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Resumo

O género Mycobacterium possui 208 espécies, a maioria ubiquas do ambiente,
designadas de micobactérias ndo tuberculosas (MNT), que podem ser potenciais
patogénios oportunistas.

As MNT proliferam em ambientes naturais (solos e 4guas) ou ambientes artificiais,
como hospitais e sistemas de distribuicdo de agua da rede publica. A sua resiliéncia
inata esta intrinsecamente associada as suas caracteristicas fisiolégicas, como a
parede celular, formada pelo complexo micolil-arabinogalactano-peptidoglicano, que
origina células altamente hidrofébicas com elevada impermeabilidade.

A disponibilidade de nutrientes, podera ter influéncia direta na morfologia, induzir a
expressao de proteinas e por isso contribuir para a sua resisténcia a antibiéticos e
patogenicidade. Foram escolhidas as espécies M. smegmatis e Mycobacterium
hassiacum, para avaliar a influéncia de diferentes meios na sua morfologia, agregacéo
celular e expressédo de proteinas totais. Verificaram-se alteracdes morfoldgicas nas
células, nas colénias e na formacdo de biofilime, (alteracdes morfologicas a nivel
macro e microscépio). Foram identificadas proteinas hipotéticas com potencial
envolvimento na formacdo de biofiimes, como a Hsp60 GroEL1, que foram
investigadas quanto a possibilidade de serem potenciais alvos terapéuticos. A
suscetibilidade a antibidticos foi avaliada nas diferentes condi¢gfes, resultando em
alteracdes do perfil de suscetibilidade com uso do antibiético meropenem.

Neste trabalho, foi também testada a suscetibilidade a diferentes antibioticos de um
isolado ambiental (NTM21), de uma fonte de dgua natural. A sequenciacdo do genoma
revelou tratar-se de uma nova espécie do género Mycobacterium. No contexto do
trabalho, em que se pretende compreender como ocorre a adaptagéo e o crescimento
de micobactérias de acordo com as condi¢des do ambiente, nomeadamente no que
diz respeito a disponibilidade de nutrientes, procedeu-se ainda a caracterizagédo
bioguimica da nova espécie de micobactéria. Dada a importancia cientifica e de salude
publica, que novas espécies do género Mycobacterium tém de serem potenciais
patogénicos, os testes realizados contribuem para um melhor conhecimento deste
grupo de bactérias no que diz respeito a distribuicdo e prevaléncia no ambiente e as

caracteristicas intrinsecas de resiliéncia e resisténcia.

Palavras-chave: Micobactérias néo tuberculosas, biofilme, agregados celulares,
suscetibilidade micobacteriana, testes bioquimicos.
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Abstract

The genus Mycobacterium includes 208 species, many of which are ubiquitous
environmental species designated nontuberculous mycobacteria (NTM), with the
potential for being opportunistic pathogens.

NTM have the capacity to proliferate in natural environments (soils and waters), or
artificial environments, such as hospitals and public water distribution systems. Their
innate resilience is intrinsically associated with physiological characteristics, since the
cell wall is formed by the mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan complex that
originates highly hydrophobic cells with low permeability.

Nutrient’s availability, may also have direct influence on their morphology, induce
different proteins expression and therefore contribute to their resistance to antibiotics
and pathogenicity. Mycobacterium smegmatis and Mycobacterium hassiacum were
selected to evaluate the influence of different media on phenomena of biofilm formation
and cell aggregation, morphology, and proteins expression. In the different conditions
tested, morphological alterations were verified in the cells, colonies and in the
formation of biofilm (morphological alterations at the macro and microscopic level).
Hypothetical proteins with potential involvement in biofilm formation have been
identified, like Hsp60 GroEL 1 and investigated as possible therapeutic targets. The
susceptibility to antibiotics was evaluated under different conditions, which resulted in
the alteration of susceptibility profiles with the use of meropenem. In this work, the
susceptibility to different antibiotics of an environmental isolate (NTM21) from a natural
water source was also tested. Genome sequencing revealed that it was a new species
of genus Mycobacterium. In the context of this work, which intends to understand how
the adaptation and growth of mycobacteria take place according to environmental
conditions, namely with regard to nutrient availability, the biochemical characterization
of a new species was also carried out. Given the scientific and public health importance
that new Mycobacterium species have as potential pathogens, the tests carried out
contribute to a better understanding of this group of bacteria with regard to their
distribution and prevalence in the environment and the intrinsic characteristics of
resilience and resistance.

Keywords:  Nontuberculous mycobacteria, biofilm, cell aggregates,
mycobacterial susceptibility, biochemical tests.
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Capitulo | — Introducao

1.1 Género Mycobacterium

As micobactérias sdo membros do género Mycobacterium pertencente a familia
Mycobacteriaceae, ordem Actinomycetales (Forbes, 2017). O género Mycobacterium
inclui 208 espécies validamente descritast. O nimero de espécies deste género tem
aumentado significativamente nos Udltimos anos, principalmente devido a novas
metodologias de identificacdo molecular e genémica, que permitem uma identificacdo
mais sensivel e precisa de novas espécies (Tortoli, 2014).

Algumas espécies de micobactérias sdo saprofitas, enquanto outras s&o
patogénicas obrigatorias intracelulares ou oportunistas. Caracteristicas distintivas do
género incluem o facto de serem espécies acido-alcool resistentes e possuirem uma
camada de &cidos micélicos na parede celular. Sdo descritas como bacilos sem
motilidade, ndo capsulados e aerobios, com capacidade de formar estruturas
multicelulares designadas de biofilme (Tortoli et al., 2017). Dentro das espécies
patogénicas obrigatérias, estdo incluidas as espécies pertences ao Complexo
Mycobacterium tuberculosis (CMT) e a espécie Mycobacterium leprae ou bacilo de
Hansen. As espécies do CMT, causam tuberculose em humanos e animais. Em 2019,
a tuberculose foi a principal causa de morte por doenca infeciosa a nivel mundial, com
1,4 milhdes de vitimas, segundo o Relatério Global da Tuberculose de 2020, publicado
pela Organizacdo Mundial de Salude?. A espécie Mycobacterium leprae causa a
doenca de Hansen, que afeta a pele, nervos periféricos e as superficies mucosas do
trato respiratério superior (Trautman, 1984). Existe tratamento para esta doenga, com
antibidticos, sendo possivel evitar o seu avanco se o diagnostico for realizado nas
primeiras fases da doenca.

As restantes espécies do género sdo comumente designadas por micobactérias néo
tuberculosas (MNT), inicialmente descritas como micobactérias atipicas, uma vez que
séo frequentemente isoladas do ambiente, de solos e aguas, mas também de animais,
principalmente de tecido animal infetado (Rigouts & Cogneau, 2021) e, ao contrario
das espécies do CMT e da espécie M. leprae (Hu et al., 2019; Lee et al., 2002), ndo
precisam de um hospedeiro para sobreviver, no entanto, tém sido consideradas

também relevantes a nivel clinico.

L LpsN—list of prokaryotic names with standing in nomenclature. 1997. www.bacterio.net/mycobacterium.html. Ultimo acesso
05 de julho 2021.

2 WHO - World Health Organization. https://www.who.int/health-topics/tuberculosis#tab=tab_1. Ultimo acesso 22 junho 2021



1.2 Taxonomia

As primeiras MNT descritas foram as espécies M. smegmatis (1889) e M. phlei
(1899), no entanto, a classificacdo fenotipica foi iniciada mais tarde por Ernest H.
Runyon (Runyon, 1959; Turenne, 2019). Desde entdo, com 0 avanco de novas
tecnologias de sequenciacdo do genoma de organismos e o aumento do interesse por
estas espécies patogénicas oportunistas (responsaveis por infecdbes em humanos
bastante dificeis de tratar), levaram a que, nas Ultimas décadas, se verifica-se um
aumento do numero de novas espécies identificadas e classificadas como
pertencentes a este género (Domenech et al., 1994). Apesar de a base da
identificacdo de espécies estar na andlise do gene 16S rRNA, existe uma similaridade
ou igualdade, 94-100%, entre as diferentes espécies. Assim, tem sido demonstrado
gue usar a metodologia com base apenas em um dgene para identificar as
micobactérias até a espécie pode levar a uma identificacao errada, sendo necessario
analisar adicionalmente, e em conjunto, as sequéncias de outros genes como hsp65,
rpoB e sod (Devulder et al., 2005). Fedrizzi e os seus colaboradores, em 2017,
apresentaram uma proposta de divisdo do género Mycobacterium, em que as espécies
do complexo M. tuberculosis e M. leprae, seriam separadas das restantes, as
denominadas Micobactérias nao-tuberculosas (Fedrizzi et al., 2017). Recentemente foi
proposta uma divisdo do género Mycobacterium em 5 géneros (Gupta et al., 2018),
com base numa arvore filogenética, construida tendo em conta 1941 proteinas
essenciais do género Mycobacterium, 136 proteinas essenciais do filo Actinobacteria e
8 proteinas conservadas. Estes autores consideraram também a semelhanca do
genoma de espécies micobacterianas, determinada com base na identidade de
aminoé&cidos de familias de proteinas conservadas. Esta proposta de reclassificacao
do género Mycobacterium foi inicialmente aceite e até alterada nas bases de dados,
no entanto, outros investigadores e médicos opuseram-se e refutaram posteriormente
esta alteracdo (Tortoli et al., 2019). Os 4 géneros novos propostos por Gupta e
colaboradores (2018) sado considerados sin6bnimos heterotipicos (nomes diferentes que
foram associados a diferentes estirpes tipo) do género Mycobacterium, publicados de
forma valida sob aprovagdo do ICNP (International Code of Nomenclature of
Procaryotes) (Oren et al., 2019).

As micobactérias podem ser classificadas em dois grandes grupos (Fig.1) (Veyrier
et al., 2009), as micobactérias de crescimento rapido (MCR) e as micobactérias de
crescimento lento (MCL), sendo estes dois grupos definidos segundo o tempo de
surgimento de colénias em condi¢cBes 6timas de crescimento, a partir de um inéculo,

ou seja, se este aparecimento de col6nias ndo ultrapassa ou ultrapassa 7 dias,
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respetivamente. Dentro das MNT classificadas como MCR, alguns exemplos sédo: M.
smegmatis, M. hassiacum e o complexo M. abscessus, numa posi¢ao intermediaria as
espécies do complexo M. terrae e por fim, como MCL as espécies M. kansasii, M.
celatum, M. marinum ou pertencentes ao complexo M. simiae (Tomioka, 1998). As
MNT podem ser classificadas também de acordo com o tempo de crescimento e
pigmentacdo das colonias segundo a classificacdo de Runyon, existindo 4 grupos: As
MCL sé@o divididas pelos 3 primeiros grupos: Grupo | | Fotocromogénicas: exibem
pigmentacdo amarela apdés exposicdo luminosa; Grupo Il | Escotocromogénicas:
produzem pigmentacdo apenas na auséncia de luz; Grupo lll | Nao-cromogénicas:
sem pimentacdo. As MCR pertencem ao Grupo IV e podem apresentar pigmentacao
ou ndo (Stahl & Urbance, 1990; Tomioka et al., 1990; Turenne, 2019).

1.3 Fisiologia

A base para a resisténcia inata das micobactérias é sua parede celular, rica em
lipidios, originando células altamente hidrofobicas com elevada impermeabilidade, o
que poderd também estar associada a sua capacidade imunomodelatéria e de
crescimento lento. A parede celular das micobactérias é diferente da parede celular
das bactérias de Gram-positivo e Gram-negativo, pois € formada pelo complexo
micolil-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) (Fig.2), que sao estruturas
macromoleculares caracteristicas destas bacterias resultando no aumento da sua
robustez. O peptidoglicano (PG), situado exterior a membrana plasmatica, torna a
parede rigida, mantendo a integridade e forma da parede mesmo em condi¢Bes de
osmolaridade adversas (Alderwick et al., 2015). A camada seguinte é composta por
arabinogalactano (AG), que tem ligagdo fosfodiéster ao PG, através de residuos de
acido muramico. Trata-se de um heteropolissacarideo composto por arabinose e
galactose e que perfaz cerca de 35% da massa total da parece celular (Alderwick et
al., 2015). Os acidos micdlicos (cadeias com 60-90 carbonos) estdo na parte mais
exterior da parede e sdo também responsaveis pela elevada resisténcia destas
bactérias a diversos agentes quimicos, nomeadamente desinfetantes, mas também a
antibiéticos (Chakraborty & Kumar, 2019). As micobactérias produzem dois tipos de
polissacarideos polimetilados intracelulares (PMPS), os polissacarideos 3-O-
metilmanose (MMPs) e os lipolissacarideos 6-O-metilglucose (MGLPs) (Jackson &
Brennan, 2009). Os MGLPs ja foram isolados em espécies do Complexo M.
tuberculosis, M. leprae e de espécies do género Nocardia. Os MMPs apenas foram
isolados em MNT, nomeadamente em MCR néo patogénicas. Estes polissacarideos

sdo importantes no metabolismo de acidos gordos e na sintese da parede das MNT,
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nomeadamente dos &cidos micélicos (Ripoll-Rozada et al., 2019). No entanto, genes
que codificam enzimas envolvidas na sintese dos MGLPs tém sido identificados na
generalidade das espécies de micobactérias, enquanto, genes envolvidos na sintese

de MMPs tém sido apenas identificados em MNT (Mendes et al., 2012).
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Figura 1 - Arvore filogenética do género Mycobacterium construida a partir de sequéncias do gene 16S

rRNA (adaptado de Devulder et al. 2005).
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Figura 2 - Formacdo da pelicula de biofime e esquema da composicdo da parede celular de
Mycobacterium spp. Retirado de Chakraborty, P., & Kumar, A. (2019)

1.4 Patologia

Em Portugal, ndo é obrigatério a comunicacdo ao SINAVE (Sistema Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica) de infe¢des por MNT, em contraste com o que acontece em
situacdes de infecao por espécies do CMT, o que constitui um problema na aquisicédo
de dados epidemioldgicos importantes (Sousa et al., 2015). A infecdo por MNT, resulta
da interacdo MNT-hospedeiro-ambiente, ndo se transmite pessoa-a-pessoa, e é
sobretudo prevalente em pessoas com patologia estrutural, como bronquiectasia,
fibrose quistica ou outras pneumoconioses, mas também em imunodeprimidos, no
entanto, tem sido sugerido que a maioria da populacdo ja teve contacto com MNT,
mas ndo desenvolveu doencga (Sousa et al., 2015). Doenca humana por MNT pode ser
classificada em quatro quadros clinicos: doenga pulmonar, linfadenite, doenga cutanea
e doenca disseminada (Campbell et al., 2000).

O complexo M. avium estéd identificado como principal causa de infecdo em
individuos diagnosticados com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida, causada
pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH). Infecdes pulmonares cronicas sao a
forma mais comum de manifestacdo de doenca por MNT (Gundavda et al., 2017),
sendo a tosse crénica o0 sintoma mais comum, podendo ainda haver outras
manifestacdes clinicas como febre, mal estar, perda de peso, dispneia ou hemoptise,
que ocorrem com uma frequéncia mais variada. Em criancas entre 1 e 5 anos, o tipo
de infecdo mais comum por MNT é a ocorréncia de um distarbio conhecido como
linfadenite, que afeta os nddulos linfaticos do pescoco e cabeca. Quando se trata de
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doenca disseminada, a situagdo reporta sobretudo a individuos com VIH, sendo
provocada 95% das vezes por M. avium intracellulare, no entanto ja foi também
reportado com origem em outras espécies como, por exemplo, M. chelonae, Complexo
M. abscessos ou M. xenopi (Jarzembowski & Young, 2008). As MNT sdao
intrinsecamente multi-resistentes a antibiéticos, o que esta associado a sua fisiologia e
caracteristicas genéticas, acima descritas, o que contribuem para que o tratamento de
infecBes provocadas por estas bactérias seja dificil, moroso e limitado (Ryu et al.,
2016). Estudos tém demonstrado que estirpes isoladas de um Unico paciente podem
apresentar diferentes concentragcdes minimas inibitérias (CMI), isto é, a concentracao
mais baixa de antibiético que inibe o crescimento de micobactérias pode variar, ou
seja, a CMI determinada para células em suspensao nao correspondem a realidade,
uma vez que as MNT tém capacidade de formar biofilme e aglomerados celulares
(Falkinham, 2018) o que pode induzir a erros no momento da escolha do tratamento.
O tratamento intensivo, que pode durar mais de 1 ano, para além de variados efeitos
secundarios, podera deixar sequelas na saude dos individuos afetados e sabe-se que
o risco de reincidéncia de infecdo por MNT € elevado (Ryu et al., 2016). E necessario
investir em terapias que tenham como alvo as particularidades da fisiologia das MNT
(Falkinham, 2018).

1.5 Mycobacterium smegmatis

A espécie Mycobacterium smegmatis € uma MNT de crescimento rapido, que foi
descrita a primeira vez por Trevisan, em 1889, como Bacillus smegmatis e cuja
temperatura 6tima de crescimento é 37°C (Skerman et al., 1980). E bastante utilizada
em estudos moleculares, servindo como modelo, de modo a substituir espécies do
CMT, sendo por isso uma das espécies mais bem estudadas deste género. Nao é
considerada uma espécie patogénica humana, apesar de existirem casos de infecdo a

que esta associada (Best & Best, 2009).



Figura 3 - Cultura de Mycobacterium smegmatis mc?155 em Middlebrook 7H10 Agar suplementado com
OADC.

1.6 Mycobacterium hassiacum

A espécie M. hassiacum foi inicialmente descrita e isolada em 1997, trata-se de
uma MNT de crescimento rapido, que desenvolve pigmentagcdo no escuro, sendo por
isso designada de escotocromogénica. Até a data, é a espécie mais termofila
conhecida deste género, podendo crescer até 65°C, sendo a sua temperatura 6tima de
crescimento 50°C (Alarico et al., 2020; Schroder et al., 1997). A morfologia das
colonias depende da temperatura de crescimento, tendo aparéncia humida a 37°C e
mais seca a 60°C. Possui mecanismos moleculares que permite a sobrevivéncia em
condicdes onde a presenca de azoto é limitante (Alarico et al., 2014; Schroder et al.,
1997). Nao existe ainda relevancia clinica definida associada a esta espécie, porém

alguns casos de infecao foram ja associados a mesma (Deinhardt-Emmer et al., 2018).

Figura 4 - Cultura de Mycobacterium hassiacum DSM 44199 em meio Middlebrook 7H10 Agar
suplementado com OADC.



1.7 Formacado intrinseca de agregados celulares e biofilme

As MNT conseguem resistir e persistir no ambiente tendo apenas agua como fonte
de nutrientes. Estas bactérias conseguem também, formar agregados celulares que
repelem o efeito de substancias devido a sua elevada hidrofobicidade. Meios de
cultura com diferentes composi¢cdes tém um impacto na alteracdo e formacdo destas
estruturas, influenciado pelo equilibro carbono-azoto (DePas et al., 2019). Um biofilme
é definido como um conjunto de comunidades bacterianas que co-habitam numa
matriz extracelular polimérica (Esteban & Garcia-Coca, 2018). Esta capacidade
permite que as bactérias se consigam fixar, crescer e proliferar nos mais diversificados
ambientes, quer sejam naturais ou antropogénicos. A formacado de biofilme fornece-
Ihes vantagens de sobrevivéncia, tornando-as mais aptas a viver em ambientes hostis,
onde estdo expostas, por exemplo, a stress osmotico, toxinas, desinfetantes e
antibioticos (Dincer et al., 2013), uma vez que a comunidade resulta em diversidade de
expressao genética, metabolismo e metabolitos, aumentando o “fitness” (Melaugh et
al.,, 2016). A formacédo de biofilme, por norma, inicia com a deposi¢cdo e adesdo de
células individuais a uma superficie (Fig. 5), no entanto, as micobactérias nédo
produzem os tipicos exopolissacarideos, comuns componentes da matriz extracelular,
mas conseguem fixar-se em diversas superficies (Esteban & Garcia-Coca, 2018). No
caso de M. smegmatis, sabe-se que os glicopeptidolipidos sao esséncias para o passo
de fixacdo. Muitas das espécies que formam biofilme, tém também tendéncia para
formar densos agregados celulares em forma planctonica (Borrego et al., 2000), que
também contribuem para a resisténcia a stresses e elevada patogenicidade, como é o
caso das MNT.

A capacidade das MNT de formar tanto biofiime como agregados celulares,
relaciona-se com a hidrofobicidade das células e impermeabilidade da membrana
externa que forca a criacdo de uma ligagao célula-célula. O meio e o tipo de nutrientes
a que as células estdo expostas, sdo fatores que influenciam estes mecanismos,
sabendo-se que o equilibrio e disponibilidade das fontes de carbono e azoto podem ter
um papel na agregacao (DePas et al., 2019). No entanto, os fendbmenos moleculares
qgue causam estes eventos continuam desconhecidos. Em laboratério, € comum a
adicdo de detergentes as culturas, uma vez que ajudam a inibir a formacéo destes
agregados, para facilitar o crescimento, no entanto estes detergentes podem alterar o
comportamento e interagdo célula-célula. Um dos detergentes utilizado é o Tween 80
(monooleato de polioxietileno). Em alguns estudos, foi analisada a influéncia da adicdo
deste detergente aos meios de cultura tendo sido avaliada: a morfologia dos
biofilmes;o modo como o detergente poderia inibir ou aumentar a capacidade das
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bactérias de formarem biofiime; a eficAcia de antimicrobianos hidrofébicos; e a
permeabilizacdo da membrana celular. Este detergente, pode ainda afetar a
disponibilidade de nutrientes ao reduzir e homogeneizar as particulas, assim como
atuar como fonte de nutrientes (Nielsen et al., 2016).

A capacidade de formacdo de biofilme por parte das MNT pode resultar num
aumento da sua patogenicidade, com uma consequente CMI mais elevada e, por isso,
dificultando um tratamento eficaz com recurso a antibiéticos (Falkinham, 2018). Por
outro lado, a agregacéo celular das MNT pode induzir a biogénese de fagolisossomas
em neutrofilos humanos enquanto que células planctbénicas ndo apresentam esta
capacidade de inducdo (Cougoule et al., 2002). Noutra perspetiva, estes agregados
acabam por formar corddes microscopicos, que sao um conhecido fator de viruléncia
de micobactérias, induzindo possivelmente a sua persisténcia e sobrevivéncia dentro
de macro6fagos (Julian et al., 2010).

Existem algumas hipéteses para explicar o motivo pelo qual as micobactérias
formam agregados celulares em meio liquido, como a hidrofobicidade caracteristica
resultante da existéncia de longas cadeias de &cidos micdlicos, enquanto outros
estudos incidem sobre possiveis proteinas que sejam expressas na parede celular e
que tenham direta influéncia nesta particularidade (Esteban & Garcia-Coca, 2018). Foi
descrito que a auséncia ou baixa quantidade de glicopeptidolipidos (GPLs), era
induzida pela redugéo da atividade de enzimas biossintéticas (Etienne et al., 2002) e
poderia ser esse 0 agente causativo da agregacédo das bactérias. Um dos passos mais
importantes para a infecdo bacteriana € a ligacdo as células hospedeiras. Nas
micobactérias, € tipico a existéncia de uma familia de proteinas, denominada
proteinas de ligacdo a fibronectina (FAP) (Pasula et al., 2002), que facilitam o
processo de infegcdo. Um estudo avaliou a disrup¢éo do gene fapS, que codifica FAP
em M. smegmatis. A disrup¢éo deste gene em mutantes demonstrou um aumento das
caracteristicas hidrofobicas e alteragdo morfolégica aumentando a agregacgéo celular
apesar de nédo ter havido alteracdes na biossintese da parede celular (Miyamoto et al.,
2004).

Para além de GPLs, acidos micélicos ou mesmo proteinas como a chaperone
GroEL1, é especulado que os nutrientes, ides e fontes de carbono possam ter um
papel bastante importante na formacgéo de biofilmes e agregados celulares (Esteban &
Garcia-Coca, 2018). A regulacdo genética e metabdlica das micobactérias,
influenciadas pelas fontes de nutrientes disponiveis, podem por isso ser um dos
principais fatores que influencia a producao de biofilmes e agregados celulares (Baker

& Abramovitch, 2018). Um estudo com Candida glabrata, uma espécie de fungo



haploide, demonstrou que fontes de carbono alternativas induziram alteracées na

arquitetura da parede celular, assim como na formacéao de biofilme (Chew et al., 2019).
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Figura 5 - Formacgao de Biofilme e ciclo de dispersdo. Retirado de Chakraborty, P., & Kumar, A. (2019)

1.7 Fonte de nutrientes: influéncia no crescimento de MNT

As fontes de nutrientes sdo importantes para o0 crescimento, desenvolvimento e
reproducdo de todos o0s organismos vivos. As bactérias possuem uma elevada
capacidade de se adaptar a diferentes ambientes, quer através de mecanismos inatos
ou mecanismos adquiridos. Como ja referido no ponto anterior, diferentes nutrientes,
ou mesmo a falta deles, tem um papel importante na sobrevivéncia das MNT e na
tipologia do seu desenvolvimento. Em laboratorio, utilizam-se diferentes meios de
cultura para diferentes fins. Os meios de cultura mais utilizados em laboratério para o
crescimento de MNT s&@o o meio liquido Middlebrook 7H9 suplementado com OADC
(acido oleico, albumina de soro bovino fracdo V (BSA), dextrose e catalase), e 0 meio
sélido Middlebrook 7H10 suplementado com OADC. Outro meio relevante € o meio
Sauton, que ndo possui componentes de origem animal, permite diferentes
formulacdes, nomeadamente, variacdo da composicdo da fonte de aminoécidos
(Piddington et al., 2000). Este dltimo, € o meio mais utilizado pelos fabricantes da
Unica vacina aprovada para a prevencdo de tuberculose, a vacina BCG que tem na
sua composicdo a espécie Mycobacterium bovis atenuada. Existem varias
formulacdes, mas a maioria dos laboratérios que produzem esta vacina, fazem-no
crescendo a bactéria em pelicula, na superficie do meio Sauton (Venkataswamy et al.,
2012).
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O crescimento de culturas em meios ricos em glicerol, aumenta a quantidade de
lipidos e glicolipidos presentes na parede micobacteriana, que pode também resultar
na alteracdo do metabolismo e da taxa de crescimento. Quando o glicerol entra nas
células por difusdo membranar, induz catabolismo para obtencdo de ATP ou
anabolismo, desencadeando niveis elevados de compostos da parede celular (Baker &
Abramovitch, 2018).

1.7.1 Limitacdo de Zinco em culturas de micobactérias

O zinco é um micronutriente importante para a estrutura e funcéo basal de muitas
proteinas. Foi descrito que as micobactérias possuem um operdo conservado que
codifica proteinas ribossémicas alternativas independentes de zinco (AltRPs), que sao
expressas quando a concentracao de zinco é baixa ou inexistente no meio (Dow &
Prisic, 2018). Quando este componente esta ausente, as células de M. smegmatis
alongam no final da fase exponencial de crescimento (apds a expressao de AltRPs) e,
para além de apresentarem o genoma mais condensado, verifica-se um aumento do
namero de granulos de polifosfato, assim como de corpos lipidicos em comparacao
com as células das culturas crescidas na presenga de zinco (Dow & Prisic, 2018).

1.8 Identificac&o e caracterizagcdo taxondmica de micobactérias

Existem diversas estratégias para a identificacdo de espécies do género
Mycobacterium, nomeadamente, morfologia da cultura, testes bioguimicos e
moleculares, parametros quimiotaxonémicos e, em alguns casos, é necessario a
inoculagé@o dos bacilos em animais para avaliar a patogenicidade e a capacidade de
induzir doenca infeciosa (Castro-Escarpulli et al., 2015).

A caracterizacdo fenotipica € um método classico, utilizado na identificacdo de
novas espécies bacterianas. Apesar das suas limitagbes e de n&o permitir a
identificacdo ao nivel da espécie, permite uma identificacdo inicial, uma vez que
resulta na combinacdo de varios testes, podendo ajudar a tomar decisdes,
particularmente em contexto hospitalar uma vez que sdo de baixo custo e execucao
acessivel (Castro-Escarpulli et al., 2015). A determinacdo do fendtipo inclui a
determinacdo da morfologia a nivel microscopico, tamanho e forma das células e
caracteristicas das colonias formadas, tal como cor e aspeto (Pradhan & Tamang,
2019). Um dos testes primarios utilizado para a identificacdo de micobactérias é a
Coloracdo de Ziehl-Neelsen, que permite identificar bacilos alcool-acido-resistentes

(B.A.A.R), isto é, que resistem a esta coloracdo devido a composicdo da parede
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celular. Na identificagdo e descricdo de novas espécies é importante analisar a
morfologia bacteriana - tamanho e forma das células e descrever o aspeto em meios
de cultura, como a cor, textura e opacidade das colonias (Bhalla et al., 2018).

A nivel fisiolégico é relevante identificar o intervalo de temperaturas em que
crescem, qual a temperatura étima, assim como dura¢do do periodo incubacao até
surgirem col6nias, homeadamente para identificar se sdo de crescimento rapido ou
lento.

Devem também ser realizados testes bioguimicos, importantes para identificar o
metabolismo de azoto, utilizacdo de hidratos de carbono, degradacdo de
macromoléculas e tipo de enzimas presentes.

E importante a caracteriza¢&o quimiotaxonémica, como a composicio em proteinas
e lipopolissacarideos. Em micobactérias € feita a analise da distribuicdo de
componentes especificos na parede celular, como aminoé&cidos, acucares, lipidos
polares, acidos micélicos e acidos gordos (Wang & Yi, 2016). A determinacao de perfis
da composicdo destes componentes permite a identificacdo de espécies de
micobactérias. A analise dos &cidos micdlicos tem o propésito de conferir uma
identificacdo rdpida das espécies e é realizada através de uma técnica sofisticada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Butler & Guthertz, 2001).

Na identificacdo e descricdo de novas espécies de micobactérias sdo realizados
também testes de suscetibilidade a antibidticos, que sao bastante relevantes no caso
de estas serem filogeneticamente relacionadas com espécies patogénicas ou com
espécies oportunistas. Em contexto clinico, esta analise é determinante na escolha do
tratamento (Cook et al., 2009).

1.8.1 Meétodos bioquimicos chave na distingéo de espécies de micobactérias

Teste Arilsulfatase

O teste de detegéo de atividade da enzima arilsulfatase € utilizado para diferenciar
espécies do género Mycobacterium. Esta enzima hidrolisa o substrato dissulfito de
fenolftaleina tripotassio, libertando fenolftaleina. A interpretacao dos resultados é feita
ap6s o periodo de incubacdo que decorre de acordo com o tipo de crescimento da
espécie, isto &, se se trata de MCR ou MCL, e apés a adicdo de carbonato de sodio
que resulta numa alteracdo de cor do meio para uma gama entre rosa-vermelho
(Tomioka et al., 1990)

Teste Catalase
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Permite verificar a presenca/ auséncia da enzima catalase. Esta enzima converte
peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. A observacdo de bolhas significa
libertacdo de oxigénio resultante da atividade da enzima (Manca et al., 1999). Para
além da realizacdo do teste a temperatura ambiente, € necessério testar a enzima a

68°C, uma vez que algumas formas da enzima em micobactérias sao termo-estaveis.

Hidrélise de monooleato de polioxietileno ou Tween-80

O teste tem como objetivo identificar a presenca de esterases que ao degradarem
Tween-80 libertam acido oleico. As interpretacbes variam com o tipo de método
escolhido para a detecdo. O teste realizado em meio sélido € considerado positivo se
for possivel observar granulos ou um halo em redor da zona da inoculacgéo (Lelliott &
Stead, 1987).

Captacdao de ferro do meio de cultura

Permite detetar micobactérias que convertem citrato de amoénio férrico a 6xido de
ferro, o que resulta na alteragéo da coloracao das colonias e do meio, resultando num
aspeto ferruginoso (Kent & Kubica, 1985). A maioria das MCR tém a capacidade de
utilizar ferro do meio, ao contrario das MCL, que normalmente ndo possuem esta
capacidade (De Voss et al., 1999). Este teste é realizado num ambiente com diéxido

de carbono numa percentagem 5-10%.

Crescimento em MacConkey Agar sem cristal violeta

O meio MacConkey Agar sem cristal violeta € um meio seletivo e diferencial para a
detecdo de coliformes, patdgenos entéricos e Staphylococcus spp. Este meio pode
diferenciar ainda as bactérias de Gram-negativo com base no seu metabolismo, isto &,
diferenciar entre fermentadores ao nao-fermentadores de lactose (Jung et al., 2020),
bactérias Lac positivas apresentam coldnias rosa e Lac negativas apresentam colénias
brancas. Como teste na identificacdo de micobactérias, tem importancia para a
distincdo taxondémica de MCR. Por norma, MCR potencialmente patogénicas, como
espécies do complexo M. fortuitum, crescem neste meio entre 5 a 11 dias, enquanto

gue outras espécies saprofitas sao inibidas neste meio (Kubica & Vitvitsky, 1974).

Hidrolise de Ureia
A enzima urease hidrolisa a ureia para formar dioxido de carbono e amoénia. A
libertacdo de amdnia resulta na alcalinizagdo e no aumento do pH do meio, tornando o

meio rosa devido a presenca de um indicador. Assim, o aparecimento de cor rosa é
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indicador do resultado positivo para esta enzima, enquanto que a nao alteracdo de cor

significa resultado negativo (Steadham, 1979).

Reducéo de Telurito

Baseia-se na capacidade de certas micobactérias reduzirem os sais de telurito a
telario metalico, formando um precipitado preto, sendo esta interpretacdo visual
utilizada para a confirmacdo desta capacidade. Algumas espécies de micobactérias
reduzem potassio de telurito a ritmos diferentes permitindo, por exemplo, distinguir
espécies do complexo M. avium da maioria das restantes espécies nao-foto-
cromogénicas (Smith et al., 1977). A maioria das MCR tém a capacidade de reduzir
telurito em 3 dias.

Reducéo de nitrato

As micobactérias que possuem a enzima nitrato redutase convertem nitrato a nitrito.
O nitrito produzido é detetado pela adigdo de a-naftalamina e acido sulfanilico, que
formam o corante vermelho, p-sulfobenzeno-azo-a-naftalamina (Meneguello et al.,
2018). Desta forma, o aparecimento de cor vermelha é indicativo da presenca desta

enzima.

1.8.2 Determinacgao de perfis de suscetibilidade a antibacterianos

Na identificacdo de novas espécies de micobactérias, € importante determinar a
suscetibilidade a antibacterianos e definir a concentragdo minima inibitéria (CMI). O
método recomendado é o método de microdiluigho em meio liquido. A CMI néo
representa um valor absoluto, a verdadeira CMI estara entre a concentracdo minima
testada, em que ndo existe crescimento de um organismo, e a concentragdo
imediatamente acima testada. Existem varios métodos para testar a suscetibilidade a
antimicrobianos, incluindo microdiluicbes sucessivas ou difusdo em agar. O “Clinical
and Laboratory Standards Institute” (CLSI) recomenda a utilizagdo de métodos
baseados em diluicdes sucessivas com uso do meio de cultura Mueller-Hinton catido
ajustado suplementado com OADC (G. Li et al., 2013).

1.9 Objetivos do presente trabalho
O presente projeto de Dissertagdo de Mestrado foi estruturado com o objetivo de
compreender a relacdo entre a formacdo de agregados celulares e biofilme, por parte

de micobactérias, e as condicbes de crescimento testadas, assim como identificar
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moléculas/ proteinas envolvidas nestes fenomenos. Como ponto de partida do
trabalho, cultivaram-se as espécies Mycobacterium smegmatis e Mycobacterium
hassiacum (ambas micobactérias de crescimento rapido e com temperaturas Otimas
de crescimento de 37 e 50°C, respetivamente) sob diferentes condi¢cdes nutricionais,
com incidéncia no equilibrio e tipologia carbono-azoto (Priestman et al., 2017) e
analisaram-se os perfis de expressao de proteinas nos extratos celulares. Avaliaram-
se nas diferentes condi¢cdes de crescimento i) a alteracdo morfolégica das células e
coldnias, ii) a ocorréncia de formacdo de agregados celulares e de biofilme e iii) a
suscetibilidade das culturas a diferentes antibioticos.

A importancia destes ensaios relaciona-se com o facto de as micobactérias néo-
tuberculosas (MNT) terem a capacidade intrinseca de formacgdo de biofilme, em
ambientes naturais e em ambientes com influéncia humana e, de essa caracteristica
estar associada a sua patogenicidade e resisténcia a antibiéticos e desinfetantes
(Alderwick et al., 2015; Bhalla et al.,, 2018). Perceber estes mecanismos podera
auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias para reduzir ou impedir a formacao
de biofilme em estruturas antropogénicas, mas podera também permitir desenvolver
técnicas mais especificas para o tratamento de patologias associadas a estas
espécies.

Com base na revisdo da bibliografia sobre o tema, determinou-se avaliar as
seguintes condi¢fes de crescimento: i) variacdo da concentragdo da fonte de carbono,
glicerol; ii) variagdo da concentragcdo de fonte de azoto, L-asparagina ou L-glutamato;
i) adicdo ou auséncia de sulfato de zinco (ZnO.) e iv) variacdo de diferentes
componentes do suplemento OADC do meio de cultura Middlebrook 7H9.

A aprendizagem de diferentes técnicas laboratoriais foi outro objectivo do plano de
trabalho. Assim, foram colocadas em pratica: técnicas de microbiologia classica,
cultivo de micobactérias em diferentes meios de cultura e andlise fenotipica; técnicas
de microbiologia molecular, extracdo de DNA e amplificacdo do gene 16S rRNA; e
execugcdo de antibiogramas, isto é, determinacdo da suscetibilidade das culturas a
diferentes antibiéticos. De forma a fazer o registo fotografico dos resultados obtidos,
relativamente a alteracdes da morfologia das células e colbnias, decorreu uma
formacdo na Unidade de Microscopia do Centro de Neurosciéncias e Biologia Celular,
Universidade de Coimbra (CNC-UC) de modo a permitir, posteriormente, e sempre
gue necesseério, a utilizagcdo do microscopio Axio Imager Z2, Zeiss.

Em paralelo a este plano de trabalhos e integrado num outro projeto cientifico a
decorrer no laboratério de Microbiologia Molecular e Microbioma (CNC-UC) foram
realizados testes fenotipicos, bioquimicos e de suscetibilidade a antibiéticos com

isolados de micobactérias de ambientes naturais e domésticos. A sequenciacdo do
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genoma, destes isolados revelou tratarem-se de novas espécies MNT. Este trabalho
de isolamento e caracterizacdo de novas espécies permitiu aprofundar conhecimentos
sobre micobactérias e 0 contacto adicional com testes especificos usados na
identificacdo e caracterizacdo de micobactérias. Este trabalho sera brevemente

publicado.
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Capitulo Il - Materiais e Métodos

2.1 Preparacdao das culturas

As estirpes M. smegmatis mc?155 (ATCC® 700084™) e M. hassiacum DSM 44199
(DSMZ, Alemanha) foram cultivadas e mantidas em meio agar Middlebrook 7H10,
contendo glicerol (5 mL/L) e suplementado com Middlebrook OADC 10% (por Litro:
acido oleico 0.6 mL, BSA 50 g, dextrose 20 g, catalase 0.03 g, cloreto de sodio 8.5 g).
As culturas foram incubadas consoante a temperatura 6tima de crescimento de cada
espécie, 35°C no caso de M. smegmatis e 50°C no caso de M. hassiacum, durante 1-2
dias, até formarem colénias visiveis, sendo depois mantidas a 4°C. Em todos o0s
procedimentos realizados foram sempre utilizadas culturas frescas, repicando as

culturas para novo meio de cultura e mantendo as condi¢des Otimas de crescimento.

2.2 Preparacao do pré-inéculo

Para o crescimento das culturas em diferentes meios e condi¢cdes, para o
procedimento de formacéo de biofilme e para a realizacdo de testes de suscetibilidade
a antibiéticos, foram preparados pré-inéculos em meio Middlebrook 7H9 com glicerol
(2 mL/L) suplementado com OADC 10%, em fracos Erlenmeyer com tampa metalica
apropriada. Os pré-in6culos foram colocados numa incubadora com agitacao orbital, a
35°C (M. smegmatis) e 50°C (M. hassiacum), com velocidade de agitacdo de 120
rotacdes por minuto (rpm), durante aproximadamente 18h, sendo depois feita a leitura
da densidade 6tica (DOeionm) usando um espectrofotémetro (Lambda 35 UV/Vis,

Perkin Elmer).

2.3 Variacéo da composicdo dos meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para variacdo da composicdo e quantidade de
nutrientes, de modo a avaliar a influéncia na formacédo de agregados celulares e
biofilme foram: Sauton (Guallar-Garrido et al., 2020), Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC (Meio 857, DSMZ) e GPHF (glucose 10 g/L, peptona de caseina 5 g/L,
extrato de levedura 5 g/L, extrato de carne 5 g/L, cloreto de calcio dihidratado 0.74 g/,
pH 7.2 — Meio 553, DSMZ).

Foram preparadas 8 formulagdes diferentes do meio Sauton (meio livre de
componentes de origem animal), variando a fonte de aminoacidos, a concentracédo de

glicerol e sem adicdo de ZnS0O4 (Tabela 1). O pH dos meios foi ajustado entre 7.3 -7.4.
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Realizou-se uma segunda série de formulacdes de meio de cultura com base na
comparacao da composi¢cdo dos meios Sauton e Middlebrook 7H9 suplementado com
OADC, para remoc¢éo um-a-um de cada componente que ndo era comum a ambos os
meios, dando origem também a 8 formulacdes diferentes (Tabela 2). Nota:
Inicialmente, foi também planeada a variagdo de cada componente do suplemento
OADC, no entanto ndo foi possivel concretizar devido a constrangimentos na
encomenda/aquisicdo destes componentes em separado, tendo sido feito apenas uma
formulacdo do meio em que a BSA nao foi adicionada.

As condicbes S1, S2 e A foram selecionados para fazer meio soélido, adicdo de
1.5% de Agar, para posterior plagueamento das culturas e avaliacdo da morfologia das

coldnias nestas condicgdes.

Tabela 1 - Composicao das formulacdes preparadas tendo como base o meio Sauton.

Acido Fosfato Citrato Sulfato de Sulfato L-asparagina L-glutamato Glicerol
Condigio Citrico monopotassico  Férrico de magnésio de
Aménio hepta-
(a/L) Zinco
hidratado

S1 - 4 - 60

S2 0.014 4 - 60

S3 - - 4 60

s4 2 0.5 0.05 1 0.014 - 4 60

S5 0.014 4 - 30

S6 0.014 2 - 60

s7 0.014 - 2 60

S8 0.014 - 4 30
Meio Sauton 2 0.5 0,05 0.5 - 4 - 680

(1912)!

1-Férmula original do meio Sauton (Sauton, 1912).
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Tabela 2 - Modificagdes ao meio Middlebrook 7H9.

Condicdo (g/L) 7H9 com OADC sem o seguinte composto

A BSA 2.50

F Sulfato de Amonio 0.5
G Citrato de Saédio 0.1
H Piridoxina 0.001

| Biotina 0.0005

[

Fosfato Dissddico 2.5

K Cloreto de Calcio 0.0005

L Sulfato de Cobre 0.001

L-glutamato 0.5
Fosfato monopotassico 1
Citrato Férrico de Amonio 0.04
Sulfato de magnésio 0.05

Sulfato de zinco 0.001
2.4 CondicOes de crescimento para avaliacdo de alterac6es morfolégicas

A partir do pré-inoculo, preparado como descrito na secgéo 2.2, inocularam-se as
diferentes formulagdes dos meios Sauton (Tabela 1) e Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC (Tabela 2) e respetivos meios de cultura sem modificages (controlos), de
modo que o crescimento se iniciasse com uma DOegionm ~0.08. As culturas foram
colocadas a crescer numa incubadora com agitagao orbital, a 35°C (M. smegmatis) e
50°C (M. hassiacum), com velocidade de agitacdo de 120 rotagbes por minuto (rpm)
durante 3-4 dias. Durante este periodo, de modo a construir curvas de crescimento
para cada condi¢do, recolheram-se aliquotas para leitura da turbidez das culturas
(DOs610nm), Usando um espectrofotometro (Lambda 35 UV/Vis, Perkin Elmer) e, em
paralelo, recolheram-se também aliquotas em triplicado (2mL para tubos eppendorfs)

gue foram preservados a -80°C, para posterior analise do perfil de proteinas totais.

2.5 Extragao e quantificacdo de proteinas totais

Selecionaram-se amostras das culturas obtidas nas diferentes condi¢cdes e de
acordo com DOesionm Semelhantes, para extracdo das proteinas totais e andlise e
comparacao dos perfis de proteinas. As amostras selecionadas, foram centrifugadas e
0 sobrenadante descartado, seguido de lavagem com 1000uL de tampdo GTE
(Glucose 50 mM/Tris 25 mM/EDTA 10 mM). Em seguida, procedeu-se a lise das

células por sonicagéo, durante cerca de 4 min, com pausas de 10s de 20 em 20s de
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sonicacao, de modo a garantir a disrupcao das células, uma vez que, as micobactérias
possuem uma parede mais complexa e rigida do que a maioria das bactérias

A quantificacdo das proteinas totais dos extratos celulares foi realizada seguindo o
protocolo do Método de Bradford, elaborando uma curva padrdo para o célculo da

concentracdo de proteina total por amostra (Fanglian, 2011).

2.6 SDS-PAGE

A separacgdo das varias frac6es de proteinas, foi feita através de eletroforese em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%. Calculou-se o volume de cada amostra,
necessario para carregar cada poco do gel com 10 ug de proteina total. Perfez-se o
volume de cada uma das amostras, até um volume final de 20 pL, com agua ultrapura.
e adicionou-se 2.5 yL de tampéo de carga - Loading buffer SDS-Page (NZYTech). As
amostras foram desnaturadas a 95°C durante 5 min. Adicionou-se o tampao de corrida
(Tris-Base 25mM, Glicina 192mM, SDS 0.1%), sendo depois carregadas as amostras
no gel e submetidas a uma corrida, a 200 V durante 40 min. Utilizou-se um marcador
de proteinas de baixo peso molecular (Low Molecular Weight Protein Marker I,
NZYTech). A revelagdo foi feita com uma solucdo corante (BlueSafe, NZYTech),
durante a noite, sendo depois o gel lavado 3x com agua ultrapura de modo a visualizar
as bandas resultantes da separacdo das fracdes de proteinas. Algumas bandas de
interesse foram removidas do gel e preservadas a -80°C em 100 uL de agua ultrapura.
Uma banda foi posteriormente selecionada, e enviada para o Servico de Proteémica
do i3S - Instituto de Investigacédo e Inovacao em Saude, Universidade do Porto, para
detecado e identificacdo de moléculas por espectrometria de massa com recurso ao

equipamento LC-MS Orbitrap.

2.7 Formacéao de biofilme

Foram utilizadas placas “multiwell” de cloreto polivinilico (CPV) transparentes de 96
pocos, para verificacdo e avaliagdo da formacdo de biofilme das culturas das duas
espécies em estudo, M. hassiacum e M. smegmatis nas diferentes condicbes de
crescimento. Em cada pocgo colocaram-se 200 uL de cada meio correspondente as
formulacdes indicadas nas Tabelas 1 e 2, e posteriormente adicionaram-se 10 uL de
suspensdo de M. hassiacum e M. smegmatis com DOgionm ~0.08. Foram feitos
triplicados de cada condicdo. As tampas das placas “multiwell” foram envolvidas com
parafilm, de modo a prevenir a evaporacdo do conteudo dos pocos. As placas

“multiwell” foram colocadas em estufas incubadoras a 35°C (M. smegmatis) e 50°C (M.

20



hassiacum), durante 10 dias. No final deste periodo, foi realizado um registo
fotografico usando o microscépio 6tico Nikon Eclipse E200, com uma ampliacdo de
40x.

2.8 Andlise morfol6gica por microscopia

A observagdo de alteragbes da morfologia das células das duas espécies em
estudo foi feita por microscopia ao fim de 10 dias, ap0s a preparacdo das culturas de
acordo com o protocolo para a formacao de biofilme. Para tal, foram recolhidos 10 pL
de cultura de cada pogo das placas “multiwell”, para realizar prepara¢des temporarias
em laminas de microscopio. As preparacdes foram visualizadas por Microscopia Otica
de Transmissdo, usando o método de contraste de fase, no aparelho Axio Imager Z2
com a objetiva Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil Ph3 M27 (Centro de Microscopia e
Imagiologia de Coimbra, CNC-UC). Fizeram-se também prepara¢des das culturas
provenientes nos meios S1, S2 e A, Middlebrook 7H10 e GPHF Agar (apenas para M.
hassiacum), como indicado na sec¢do 2.1 para serem analisadas por microscopia
COm recurso ao mesmo equipamento acima mencionado.

A observacgdo da morfologia das colonias foi feita com recurso ao registo fotografico

realizado com o microscépio de zoom estéreo, SMZ-171, com uma ampliagéo de 50x.

2.9 Extragcdo de DNA, amplificagdo do gene 16S rRNA e sequenciagéo

Como se verificaram alteracfes significativas relativamente a morfologia e
agregacao das células nas diferentes condi¢cdes de crescimento, de forma a confirmar
a identidade das culturas, isto é, de forma a garantir que ndo tinha ocorrido
contaminacao, foram selecionadas 2 amostras: uma recolhida do meio soélido S1, sem
zinco, a outra de um poc¢o na mesma condi¢cdo (em meio liquido) para extracdo de
DNA e posterior amplificacéo do gene 16S rRNA.

A extracdo do DNA gendémico foi realizada com um kit NZY Microbial gDNA
Isolation kit (NZYTech, Portugal) seguindo o protocolo de acordo com as instrucdes do
fabricante, salvo alguns ajustes quanto ao tempo nos passos de agitacdo no vortex e
de centrifugacdo. A quantificacdo e qualidade do DNA foram determinados com
recurso a um NanoDrop 2000c (ThermoScientific™). Em seguida, a amplificacdo do
gene 16S rRNA foi feita por PCR, usando os primers universais 27F (5'-
GAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1525R (5'-AGAAAGGAGGTGATCCAGCC). Para as
reacbes de amplificacdo (volume final 50 plL) foi usado o kit Supreme NZYTaq

(NZYTech, Portugal). Usou-se o termociclador UnoCycler (VWR) com o seguinte
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programa: 30 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min a 55 °C, e 1 min a 72 °C. Para separagao
e isolamento do gene 16S rRNA amplificado, foi realizada eletroforese em gel de
agarose 1% contendo Green Safe (NZYTech, Portugal). Apds a separacdo dos
produtos de PCR por eletroforese, o gel foi observado com luz ultra-violeta no
aparelho GelDoc Sistema XR (Bio-Rad) e as bandas de interesse, correspondentes a
fragmentos de DNA com cerca de 1500pb, foram removidas e o DNA purificado com o
kit PCR GeneJET (Thermo Fisher). Os fragmentos de DNA foram preservados a -20°C
e posteriormente enviados para o servico de sequenciacdo da Eurofins Genomics
(Alemanha). A andlise dos resultados obtidos e enviados pelo servico de
sequenciacao (cromatrogramas) foram analisados com recurso ao programa BioEdit
(editor de alinhamento de sequéncias bioldgicas). Foram selecionadas zonas com
menor ruido, com cerca de 880 pb, guardadas em formato FASTA e usadas para
comparagdo com as sequencias da base de dados da plataforma NCBI Blast por

forma a identificar/confirmar a espécie.

2.10 Suscetibilidade a antibioticos: determinacdo da concentracdo minima
inibitoria em diferentes condi¢fes de crescimento

2.10.1 M. smegmatis e M. hassiacum: Meios de cultura modificados

A concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada nas seguintes condic¢des:
meio Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, Sauton 1 e 2 (Tabela 1), condicéo A
(Tabela 2) e GPHF (apenas para M. hassiacum), seguindo a recomendacéo do CLSI
para espécies MNT de crescimento rapido de acordo com o manual M24-A2 do CLSI.
Utilizaram-se 4 antibiéticos para espécies de crescimento rapido: Amicacina (Alfa
Aesar), Ciprofloxacina (Sigma—Aldrich), Isoniazida (Sigma—Aldrich) e Meropenem

(Sigma—Aldrich). Os antibiéticos foram preparados de acordo com a formula:

1000
Poténcia (ug/mg)

peso (mg) = x volume solvente (mL) x concentracido desejada(mg/L)

A poténcia e o solvente de cada antibidtico sdo fornecidos pelo fabricante. O
solvente para todos os antibioticos testados foi agua ultrapura filtrada e esterilizada por
autoclavagem. Foram preparadas solucdes de antibidtico com concentracdo 10
mg/mL, que depois foram diluidas também com &gua ultrapura filtrada e esterilizada,
para uma concentracdo de 1 mg/mL. Os testes foram realizados em placas “multiwell”
de cloreto polivinilico (CPV) transparentes de 96 pocos. Das solu¢cBes de antibiético
com concentracdo 1 mg/L, foram transferidos 25,6 pL para 200 uL de meio, hos pogos
correspondentes a primeira coluna da placa “multiwell”. Nos restantes pocos foram
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colocados 100 pL de meio. Realizaram-se diluicbes em série, retirando 100 uL da
primeira coluna e transferido para a seguinte, repetindo o processo até a décima
coluna. Este processo resultou numa série de concentracdes de 128 pg/mL a 0.25
pug/mL, correspondente aos pog¢os 1-10.

A suspensdo de cada espécie, foi preparada de modo a obter uma turbidez
equivalente a 0.5 na escala de McFarland, a partir de um crescimento em meio liquido,
como descrito na seccao 2.4. A suspenséo, foi depois diluida 1000x, em Middlebrook
7H9 suplementado com OADC. Da suspensao final foram transferidos 10uL para os
pocos de 1 a 11 da placa “multiwell”, funcionando o pogo 12 como controlo negativo e
também como branco. O poco 11, ao qual ndo foi adicionado antibidtico corresponde
ao controlo positivo. Procedeu-se de forma a ter duplicados, na placa “multiwell”, de
cada uma das concentracdes de antibidtico e também dos controlos positivo e
negativo. As placas “multiwell” foram incubadas a 35°C, no caso de M. smegmatis e
50°C, no caso de M. hassiacum, durante 4 a 5 dias. Apds este tempo, foi feita a leitura
da densidade ética a 610.m, N0 Espectrofotdmetro Spectramax plus 384.

2.10.2 Isolado NTM21

A CMI para o isolado NTM21 foi determinada em meio de cultura Muller Hinton
(MH) catido ajustado suplementado com 5% OADC, de acordo com as
recomendacdes do manual M24-A2 do CLSI. Prepararam-se 0s seguintes antibioticos:
Amicacina (Alfa Aesar), Cefoxitina (Sigma—Aldrich), Ciprofloxacina (Sigma—Aldrich),
Claritromicina  (Sigma—Aldrich), Isoniazida (Sigma-Aldrich), Linezolida (Acros
organics), e Meropenem (Sigma—Aldrich), Moxifloxacina (TCl chemicals) e
Trobramicina (Sigma-Aldrich). Os restantes passos foram realizados de forma

semelhante ao descrito na secg¢éo 2.10.1

2.11 Testes bioquimicos para caracterizacdo de espécies de micobactérias

Foram realizados testes bioquimicos para a identificacdo e caracterizagdo do
isolado NTM21, obtido no ambito do projeto “Prevalence and genetic variability of
nontuberculous mycobacteria in the domestic environment” - em colaboracdo com a
equipa da Doutora Raquel Duarte (Pneumologista no Centro Hospital de Vila Nova de
Gaia, Portugal). Alguns dos testes foram realizados com recurso a galerias APl 20E
(bioMérieux) e API Coryne (bioMérieux) (Guérin-Faublée et al., 2013), seguindo as
instrucdes de acordo com o recomendado pelo fabricante, com excec&o do tempo de
incubacao, que foi 7 dias a 35°C. Estas galerias incluem testes como, determinacéo da

presenca da enzima urease, reducao de nitrato e fermentacdo de alguns acucares.
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2.11.1 Teste da Catalase

Este teste foi realizado sobre uma lamina de microscépio, a temperatura ambiente e
também em tubos de ensaio com tampa de rosca, a 68°C para testar a termo-
estabilidade da enzima. Utilizaram-se colonias frescas, obtidas a partir do crescimento
em meio Middlebrook 7H10 suplementado com OADC. O tampé&o fosfato 0.067
mol/litre, pH 7.0, foi preparado a partir de duas solugbes posteriormente filtradas: 1 -
Fosfato monopotéassico 9.07 g/L e 2 - Fosfato dissddico dodecahidratado 23.68 g/L.
Misturaram-se 38.9 mL da solucdo 1 com 61.1 mL da solucdo 2, pH ajustado a 7.0 e
prepararam-se os tubos com 500 pL desta mistura. Preparou-se uma solugdo com
igual volume de peréxido de hidrogénio 30% e Tween 80 a 10%. Para o teste a
temperatura ambiente, colocaram-se 20 pL de tampao fosfato no centro da lamina e
com a ajuda de uma ansa, ressuspendeu-se um pouco do material celular. Para
verificar se a enzima era termo-estavel, os tubos com material celular, foram
colocados em banho-maria a 68°C, durante 20 minutos. Depois dos tubos
arrefecerem, foram transferidos 500 pL da solucdo de peréxido de hidrogénio e
Tween-80. E considerado resultado positivo se forem observada bolhas de oxigénio no
tubo (Bhalla et al., 2018). O controlo positivo para este teste foi a espécie M.

hassiacum.

2.11.2 Hidrélise de monooleato de polioxietileno ou Tween-80

A capacidade de hidrélise de monooleate de polioxietileno, foi testada em placas de
Petri com Middlebrook 7H10, com glicerol (5 mL/L), suplementado com OADC 10% e
contendo 1 g/L de Tween-80 (0,1% p/v). Depois de solidificar, foram desenhados
quadrados com 1 cm? de area, no centro da tampa das placas de Petri, para utilizar
como guia e posteriormente inocular esta area com uma ansa de cultura fresca.
Durante a incubagdo a 35°C, a observacdo do aparecimento de granulos ou de um
halo em redor da zona de inoculagéo, 1, 5 e 10 dias apds a inoculagéo inicial (Lelliott &
Stead., 1987) é indicativo de um resultados positivo. O controlo positivo escolhido para

este teste foi a espécie M. smegmatis.

2.11.3 Crescimento em MacConkey Agar sem cristal violeta

A habilidade do isolado NTM21, crescer em MacConkey Agar sem cristal violeta
(Difco) foi também testada. O meio foi preparado, autoclavado a 121°C, durante 15
minutos e distribuido por placas de Petri. Depois de o meio solidificar, foi inoculado

com cultura fresca, do isolado NTM21 obtida a partir de crescimento em meio
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Middlebrook 7H10 agar suplementado com OADC. Incubaram-se as placas a 35°C
durante 11 dias. A leitura dos resultados foi realizada ao 5° e 11° dias. O controlo

positivo utilizado foi a espécie M. fortuitum.

2.11.4 Reducdo de Telurito

A capacidade da reducao de telurito, foi testada em tubos de ensaio com tampas de
enroscar, contendo 5 mL de Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. Depois de
inoculados com cultura fresca, os tubos foram incubados a 35°C durante 7 dias. Apos
este tempo, foram adicionados aos tubos duas gotas de uma solucdo com 0.2% de
telurito de potassio e os tubos foram novamente incubados nas mesmas condicoes,
durante 2, 5 e 9 dias. O resultado é considerado positivo quando se forma um
precipitado preto e metdlico no fundo do tubo. Como controlo positivo foram utilizadas

as espécies M. chelonae e P. aeruginosa.
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Capitulo Il - Resultados e Discussao

3.1 Curvas de crescimento de M. smegmatis e M. hassiacum: Meio Sauton
versus Middlebrook 7H9 com OADC

Os diferentes meios de cultura influenciam o crescimento de MNT, a morfologia das
células e das colbnias, a capacidade de formacado de biofilme, agregacéo celular e
permeabilizacdo da membrana celular.

As fontes inorganicas e organicas de azoto no meio Sauton sao limitadas e a sua
Unica fonte de carbono € o glicerol. Sais como amoénio ferro (lll) citrato e sulfato de
magnésio sao fonte de ides inorganicos e azoto. L-asparagina é o aminoacido
normalmente utilizado neste meio, podendo em alternativa ser utilizado L-glutamato, o
qual é adicionado para aumentar a taxa de crescimento inicial. O meio Middlebrook
7H9 suplementado com OADC, possui varias fontes de azoto e carbono, assim como
maior diversidade de sais inorganicos, como potassio (K), fésforo (P), calcio (Ca),
enxofre (S) e magnésio (Mg) e ainda vitaminas, como piridoxina e biotina (Vitamina H).
A biotina tem um papel importante na sintese de lipidos, que sdo blocos estruturais
importantes na membrana celular de micobactérias (Salaemae et al., 2016). O
suplemento OADC, utilizado em culturas para proporcionar o crescimento de
microrganismos fastidiosos, contém &cido oleico, BSA, catalase, dextrose e cloreto de
sédio. Num artigo publicado por Lynn e colaboradores (1979) foi avaliada a
capacidade de M. tuberculosis utilizar albumina como Unica fonte de carbono. Para
iSso removeram, ou 0s aminoacidos glutamato e asparagina ou entdo albumina, de um
meio basal. Verificaram que na auséncia de albumina ndo houve crescimento e que
por isso esta seria utilizada como fonte de carbono, mas que os seus amino residuos
ndo eram utilizados como fonte de azoto.

Para a espécie M. bovis BCG, o uso de diferentes meios com diferentes
componentes influencia os perfis de proteinas totais e antigénios, resisténcia a
intermediarios reativos de azoto, resultando em diferentes respostas imunitarias, em
estudos de imunidade, com células in vitro e murganhos (Florio et al., 2006 &

Venkataswamy et al., 2012).
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Figura 6 - Curva de crescimento de M. smegmatis (35° C) e M. hassiacum (50°C) em diferentes
condicdes: fontes de carbono e azoto alternativas.

A: Curva de crescimento de M. smegmatis: ¢ - S1: sem ZnSO4 + 4 g/L L-asparagina + 60 mL/L glicerol |
[ - S2: com ZnS0O4 + 4 g/L L-asparagina + 60 mL/L glicerol |A - S3: sem ZnSO4 + 4 g/L L-glutamato + 60
mL/L glicerol |O- S4: com ZnO4 + 4 g/L L-glutamato + 60 mL/L glicerol;

B: Curva de crescimento de M. smegmatis:A - S5: com ZnSOa4 + 4 g/L L-asparagina + 30 mL/L glicerol |
@ - S6: com ZnSO4 + 2 g/L L-asparagina + 30 mL/L glicerol | & - S7: com ZnSO4 + 2 g/L L-glutamato +
60 mL/L glicerol |l - S8: com ZnSO4 + 4 g/L L-glutamato + 30 mL/L glicerol;

C: Curva de crescimento de M. smegmatis: @ - Controlo 7H9 suplementado com OADC |4 - S1: sem
ZnS04 + 4 g/L L-asparagina + 60 mL/L glicerol;

D: Curva de crescimento de M. hassiacum: ¢ - S1: sem ZnSOa4 + 4 g/L L-asparagina + 60 mL/L glicerol |
[0-S2: com ZnSO4 + 4 g/L L-asparagina + 60 mL/L glicerol |A - S3: sem ZnSO4 + 4 g/L L-glutamato + 60
mL/L glicerol |O - S4: com ZnSO4 + 4 g/L L-glutamato + 60 mL/L glicerol;

E: Curva de crescimento de M. hassiacum: A - S5: com ZnSO4 + 4 g/L L-asparagina + 30 mL/L glicerol |

@ -S6: com ZnSO4 + 2 g/L L-asparagina + 30 mL/L glicerol [¢ - S7: com ZnSOa4 + 2 g/L L-glutamato + 60
mL/L glicerol |l - S8: com ZnSO4 + 4 g/L L-glutamato + 30 mL/L glicerol;

F: Curva de crescimento de M. hassiacum: @ - Controlo 7H9 suplementado com OADC | ¢ - Controlo
GPHF.

Foi avaliada a influéncia de varios componentes no crescimento das espécies M.
smegmatis e M. hassiacum, como a presenca ou auséncia de ZnO4, a concentracao e
tipo de fonte de azoto ou ainda a concentragdo da fonte de carbono, de modo a
verificar também se algum seria limitante do seu crescimento. Para tal, foram
elaborados graficos de curvas de crescimento apresentados na Figura 6.

Nas diferentes formulacbes do meio Sauton, a espécie M. smegmatis, atingiu
valores de DOsionm Semelhantes ao controlo, Middlebrook 7H9 suplementado com
OADC, em patrticular a condicdo S1, sem ZnSO4 na sua formulagdo (Fig. 6 A-C). Os
meios de cultura onde se verificou maior crescimento ndo continham ZnSO4 na sua
composi¢do, continham glicerol 60 mL/L e L-asparagina 4 g/L ou L-glutamato 4 g/L,
como fonte de aminoacidos (Fig.6 As: e Ass). O crescimento em meios ricos em
glicerol, aumenta a quantidade de lipidos e glicolipidos presentes na parede
micobacteriana, podendo também resultar na alteracdo do metabolismo e da taxa de
crescimento. Quando o glicerol entra nas células por difusdo membranar, induz
catabolismo para obtencdo de ATP ou anabolismo, desencadeando niveis elevados de
diferentes compostos da parede celular (Baker & Abramovitch, 2018).

Também se avaliou a taxa especifica de crescimento, que esta relacionada com o
tempo de cada geracdo, que ocorre por unidade de tempo numa cultura em
crescimento exponencial. Quanto maior for a taxa especifica de crescimento, mais
rapida é a divisdo da populacdo e maior € o niumero de geracbes que ocorrem no
mesmo periodo de tempo. A maior taxa especifica de crescimento foi registada no
meio controlo Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. Nas diferentes formulacdes
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do meio Sauton (Tabela 3), a maior taxa especifica de crescimento foi registada em S1
e S3, 0s mesmos onde o crescimento atingiu uma densidade 6tica maior.

O crescimento de M. hassiacum nos meios correspondentes a modificacbes do
meio Sauton, foi menor em relagdo aos controlos. No meio usado como controlo, o
meio GPHF (Fig. 6F), os valores de densidade oética registados em fase exponencial,
foram superiores aos registados nas restantes condi¢cdes. Nas condicBes S1-S8, nos
meios onde a concentracdo de fonte de carbono era maior (S1-S4, S6 e S7), o
crescimento foi menor, nunca chegando a atingir valores semelhantes aos controlos
(Fig.6D, E e F). Em geral, a condi¢cdo onde se verificou maior crescimento, foi S1 —
sem ZnSO, + 60 mL glicerol + L-asparagina 4 g/L. A taxa especifica de crescimento
registada nas diferentes condicbes do meio Sauton (Tabela 3), foi menor em
comparagao aos controlos, Middlebrook 7H9 suplementado com OADC e GPHF e com
o crescimento de M. smegmatis nas mesmas condigdes.

Através da andlise dos graficos (Figura 6) verificou-se existirem alteracdes no
crescimento das culturas nas diferentes condicbes. De seguida, avaliou-se que
alteracdes que poderiam estar a ocorrer a nivel da morfologia das células e de que
forma estas condi¢cdes podiam influenciar a agregacédo das células e a formacgédo de
biofilme. Paralelamente, e aproveitando a recolha de amostras das culturas ao longo
da curva de crescimento para cada condi¢do, analisou-se o perfil de proteinas totais

dos extratos celulares.

Tabela 3 - Taxa especifica de crescimento nos meios definidos, até 16 h para M. smegmatis e 26 h para
M. hassiacum.

Condicao Taxa especifica de Taxa especifica de
crescimento () h! crescimento (u) h!
M. smegmatis M. hassiacum

GPHF i 0.139
S1 0.061 0.022
S2 0.044 0.012
S3 0.061 0.011
S4 0.044 0.016
S5 0.041 0.012
S6 0.052 0.010
s7 0.055 0.012
S8 0.049 0.015
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Realizou-se uma segunda série de condi¢cdes de crescimento tendo o meio
Middlebrook 7H9 como base, mantendo os constituintes em comum com O meio
Sauton, mantendo o suplemento OADC e variando um-a-um dos restantes
componentes. Uma das condicdes foi o meio Middlebrook 7H9, suplementado com
acido oleico, dextrose e catalase, mas sem BSA (Tabela 4).

Durante o crescimento, foi visivel a agregacao celular, 0 que néo permitiu a correta
leitura da densidade 6tica a partir de determinado tempo. Foi possivel apenas obter
curvas de crescimento até t=16h para M. smegmatis e t=26h para M. hassiacum
(resultados ndo apresentados) e calcular as respetivas as taxas de crescimento neste
intervalo de tempo.

Observou-se que 0s meios com maior taxa especifica de crescimento foram G e H
sem citrato de sédio e piridoxina respetivamente (Tabela 4), semelhantes ao obtido no
controlo Middlebrook 7H9 suplementado com OADC. Com menor taxa especifica de
crescimento, destacaram-se o F e J, sem sulfato de aménio e fosfato dissddico
respetivamente. SO foi detetado mais tarde que o meio J, sem o tampao fosfato
dissddico ficava com pH 4, o que poderd explicar a taxa de crescimento baixa e
alteracdes de morfologia. No caso do crescimento de M. hassiacum, destaca-se a taxa
especifica de crescimento registada em |, sem biotina, sendo superior em relacéo a
todos os meios, incluindo o controlo. Para esta espécie, 0 meio onde a taxa especifica
de crescimento foi menor em J, sem fosfato dissédico.

Ambas as espécies cresceram no meio com pH baixo, o meio J, que foi onde se
registou a menor taxa especifica de crescimento. O pH 6timo de crescimento de
espécies do género Mycobacterium pode variar, nomeadamente em MCR, que por
norma conseguem crescer numa gama de pH mais ampla (Tsukamura, 1983). A
capacidade adaptativa a alteracdes de pH tem um papel importante na sobrevivéncia
em ambientes naturais (O’Brien et al., 1996).

Ao longo do crescimento de ambas espécies nos diferentes meios, foi feita a

recolha de aliquotas em triplicado, para posterior andlise do perfil de proteinas totais.
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Tabela 4 - Taxa especifica de crescimento nos meios definidos, até 16 h para M. smegmatis e e 26 h

para M. hassiacum

Condigao Componente Taxa especifica de Taxa especifica de
eliminado crescimento (p) h? crescimento (p) h?
M. smegmatis M. hassiacum
7H9 + OADC - 0.132 0.107
A BSA 0.098 0.106
F Sulfato de Amdnio 0.064 0.111
G Citrato de Sddio 0.123 0.114
H Piridoxina 0.125 0.109
' Biotina 0.107 0.143
J Fosfato Dissddico 0.064 0.034
K Cloreto de Calcio 0.087 0.109
L Sulfato de Cobre 0.099 0.109

3.2 Perfis de expresséao de proteinas totais dos extratos celulares

A visualizagéo do gel poliacrilamida a 12%, permitiu visualizar os perfis de expresséo
de proteinas para as condi¢des testadas. Para ambas as espécies, destacou-se uma
banda forte com cerca de 55-60 kDa, correspondente ao crescimento no meio
Middlebrook 7H9 com OADC (Fig. 7 e 8).

A andlise dos péptidos terminais das proteinas, gerados por digestao proteolitica
(Baldwin, 2004), com recurso a espectrometria de massa, permitiu a sua identificacao.

Esta banda (55-60 kDa) parece também estar presente nos extratos obtidos para as
restantes condicdes, talvez com excecdo do meio A, em que o perfil de proteinas é
bastante diferente do observado nas outras condicgdes.

A banda assinalada na Figura 8A, foi escolhida para analise por PMF (Peptid Mass
Fingerprinting) no servigo de Protedmica do i3S, Porto. A pesquisa para a identificacao
de proteinas foi realizada tendo em conta o proteoma de M. hassiacum, disponivel na
base de dados da UniProt. Foram detetadas varias proteinas desta espécie, com
elevada confianga estatistica, no entanto também se observaram elevados nivel de
BSA, um contaminante, que possui um peso molecular de 66 kDa.

Durante o trabalho foi colocada a hipétese de que a banda obtida com 55-60 kDa
detetada, quando o meio utilizado foi Middlebrook 7H9 com OADC, poderia resultar da
presenca de BSA nas amostras, por incorreta lavagem com o tampdo GTE. Os
resultados da impressdo digital em massa dos peptideos, revelou que, o que
aparentava ser sobreexpressdo, era na verdade uma contaminacdo da proteina
utilizada no meio de crescimento. Apesar disso, € evidente que existe outras proteinas
com cerca de 55-60 kDa, nas diferentes formulagbes do meio Sauton (Fig. 7A e 8A-B)

e também no Meio A (Fig. 7B e 8B) em ambas as espécies, pois estes meios nao tém
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BSA na composi¢cdo. Da andlise por PMF, identificaram-se 45 péptidos de M.
hassiacum, mas apenas 10 apresentaram um “coverage” (percentagem de
aminoacidos de uma sequéncia de proteina, determinados por LC-MS, Matthiesen,
2007) igual ou superior a 10% (Tabela 5). A Tabela 5 apresenta a selecdo de
proteinas, que pela revisdo bibliografica estdo anotadas como tendo uma fungéo

relacionada com a sintese de componentes da parede celular ou outras fungdes com

significado para os objetivos do estudo.

Figura 7 - Perfis de expressado de proteinas totais de M. smegmatis.

A: Condi¢des tendo como base o meio Sauton S1-S8 e controlo Middlebrook 7H9 com OADC;
B: Modificagdes do meio Middlebrook 7H9 com OADC;

M - Marcador para proteinas de baixo peso molecular (NZYTech).

Figura 8 - Perfis de expressao de proteinas totais de M. hassiacum.

A: Condigdes tendo como base o meio Sauton S1-S4, controlo Middlebrook 7H9 com OADC e GPHF;
B: Condigdes tendo como base o meio Sauton S5-S8, controlo Middlebrook 7H9 com OADC e GPHF;
C: Modifica¢des do meio Middlebrook 7H9 com OADC;

M — Marcador para proteinas de baixo peso molecular (NZYTech).
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Tabela 5 - Proteinas identificadas por LC-MS

Numero de Proteina Gene  Coverage MW
acesso % [kDa]
K5B9I5 Ligase acil Coenzima-A de acidos IcfB_18 32 61,1

gordos de cadeia longa
K5BAV1 ATP sintase subunidade alfa atpA 30 59,1
K5BHZ1 Chaperona Hsp70 DnaK dnaK 23 66,9
AOA3P3ZYI12 Metilmalonil-CoA mutase mutA 14 64,9
AOA3P3ZY44 CTP sintase pyrG 13 63,8
K5BHN7 Ligase acil Coenzima-A de &cidos IcfB_16 10 59,3
gordos de cadeia longa
K5BH39 Chaperona Hsp60 GroEL 1 groL1 2 56,6

A proteina identificada com maior “coverage”, € uma ligase acil-CoA de acidos
gordos de cadeia longa (K5B9I5), cuja funcdo é ativar a oxidacdo de &cidos gordos
complexos, tendo por isso um papel importante no metabolismo de &cidos gordos.
Segundo os dados do UniProt, esta proteina tem 50% de semelhangca com a ligase
FadD2 acil-CoA envolvida na sintese de acidos gordos de cadeia longa da M.
smegmatis mc?155. Esta enzima, estd associada com a resisténcia intrinseca da
estirpe M. tuberculosis H37Rv a pirazinamida (Rosen et al., 2016). Também foi
identificada outra enzima (K5BHN7) com a mesma funcdo da K5B9I5, no entanto com
menor “coverage”. A enzima mutase metilmalonil-coa (AOA3P3ZYI12), catalisa a
isomerizacdo de succinil-CoA em metilmalonil-CoA, durante a sintese de propionato, a
partir de intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. Tem por isso, um papel
importante no metabolismo de acidos gordos e aminoacidos (Matthiesen, 2007). A
subunidade alfa da adenosina trifosfato (ATP) sintase e trifosfato de citidina,
relacionada com a producéo de energia, e (CTP) sintase, importante na biossintese de
nucleotidos-pirimidina também foram identificadas com um “coverage” significativo.
Foram ainda identificadas duas proteinas chaperonas, essenciais para a conformacgéo
de proteinas, a Hsp70 DnaK (K5BHZ1) e Hsp60 GroEL 1 (K5BH39). A DnaK participa
no enrolamento correto de proteinas sintetizadas de novo, transporte de proteinas
através de membranas e desagregacao de proteinas agregadas. Em M. smegmatis, €
essencial para o crescimento e a sua dele¢do resulta na disrupcdo da estrutura
membranar e aumento da permeabilidade celular (Fay & Glickman, 2014). E
importante tanto no correto enrolamento de proteinas nativas como induzidas por
stress. A proteina identificada tem 90% de semelhanca com a DnaK da M. smegmatis
mc? 155, sendo possivel pressupor que tenha um papel idéntico em M. hassiacum.

Nas espécies do complexo M. tuberculosis, esta proteina tem um papel na
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patogenicidade ao modelar respostas do sistema imunitario do hospedeiro (Spiering et
al., 2013). A chaperona GroEL1, para além de ter um papel no enrolamento, ajuda na
maquinaria de montagem de polipeptideos desenrolados, que sdo gerados em
condicdes de stress. Tem também 90% de semelhanca com a GroEL1 de M.
smegmatis mc? 155. Foi sugerido que esta proteina em M. smegmatis tem um papel
na biossintese de acidos micélicos durante a formacédo de biofilme (Ojha et al., 2005).
Num artigo publicado por Ojha et al., (2005) criaram mutantes de M. smegmatis mc?
155 para a proteina GroEL1l e realizaram testes para avaliar a capacidade de
formacdo de biofilme, verificando que 0 mutante conseguia iniciar o processo de
formacédo de biofilme, mas ndo avancava para os estégios finais de desenvolvimento.

Estas proteinas identificadas, poderdo ser possiveis alvos terapéuticos tendo em
conta as func¢des descritas. O préximo passo deste trabalho seria a construgédo de
mutantes, através de técnicas de knockdown ou knockout, para depois avaliar a
influéncia na formacdo de biofilmes, agregados celulares e suscetibilidade a
antimicrobianos.

Para ter uma comparacao absoluta, seria necessario otimizar e repetir o protocolo,
de modo que a contaminagcdo por BSA ndo fosse uma influéncia nos perfis de
expressdo de proteinas totais, nos meios tendo como base Middlebrook 7H9
suplementado com OADC. Uma vez que a identificacdo por espectrometria, apenas foi
realizada para uma das bandas obtidas, seria interessante a identificacdo das bandas
presentes na mesma zona de 55-60 kDa, nas formulagbes do meio Sauton, em ambas

as espécies.

3.3 Formagéo de biofilme e morfologia celular

As micobactérias possuem diferencas no modo como crescem e se dividem, sendo
o tamanho das células bastante heterogéneo, dentro de uma populacdo. Crescem
exclusivamente a partir dos seus polos, apresentando assimetria no processo de
divisdo celular (Manina et al., 2015). Esta particularidade podera ter impacto na
sobrevivéncia das micobactérias e mesmo nos métodos de terapia utilizados no caso
de infecdo. Sabe-se que nutrientes e ides, como Ca?*, Mg?" e Zn?", ou fontes de
carbono, como glucose e peptona, influenciam o crescimento e poderdo ter um papel
na formacao de biofilme (Carter et al., 2003).

Na andlise da morfologia da formacdo de biofilme feita no presente trabalho, foi
possivel observar alteracdes influenciadas pela presenga ou auséncia de diferentes
compostos, obtendo-se registos fotograficos ao final de um periodo de 10 dias,
seguida de analise por microscopia, com o método de contraste de fase. O protocolo
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de formacdo de biofilme e a avaliagdo da morfologia celular, foi realizada nos
meios/condi¢cdes que mais se destacaram, tendo em conta o crescimento e os perfis

de expressao de proteinas totais.

3.4.1 Mycobacterium smegmatis

Na avaliacdo de alteracdes morfoldgicas, as condicdes que mais se destacaram
foram S1, S2 e J, meio modificado com base em Middlebrook 7H9 suplementado com
OADC e sem fosfato dissédico na composicdo (Fig. 9 C, D e E). Sais de fosfato sdo
comumente utilizados como tampdao, e atuam no intervalo de pH onde a maioria das
bactérias cresce, ndo sdo téxicos nas quantidades corretas e fornecem fosforo, que é
um nutriente essencial.

M. smegmatis tem crescimento 6timo a pH 5-7.4 e cresce parcialmente a pH 4.6
(Portaels & Pattyn, 1982). O’Brien e colaboradores (1982), demonstraram que a
exposicdo a um pH mais baixo, por exemplo pH 5, conferia maior protecédo e
adaptabilidade guando as células eram transferidas para um meio com pH &cido, por
exemplo pH 3, do que se tivessem sido expostas a um pH inicial superior, como pH
7.6 (OBrien et al.,, 1996). Sdo desconhecidos os mecanismos especificos que
resultam nesta capacidade de adaptagdo (Rao et al., 2001). Nenhum dos artigos
acima, menciona alteragdes na morfologia celular e formacdo de biofilme em meio
acido. Nao é possivel concluir se a aparéncia filamentosa é apenas resultante de pH
acido, de menor quantidade de fésforo disponivel ou por influéncia de ambos (Fig. 9 C-
.

A formacao de biofilme também foi avaliada no meio Sauton, nas modificagbes S1 e
S2. No meio S1, sem ZnSO., a cultura apresenta uma pelicula com aparéncia lisa e
seca (Fig. 9 D-1). Ja no meio S2, com ZnSO. (Fig. 9 E-1), observou-se a formacao de
“véus” que ascendiam as paredes dos pogos, com aspeto aspero. Apesar da Unica
diferenca entre estes dois meios ser a presenca ou auséncia de zinco, observaram-se
diferencas no aspeto da pelicula de biofilme e na morfologia das células. A formacéo
deste tipo de “véus” ou peliculas em M. smegmatis, foi anteriormente relacionado com
disponibilidade de ferro, podendo ter funcdes nas fases finais da formacdo de biofilme
(Ojha & Hatfull, 2007), ou com o aumento da sintese de cadeias curtas de acidos
micolicos (Ojha et al., 2005). Assim, neste estudo coloca-se a hip6tese, com base nos
resultados observados, se a presencga de zinco podera também influenciar ou ter um
papel na formacgéo destas estruturas, a semelhanca do ferro.

As imagens obtidas por microscopia de contraste de fase, de amostras de biofilme

nas diferentes condi¢cbes, revelam alteracbes na morfologia das células. Em
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Middlebrook 7H9 com OADC, as células apresentam a forma tipica de bacilo, neste
caso bastante curtos, formando agregados que parecem estar envoltos huma matriz
(Fig. 9 A-ll). E possivel observar células mais curtas e em diferentes fases de
crescimento, incluindo algumas que apresentam a tipica disposicdo de duas células
em “V” de divisdo de micobactérias (Dahl, 2004), sendo possivel também observar isto
nas restantes amostras. No geral, as células apresentam morfologia bastante
heterogénea, observando-se células finas e com diferentes tamanhos. No meio A (Fig.
9 B-Il), as células apresentam-se mais “soltas”, sem agragarem, completamente
diferente do meio 7H9 com OADC. No meio J (Fig. 9 C-1l) e S2 (Fig. 9 E-ll) verifica-se
novamente agregacao e as células parecem envoltas numa matriz. No meio S1, as
células sdo mais compridas e finas em relacdo aos restantes meios (Fig. 9 D-ll),
caracteristica descrita na fase final de crescimento logaritmico, quando o zinco esta
limitado no ambiente (Dow & Prisic, 2018) e. foi possivel visualizar a conformacgéo das
células em “V” e também em “estrela”, tipico de micobactérias e que normalmente

antecede a agregacdao das células.

1) Registo microscopico da formagdo | 1) Registo microscopico da morfologia celular

de biofilme
A
M. smegmatis
Middlebrook 7H9 com OADC
35°C
10 dias
B

M. smegmatis

Meio A
Fragdo de Albumina Sérica V

35°C
10 dias

M. smegmatis

Meio J
Fosfato Dissodico

35°C
10 dias




M. smegmatis

Sauton 1
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

35°C
10 dias

M. smegmatis

Sauton 2
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

35°C
10 dias

Figura 9 - Observacao da formacéo de biofilme e morfologia celular de M. smegmatis ao final de 10 dias

de incubagdo das culturas a 35°C em diferentes condi¢Ges. |I) observacdo por microscépia 6tica da
formacéo de biofilme, Nikon Eclipse E200, numa ampliacdo de 40x. Il) observagdo da morfologia celular
com o microscopio Axio Imager Z2 com a objetiva Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil Ph3 M27. A - Meio
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC; B - Meio A; C - Meio J; D - Meio S1; E - Meio S2.

A possivel alteragdo da morfologia das coldnias nas diferentes condi¢des também
foi avaliada nos respectivos meios com agar. Este registo néo foi realizado com o meio
J, sem fosfato dissédico a pH 4, uma vez que o agar exposto a condi¢des acidas sofre
hidrélise dos polissacarideos, o que resulta numa solucdo de acucares sem
capacidade de solidificar (Kim et al., 2017).

A espécie M. smegmatis esta descrita como sendo ndo-pigmentada ou amarela
ténue a branca. A morfologia da superficie da cultura pode ser, cremosa ou brilhante,
levemente rugosa ou granulosa. Em meio solido com diversos suplementos
disponiveis, a sua aparéncia € branca e leitosa e levemente rugosa (T et al., 2020).
Em meio Midleebrook 7H10 suplementado com OADC (Fig. 10 A-l), a cultura
apresenta estas caracteristicas. As células sdo mais compridas (Fig. 10 A-ll), em
comparacédo ao observado em meio liquido durante a formacao de biofilme (Fig. 9 A-
II), mas mantendo a heterogeneidade. A cultura no meio A agar (Fig. 10 B-l), sem
BSA, apresentou caracteristicas semelhante a cultura em 7H9 com OADC, mas com
aparéncia mais seca e com menos “pregas” rugosas. As margens sao onduladas em
ambos os meios. A nivel celular (Fig. 10 B-ll), nestes dois meios ndo existem
diferencas relevantes. Nos meios S1 (Fig. 10 C-I) e S2 agar (Fig. 10 D-I), as

apresentam um aspeto semelhante, rugosas, em relevo com bastantes “pregas”
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/enrugadas, opacas e cor branca-amarela péalida. As margens em S1 sao onduladas e

em S2 irregulares. A nivel celular, S1 (Fig. 10 C-ll) e S2 (Fig. 10 D-l) possuem

morfologia semelhante ao observado na formacéo de biofilme (Fig. 9 D-II) (Fig. 9 E-II).

A extracdo do DNA das culturas do meio S1 agar e liquido e sequenciagéo do gene

rRNA 16S, foi realizada de forma a confirmar tratar-se da estirpe M. smegmatis

mc? 155, podendo desta forma ter um grau de confianca nos resultados e afastar a

possibilidade de contaminacdes.

1) Registo fotografico do crescimento | 1) Registo microscépico da morfologia celular
em agar

M. smegmatis

Middlebrook 7H10 com OADC

35°C
3 dias

M. smegmatis

Meio A Agar
Fragdo de Albumina Sérica V

35°C
3 dias

M. smegmatis

Sauton 1 Agar
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

35°C
3 dias

M. smegmatis

Sauton 2 Agar
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L.

35°C
3 dias
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Figura 10 - Observacdo da morfologia de culturas de M. smegmatis em diferentes meios com agar,
incubados 2-3 dias a 35°C. |) registo fotografico observado com microscopio de zoom estéreo, SMZ-171,
numa ampliacéo de 50x. Il) observacédo da morfologia das células com o microscépio Axio Imager Z2 com
a objetiva Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil Ph3 M27. A - Middlebrook 7H9 suplementado com OADC; B -
Meio A; C - Meio S1; D - Meio S2. A vermelho estdo identificados componentes ausentes

3.4.2 M. hassiacum

Nas diferentes condigbes em que se cultivou M. hassiacum ndo se verificaram
diferencas morfologicas relevantes (Fig. 11 A-F). A excecéo foi o meio A (Fig. 11 B-I),
onde a pelicula de biofilme tinha um aspecto muito distinto dos restantes. Foi descrito
que presenca de BSA, reduz significativamente a formacdo de biofilme em
Pseudomonas aerugionosa (Hammond et al., 2010). Em C. albicans, também foi
descrito que soro humano pode reduzir essa capacidade, através da infrarregulagéo
de genes relacionados com adesé&o, durante a formagéo de biofilme (Ding et al., 2014).
Sabe-se ainda que, o tamanho da cadeia de &cidos micélicos, pode influenciar a
agregacgao (Bhatt et al., 2007). Assim, poderia considerar-se que o aspecto da cultura
de M. hassiacum no meio A, representa uma possivel consequéncia da auséncia de
BSA, aumentado a capacidade de agregacéo.

As imagens obtidas por microscopia, revelam heterogeneidade no tamanho das
células em todos os meios. Em GPHF (Fig. 11 F-Il), as células sdo mais alongadas e

robustas em relacdo a todas as outras condicoes.

1) Registo microscopico da formagdo | 11) Registo microscépico da morfologia celular
de biofilme

M. hassiacum

Middlebrook 7H9 com OADC

50°C
10 dias

M. hassiacum

Meio A
Fragédo de Albumina Sérica V

50°C
10 dias
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M. hassiacum

Meio J
Fosfato Dissodico

50°C
10 dias

M. hassiacum

Sauton 1
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

50°C
10 dias

M. hassiacum

Sauton 2
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

50°C
10 dias

M. hassiacum

GPHF

50°C
10 dias

Figura 11 - Observagéo da formagao de biofilme e morfologia celular de M. hassiacum ao final de 10 dias
de incubacgdo das culturas a 50°C em diferentes condi¢des. 1) Observacdo por microscopia 6tica da
formac&o de biofilme, Nikon Eclipse E200, numa ampliacdo de 40x. Il) observacdo da morfologia celular
com o microscopio Axio Imager Z2 com a objetiva Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil Ph3 M27 A - Meio
Middlebrook 7H9 suplementado com OADC; B - Meio A; C - Meio J; D - Meio S1; E - Meio S2; F - GPHF.

A vermelho est&o identificados componentes ausentes.
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As principais diferengas, foram observadas na morfologia de culturas de M.
hassiacum em meio sdlido. M. hassiacum desenvolve pigmentagdo no escuro e esta
descrita como formadora de coldnias lisas, densas e mucosas, quando crescida em
Lowenstein-Jensen (LJ) (Schroder et al., 1997).

Em Middlebrook 7H10 suplementado com OADC (Fig. 12 A-l), a superficie das
culturas é leitosa, lisa e as margens suaves. As células (Fig. 12 A-ll), aparentam ser
mais robustas do que o observado durante a formag&o de biofilme (Fig. 11 A-Il). No
meio A (Fig. 12 B-l), a cultura tem aspeto mais rugoso e seco, apesar de manter
margens leitosas e suaves. A nivel microscopico (Fig. 12 B-I), as células sdo bastante
mais curtas e menos robustas em comparagdo ao meio anterior. Em S1 e S2,
auséncia (Fig. 12 C-I) ou presenca de zinco (Fig. 12 D-I), respetivamente, as culturas
tém aspeto mucoso, liso e brilhante, sendo também mais notavel o desenvolvimento
de pigmentacdo amarela um pouco mais forte. Apesar do aspeto semelhante, as
células em S1 agar (Fig. 12 C-1l) sdo mais compridas e exibem agregacao, formando
uns “clusters” em comparagdo com as células em S2 agar (Fig. 12 D-Il). Em GPHF
com agar (Fig. 12 E-l), a cultura apresenta aspeto seco e rugoso, com margens
irregulares e “filamentosas”. A morfologia celular (Fig. 12 E-Il), € semelhante ao
observado na amostra obtida da formacdo de biofilme em GPFH e ao controlo
Middlebrook 7H10 suplementado com OADC.

1) Registo fotografico do crescimento | 1) Registo microscépico da morfologia celular
em agar

M. hassiacum

Middlebrook 7H10 com OADC

50°C
3 dias

M. hassiacum

Meio A Agar
Fragdo de Albumina Sérica V

50°C
3 dias
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M. hassiacum

Sauton 1 Agar
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

50°C
3 dias

M. hassiacum

Sauton 2 Agar
Sulfato de Zinco + 60 mL
glicerol + L-asparagina 4 g/L

50°C
3 dias

M. hassiacum

GPHF

50°C
3 dias

Figura 12 - Observacdo da morfologia de culturas de M. hassiacum em diferentes meios com agar,

incubados 2-3 dias a 50°C. I) Registo fotografico observado com microscépio de zoom estéreo, SMZ-171,
numa ampliacdo de 50x. 1) Observagdo da morfologia celular com o microscépio Axio Imager Z2 com a
objetiva Plan-Apochromat 100x/1.40 Oil Ph3 M27. A - Middlebrook 7H9 suplementado com OADC; B -
Meio A; C - Meio S1; D - Meio S2; E - GPHF.

3.5 Influéncia das condic¢fes de crescimento na suscetibilidade a antibidticos

E comum a utilizacdo de detergentes n&o-idnicos, para prevenir a agregacao celular
e estimar o crescimento em meio liquido, através da medicao da turbidez das culturas.
No entanto, a utilizacdo de detergentes, como Tween-80, pode induzir efeitos positivos
ou negativos quando se determina a concentracdo minima inibitéria (CMI),
aumentando ou nao a poténcia do antibacteriano a testar. Sabe-se também que com a
adicdo de BSA ao meio, alguns desses efeitos podem ser revertidos. Isto porque,
BSA, podera ter um efeito protetor na presenca de acidos gordos livres, que podem
induzir toxicidade (Franzblau et al., 2012).

42



Por norma, para o método de microduilicdo, utiliza-se o meio Mueller-Hinton cati&o
ajustado, mas também é comum encontrar autores que utilizam Middlebrook 7H9,
suplementado ou ndo com OADC (Lelovic et al., 2020).

Para avaliar a influéncia do meio na suscetibilidade a antibioticos, escolheram-se
guatro antibidticos utilizados para MCR, com diferentes mecanismos de atuacédo. A
amicacina pertence a classe dos aminoglicosideos, liga-se as subunidades 30S do
ribossoma bacteriano e interfere com a ligacdo do mRNA e com os locais receptores
de tRNA. Interfere por isso no crescimento, uma vez que interrompe a sintese de
proteinas (Ramirez & Tolmasky, 2017). A ciproflaxina é uma fluoroquinolona de
segunda geracdo, atua nha DNA topoisomerase |l (DNA girase) e topoisomerase 1V,
impedindo a replicacdo do DNA (Zhang et al., 2018). A isoniazida é um antibiotico
utilizado para tratar infecdes micobacterianas em combinagdo com outros agentes
antimicrobianos. Tem efeito bactericida em MCR e bacteriostatico em MCL. A
isoniazida necessita de ser ativada pela catalase bacteriana, no estado ativo. Inibe a
sintese de acidos micolicos, essenciais para a parece celular (Pym et al., 2001). O
meropenem € um carbapenemo, que pertence a classe beta-lactamicos. A sua

atividade resulta na inibicdo da sintese da parede celular (Brown-Elliott et al., 2016).

Tabela 6 - Breakpoints da CMI (ug/mL) de 4 agentes antimicrobianos utilizados em

MCR.
Antibiético Breakpoints CMI (ug/mL)’
Suscetivel (S) Intermedio (1) Resistente (R)
Amicacina <16 32 264
Ciprofloxacina =1 2 24
Isoniazida - - 21
Meropenem =4 8-16 232

1 — Retirados de (Pang et al., 2015;Hatakeyama et al., 2017)

Nesta parte do trabalho utilizaram-se os meios: Middlebrook 7H9 suplementado
com OADC, A, S1, S2 e GPHF, este ultimo apenas para M. hassiacum. As
concentracdes de antibidticos usadas variaram entre 0.25 ug/mL e 128 pg/mL para
todos os antibitticos. Na avaliacdo da suscetibilidade de culturas de M. smegmatis aos
antibiéticos nos diferentes meios, foi possivel observar diferencas nas CMI (Tabela 7).
No caso de M. smegmatis existem diferencas na CMI dos antibiéticos nos meios, com
excecao da CMI para meropenem que € igual em todos os meios, salvo no meio S1 e

para ciprofloxacina que é diferente apenas no meio A. Comparando a CMI dos
43



antibidticos testados para M. smegmatis nos diferentes meios, o perfil resistente ou
sensivel estd de acordo com o encontrado na bibliografia. Em todas as condicdes, M.
smegmatis é sensivel a amicacina, no entanto, os valores de CMI determinados foram
inferiores aos reportados na bibliografia, no caso do meio 7H9 com OADC e S2 (<0,25
pug/mL) e, superiores no caso do meio A e S1 (1.0 pg/mL, 4x superior em relacdo a
7H9 com OADC e S2. A CMI de ciprofloxacina, destacou-se quando M. smegmatis
cresceu no meio A, sendo 4x menor do que nos restantes meios. A CMI para
isoniazida determinada nos diferentes meios foi diferente, 16 pg/mL nos meios A e S1
e 2 pg/mL no meio S2. Comparando com um estudo em que usaram € mesma estirpe
de M. smegmatis e 0 mesmo método, mas em meio Brain-Heart Infusion (BHI), a CMI
determinada foi de 0.25 pg/mL para isoniazida (Abebe & , Zegeye Bonsa, 2017). Com
outra estirpe de M. smegmatis (ATCC607), a suscetibilidade a isoniazida foi avaliada
em Middlebrook 7H9 com 0.5% de Tween 80 e 0.4% de glicerol, e a CMI > 25 pg/mL
(Lelovic et al., 2020). Comparando os valores das CMI para os diferentes antibioticos,
nas diferentes condi¢cdes com os breakpoints indicados para MCR (Tabela 6), apenas
para meropenem houve alteracdo no perfil de suscetivel para intermédio, quando a

espécie cresceu no meio S1, sem ZnSO,.

Tabela 7 - Susceptibilidade de culturas de M. smegmatis a 4 antibacterianos.

Antibiético M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis M. smegmatis

(ng/mL) mc? 155 mc? 155 mc2 155 mc? 155 mc2 155 1 ATCC607 2
7H9 + OADC Meio A Meio S1 Meio S2
Amicacina <0.25% 18 18 <0.258 - 0.398
Ciprofloxacina 4R 167 64R B4R - 3.2-6.25R
Isoniazida 4R 16R 16% 2R 0.258 >25R
Meropenem 43 4% 8 43 -

1 — Retirado de (Abebe & , Zegeye Bonsa, 2017)

2 — Retirado de (Lelovic et al., 2020)

No caso de M. hassiacum, para além dos meios mencionados acima, a
suscetibilidade foi testada para culturas em meio GPHF (Tabela 8).

Em 7H9 suplementado com OADC e no meio A, a CMI para de amicacina, foi 2x
superior ao determinado nas restantes condi¢cdes (Tabela 8). Para isoniazida e
meropenem, nos meios A e GPHF registaram-se menores CMI em comparacdo com
0s restantes meios. De um modo geral, para as culturas em S2, as CMI registadas
para os diferentes antibacterianos foi superior.

Semelhante ao verificado para M. smegmatis, o perfil de suscetibilidade analisado

tendo em conta a Tabela 6, apenas teve alteracdes com o uso do meropenem, sendo
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suscetivel ao antibiético, quando M. hassiacum cresceu no meio A e GPHF, intermédio
em 7H9 com OADC e resistente em S1 e S2.

Tabela 8 - Susceptibilidade de culturas de M. hassiacum a 4 antibacterianos.

Antibiético M. hassiacum M. hassiacum M. hassiacum M. hassiacum M. hassiacum M. hassiacum
(ng/mL) 44199 44199 44199 44199 44199 JZ20147
TH9+0ADC Meio A Meio S1 Meio S2 GPHF
Amicacina 0.58 0.58 <0.25% <0.258 <0.258 -
Ciprofloxacina 32F 8R 64R 128R 8r 0.1258
Isoniazida >1288 64R 1288 128R B4R -
Meropenem 16! 48 32R >128R 18 -

1 — Retirado de (Deinhardt-Emmer et al., 2018)

Existem evidéncias que a auséncia de zinco, induz hibernagéo dos ribossomas em
M. tuberculosis e que podera estar associado a resisténcia aos antibitticos
aminoglicosideos, kanamicina e estreptomicina (Y. Li et al., 2018). A substituicdo de
proteinas ribossémicas que tém o motivo CXXC (C +), locais de ligagédo de zinco, com
os seus paralogos sem zinco (C-), podera ter influenciado a CMI de amicacina em M.
smegmatis (Y. Li et al., 2018). No entanto, essa diferenca podera ndo ser relevante,
uma vez que no crescimento em meio sem BSA, a CMI foi igual ao obtido para o
crescimento no meio S1, sem ZnSO.. Isto ndo foi relevante para a suscetibilidade de
M. hassiacum a este antibiético da classe aminoglicosideos, uma vez que a CMI
obtida no crescimento em S1 foi igual a S2 e GPHF.

E relevante que as diferencas na CMI e perfis de suscetibilidade, tenham sido
principalmente observadas com uso de meropenem no crescimento de ambas as
espécies nos diversos meios. O meropenem atua nas proteinas de ligagdo a penicilina
na membrana citoplasmatica, inibindo a biossintese de peptidoglicano e por isso da
parede celular (Drusano, 1997). Isto pode indicar que a exposi¢do e crescimento em
condicbes com diferentes formulacdes, podera induzir alteracdes na parede celular,

nomeadamente a integridade do complexo mAGP.

3.6 Isolado NTM21

Neste segmento do trabalho, vdo ser apresentados alguns dos resultados obtidos
na identificacdo de um isolado ambiental, que por sequenciacdo do genoma revelou
tratar-se de uma espécie nova de micobactéria. Alinhado com o objetivo principal do
trabalho, a carcterizacdo desta nova espécie de MNT é relevante, ndo sé contribui
para o enriquecer a descricdo taxonémica deste grupo de bactérias, mas é também

fundamental do ponto de vista clinico, uma vez que, apesar de as MNT serem
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ambientais e de ndo haver evidencias de transmissdo pessoa-a-pessoa, 0 poténcial

patogénico é uma possibilidade a ter em conta.

3.6.1 Testes bioquimicos

O isolado NTM21, é uma micobactéria de crescimento rapido. Possui a enzima
catalase termoestavel, consegue degradar Tween-80 pela presenca de esterases.
Reduz telurito e nitrato, apresenta atividade da enzima pirazinamidase e produz
acetoina, que é resultado da fermentacdo de glucose. N&do utiliza nenhum dos

acucares testados como Unica fonte de carbono (Tabela 9).

Tabela 9 - Caracteristicas fenotipicas do isolado NTM21

Caracteristicas Resultado

RT +
=0 68°C ¥

Catalase
=20 RT L
68°C +
30°C +

Tween 80
35°C +
McConkey Agar -
Reducéo de Telurito +
Nitrato redutase +
Pirazinamidase +
Pirrolidonil arilamidase -
Fosfatase alcalina -
B-Galactosidade -
Esculina -
Urease -
Citrato -
Producdo de acetoina +
Producdo de indol -
Triptofano deaminase -
Gelatinase -
Arginina dihidrolase -
Lisina descarboxilase -
Ornitina descarboxilase -
D-Mannitol -
Inositol -
D-Sorbitol -
Utilizagdo como Gnica | L-Rhamnose -
fonte de carbono: L-Arabinose -
D-Glucose -
D-Sacarose -
Amigdalina -
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3.6.2 Testes de suscetibilidade

Dos agentes antibacterianos testados, o isolado NTM21 é resistente a ciproflaxina e

isoniazida e suscetivel a todos aos restantes (Tabela 10).

Tabela 10 - Suscetibilidade do isolado NTM21 a 9 antibacterianos, em meio MH catido

ajustado.
Antibiético Breakpoints CMI (ug/mL)" Isolado
(ng/mL) NMT 21
Suscetivel (S) Intermédio (I) Resistente (R)
Amicacina <16 32 264 <0.25%
Cefoxitina <16 32-64 =128 <0.25%
Ciproflaxina =1 2 24 32R
Claritromicina =2 4 28 <0.258
Isoniazida - - 21 4R
Linezolida <8 16 =32 18
Meropenem =4 8-16 =32 <0.258
Moxifloxacina =1 2 24 <0.25%
Trobramicina s2 4 28 1%

1 — Retirados de (Pang et al., 2015; Hatakeyama et al., 2017)
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Capitulo IV - Conclusao

O aumento de infe¢cbes causadas por MNT, revela que existe uma necessidade de
compreender as suas caracteristicas, para o desenvolvimento de alvos terapéuticos
eficazes e desenhar estratégias de prevencdo, dado o seu crescente impacto na
saude publica. Para isso € importante perceber os mecanismos intrinsecos que as
tornam aptas a sobrevivéncia ambiental, assim como a sua capacidade de infecdo. E
especulado que os nutrientes, ides e fontes de carbono possam ter um papel
importante na formacado de biofilmes e agregados celulares, resultantes de alteracdes
na regulacdo genética e metabdlica das micobactérias.

Este trabalho baseou-se na tentativa de compreender, de que forma o meio e
nutrientes disponiveis tém impacto no crescimento, na expressao do perfil de
proteinas, formagédo de agregados celulares e biofilme, assim como na alteragéo da
morfologia das coldnias e das células.

O crescimento nos diferentes meios testados, confirmou que M. smegmatis, possui
elevada capacidade de proliferacdo, mesmo quando a concentracéo de carbono néo é
elevada, quando zinco esta ausente do meio e em meio com pH acido. M. hassiacum
ndo possui a mesma capacidade de proliferacdo em meios basais, mesmo quando
exposta a sua temperatura 6tima de crescimento. Isto pode resultar da necessidade de
meios ricos para fungdo 6tima do metabolismo e biossintese de moléculas.

Uma parte relevante deste trabalho, foi fazer o registo da formacéo de biofilme,
assim como alteracdo da morfologia celular, quando as espécies sdo expostas a
diferentes condi¢gBes, uma vez que existem poucos estudos que se focam nestas
areas. Esta avaliacdo morfologica é de extrema importancia, para complementar o
conhecimento que temos sobre a morfologia e qual o seu papel na patologia e
proliferacdo. Estas alteragbes foram evidentes em M. smegmatis, que apresentou
morfologias distintas nos diversos meios, destacando-se no meio sem dissodio de
fosfato, que atua como tampao e fonte de fosfato. A auséncia deste composto torna o
meio acido e, M. smegmatis, para além de proliferar, forma também estruturas
distintas. Em meio sélido também foram evidentes altera¢cdes morfolégicas, em ambas
as espécies. E percetivel que o meio e a disponibilidade de diversos compostos
influenciam a morfologia das col6nias. Tendo em conta estes resultados, a expressao
de proteinas totais nestas condi¢bes, poderd revelar alteragbes que nao foram
registadas em meio liquido. Isto poderia ser um dos passos, para perceber o que
provoca estas modificacdes morfologicas. O registo com microscopia de contraste de

fase, foi outro passo relevante, sendo evidente que o meio tem influéncia a nivel da
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morfologia celular. Seria ainda importante utilizar outras técnicas, como microscopia
eletronica de varrimento, para avaliar a estrutura dos biofiimes e das células, e
microscopia eletrénica de transmissdo, para estudar possiveis alteracdes nha
arquitetura da parede celular nas diferentes condicoes.

A avaliacdo da suscetibilidade a antibioticos permitiu verificar que o meio pode
influenciar a resisténcia a antibiéticos, uma vez que foram registadas diferentes CMI,
nos diferentes meios. Esta influéncia, foi sobretudo evidente com uso de meropenem,
que é um dos antibioticos p-lactamicos avaliados para tratamento de infecdo por M.
tuberculosis, 0 que indica que poderd haver correlacdo entre 0 meio, o fithess da
espécie e resisténcia a antibidticos.

Apesar da pista inicial, de que poderia existir uma sobreexpresséo de proteinas no
meio Middlebrook 7H9 suplementado com OADC, ter culminado na descoberta de
contaminacdo por BSA, presente no meio, foi claro que em todos os meios se
destacou uma banda com 55-60 kDa. Com a andlise dessa banda foi possivel
identificar possiveis proteinas, que podem estar envolvidas em vias essenciais de
sobrevivéncia de micobactérias e que podem por isso ser possiveis alvos terapéuticos,
havendo evidéncias de que podem ter um papel na formacéo de biofilme e agregados
celulares, assim como nos mecanismos de resisténcia intrinsecos das micobactérias.
Para confirmar isto seria necessario construir mutantes para os genes identificados,
através de técnicas de knockout ou knockdown e reavaliar o crescimento e morfologia
na formacao de biofilmes nas condi¢fes testadas.

A caracterizagdo de novas espécies é importante para registar a diversidade do
género Mycobacterium, permitindo compreender o comportamento dessa espécie no
ambiente e, permitindo também ter ferramentas de identificacdo rapida no caso de
serem patogénicos oportunistas. e houver necessidade de tratamento. Testes como o
crescimento em MacConkey Agar sem cristal violeta, sdo importantes porque podem
auxiliar um diagnéstico rapido acerca da patogenicidade da espécie, no caso de ser
uma MCR. Adicionalmente é importante realizar testes de suscetibilidade e
disponibilizar o seu resultado, para que a informacao esteja acessivel no caso de a
espécie ter potencial patogénico e ser possivel proceder ao tratamento adequado e
direcionado, sendo também necessario, no caso desta infecdes atipicas, ter em conta
fatores como sintomas, comorbidades do paciente e possiveis alergias.

Este trabalho é relevante tendo em conta o aumento de casos de infegcdo por MNT,
nas ultimas décadas, e o conhecimento é a melhor ferramenta para o desenvolvimento

de novas terapias.
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