepa MT, o glutaraldeido teria tido maior
facilidade para atravessar a bicamada lipidica da parede desta micobactéria e assim,

agir de forma mais efetiva, comparando com a cepa AT.
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5 CONCLUSOES

v" Os resultados da analise comparativa da formacéo de biofilme por M. abscessus
subsp. bolletii CBRVS 00594 demonstraram que 0 microrganismo foi capaz de
formar biofilme tanto no disco de PC quanto no de Al, mesmo em concentracdes

elevadas de glutaraldeido;

v" Foi observado que ocorreu uma maior recuperacdo de M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594 no disco de PC na presenca e auséncia de glutaraldeido,
do que no disco de Al;

v A formacé@o do biofilme de M. abscessus subsp. bolleti CBRVS 00594 teve
reducdo quando exposto as concentracdes de 1,0 e 1,5% de glutaraldeido, mas

nao foi totalmente destruido, nos dois discos;

v A analise da microscopia epifluorescente revelou uma grande quantidade de
aglomerados e de bactérias isoladas na auséncia e presenca de diferentes
concentragfes de glutaraldeido apds os 7 dias de incubacgéo;

v" Todas as amostras analisadas pelo MVCL desenvolveram o biofilme apés 7 e 14
dias de incubacao, porém em 14 dias de incubacdo, M. abscessus subsp. bolletii
CBRVS 00594 demonstrou uma consideravel diminuicdo da quantidade de

células viaveis tanto na presenca quanto na auséncia de glutaraldeido;

v" Foi observada a presenca de células viaveis no biofilme de M. abscessus subsp.
bolletii CBRVS 00594, mesmo apos 14 dias, na presenca de altas concentracfes

de glutaraldeido;

v' Foram inferidas 4.126 proteinas na amostra AT e 4.041 na amostra MT apés a

andlise do SEPro;

v'As diferentes condicdes bioldgicas apresentaram 3.971 proteinas em comum.
Além disso, 189 e 185 proteinas foram inferidas somente em uma condi¢cao

bioldgica, MT ou AT, respectivamente;
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O numero total de proteinas diferencialmente abundantes nas comparactes

entre as cepas MT e AT foi de 304 proteinas;

Vérias proteinas foram registradas, apés andlise funcional, como importantes
neste estudo, como proteinas relacionadas a patogenicidade, a regulagédo, ao
transporte, as enzimas modificadoras de antibioticos, a bomba de efluxo, entre

outros;

Foram identificadas duas enzimas hidroliticas ou modificadoras de antibioticos, a
Aminoglycoside phosphotransferase (AOAOU1A2M2 - only AT) e a ADP-
ribosyltransferase (X8DIZ4 - only MT). Apesar de ter sido detectada resisténcia
nas duas cepas para tobramicina e sensibilidade para amicacina pela CIM, foi

identificada a proteina aminoglycoside phosphotransferase apenas na cepa AT;

Foram identificadas duas proteinas relacionadas a bomba de efluxo, a familia
transportadora MmpL (X8DIS9 - only MT) e fluoroquinolones export ATP-binding
proteins (AOAOU1A6R1 - only MT). Apesar de ter sido detectada resisténcia na
CIM nas duas cepas aos antibibticos ciprofloxacina (segunda geracdo) e a
moxifloxacina (quarta geragdo), foi identificada a proteina fluoroquinolones
export ATP-binding na cepa MT;

Foram identificadas duas porinas MspA na cepa MT e uma porina MspA na cepa
AT.
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APENDICE A (em CD)

Tabela suplementar 1la . Lista de todas as proteinas identificadas (FDR < 1%)
no proteoma de M. abscessus subsp. bolletii INCQS n° 00594 (AT)

Legenda: tamanho - tamanho em residuos de aminoacidos; NSAF
(normalized spectral abundance fator) — fator de abundancia espectral
normalizado; cobertura — percentagem de residuos de aminoacidos
identificados em relacdo ao total de residuos de uma proteina; score —
ranking ou classificacédo da identificacdo, calculado pelo programa PatternLab
for proteomics (CARVALHO et al., 2016).

Tabela suplementar 1b . Lista de todas as proteinas identificadas (FDR < 1)
no proteoma de M. abscessus subsp. bolletii INCQS CRM 270 (MT).
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APENDICE B (em CD)

Tabela suplementar 2a. Lista de proteinas diferencialmente abundantes
detectadas em ambas as condi¢des biolégicas (MT e AT) com significancia
estatistica (FDR <0,05%). Essas proteinas representam oS pontos azuis no

volcano plot (Figura 6).

Tabela suplementar 2b . Lista das proteinas detectadas apenas na condi¢cao

biologica AT.

Tabela suplementar 2c . Lista das proteinas detectadas apenas na condicao

biologica MT.



