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_Resumo

As micobactérias ndo tuberculosas (MNTs) sédo agentes infeciosos emer-
gentes responsaveis por infegdes diversas, nomeadamente infegdes asso-
ciadas aos cuidados de saude. Neste trabalho foi avaliada a capacidade
de formagao de biofilmes por duas MNTs (M. smegmatis e M. chelonae).
Os biofilmes foram caracterizados utilizando microscopia eletrénica e a
eficacia de diversos desinfetantes foi avaliada contra MNTs recuperadas
de biofilmes. Os resultados obtidos demonstram que as MNTs s&o capa-
zes de formar biofilmes em materiais presentes em ambiente hospitalar e
de resistir a agdo de diversos desinfetantes.

_Abstract

Non-tuberculous mycobacteria (NTMs) are emerging infectious agents
responsible for various infections, namely, health-care-associated infec-
tions. In this work, biofilms assembly by two NTMs (M. smegmatis and
M. chelonae) was assessed. Biofilms were characterized using electron
microscopy and the efficacy of several disinfectants was determined
against NTMs recovered from biofilms. The results obtained demonstrate
that NTMs are able to assemble biofilms on materials present in a hospi-
tal environment and to resist the action of various disinfectants.

_Introdugéo

As micobactérias nao tuberculosas (MNTs) sao um grupo hetero-
géneo constituido atualmente por 197 espécies de microrganis-
mos ambientais (http://www.bacterio.net/mycobacterium.html).
A sua natureza ubiqua fez com que o seu isolamento de amos-
tras clinicas fosse visto como uma contaminagao e/ou coloni-
zagdo nao sendo valorizada. A emergéncia da infecao pelo
virus da imunodeficiéncia humana trouxe uma MNT para a ri-
balta - M. avium. Esta MNT era um dos agentes etiol6gicos de
infegbes disseminadas nesta populagéo. Atualmente, as MNTs
sao reconhecidas como agentes etioldgicos de infecdes diver-
sas incluindo as infecdes associadas aos cuidados de saude
(HAls), que constituem um importante problema de saude pu-

blica (1:2). Estas bactérias s&o frequentemente responsaveis
pela colonizacdo/infecéo do trato respiratorio, infecoes rela-
cionadas com procedimentos médicos e infe¢des dissemina-
das em pacientes imunocomprometidos. Embora M. avium
continue a ser a MNT mais conhecida, outras MNTs de cresci-
mento rapido, nomeadamente M. fortuitum, M. chelonae e M.
abscessos, tém vindo a ganhar relevancia (3-5),

A transmisséo das infecoes por MNTs entre humanos carece
de demonstracdo estando estabelecida a transmissao entre
uma fonte ambiental e 0 Homem (6.7). Neste contexto, a pre-
senca de MNTs sob a forma de biofilmes em ambiente hos-
pitalar pode constituir um reservatério de infecdo para uma
populacdo particularmente fragilizada (8:9). A maioria dos
microrganismos nao vive numa forma isolada (planténica)
mas em comunidades bem organizadas e estruturadas cha-
madas biofilmes. O biofilme é definido como uma associa-
cao de microrganismos aderente a uma superficie bidtica
ou abidtica, envolvidos por matriz extracelular segregada
pelos mesmos constituindo uma estratégia de sobrevivén-
cia bem-sucedida (19). Os microrganismos organizados em
biofilmes sao dificeis de erradicar através dos processos de
descontaminacgao tradicionais, sdo relativamente resistentes
aos desinfetantes, resistentes a antibidticos e sdo capazes
de modular o sistema imunitario do hospedeiro (1), Como
tal, as infecOes associadas a biofilmes sdo particularmente
dificeis de tratar.

_Objectivo

No presente trabalho, pretendeu-se avaliar a capacidade de
duas MNTs de crescimento rapido (M. chelonae e M. smeg-
matis) para formar biofilme. O potencial zeta e mobilidade
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por deslizamento foram determinadas, bem como a eficacia de
varios desinfetantes contra MNTs recuperadas de biofilmes.

_Materiais e métodos

Micobactérias ndo tuberculosas

Neste estudo foram utilizadas duas estirpes de referéncia de
MNTs, M. smegmatis mc?155 e M. chelonae ATCC 35752. As
MNTs foram cultivadas em caldo Mueller Hinton (MH) ou em
placas de MH agar a 37°C.

Formagéo de biofilmes
O ensaio de formacéo de biofilme foi efetuado em placas de 96
pocos como descrito anteriormente por Sousa e colegas (12).

Determinagao do potencial zeta

Uma aliquota duma cultura em fase exponencial de cada
MNT em caldo MH foi centrifugada a 2000rmp por 10 minu-
tos (Megafuge 1.0 Heraeus Instruments). O sobrenadante foi
descartado e os sedimentos bacterianos foram fixados com
para-formaldeido (PFA) a 4% durante 15 minutos a tempe-
ratura ambiente. As bactérias foram lavadas com PBS, cen-
trifugadas e dispersas em agua (pH=6,3) de forma a obter
densidades oticas a 600nm iguais a 0,4. O potencial zeta foi
determinado num Malvern Zetasizer (Zetasizer Nano ZS ZEN

3600, MALVERN).

Ensaio de mobilidade de MNTs

O ensaio foi efetuado usando meio M63 suplementado com
cloreto de magnésio (ImM), glucose (0,2%), casamino acids
(0,5%), cloreto ferroso (10uM) solidificado com 0,17% de agar.
As coldnias de MNTs foram inoculadas no centro da caixa
de Petri utilizando um palito estéril. As placas foram seladas
com parafilm e incubadas a 37°C até ser visivel crescimento
(3 dias).

Preparagdo de amostras para microscopia eletronica de
varrimento (scanning electron microscopy- SEM, em inglés)

Em placas de seis pocos foram colocados discos de silicone
tendo o biofilme sido preparado como descrito acima. De-
corridos trés dias, o biofilme formado na superficie do meio
de cultura foi transferido para outra caixa. Ambos os biofil-
mes (sobre o silicone e formado na superficie do MH) foram
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lavados com agua destilada varias vezes de forma a remo-
ver 0s microrganismos néo aderentes. A fixacdo foi efetuada
com uma mistura de PFA e glutaraldeido (GTA), pds-fixacao
com tetréxido de ésmio seguida de desidratacdo com uma
série alcodlica constituida por solugdes de etanol em con-
centragdes crescentes (30% de etanol (v/v) a etanol absolu-
to). As amostras foram transferidas para um porta-amostras
onde foi previamente colocada uma fita de carbono de face
dupla, colocadas num exsicador até ficarem completamente
secas. A amostra foi entdo revestida com um filme de carbo-
no e observada num SEM usando o detetor de eletroes se-
cundarios.

Elaboracdo de tomograma de biofilme usando microscopia
eletrédnica de varrimento de feixe duplo (focus ion beam
scanning electron microscopy- FIB/SEM, em inglés)
Proceder como descrito anteriormente para SEM (eletrdes
secundarios) até ao final da desidratacao (etanol absoluto).
Proceder a substituicdo do etanol por resina (p.e. Epon 812).
Incubar a resina a 65°C até que esta polimerize. Colocar a
amostra num suporte de SEM e cobrir com uma camada de
ouro de 100nm. Introduzir a amostra no FIB/SEM (Helios 64
UX dual beam, FEl) e remover fatias da mesma com 30nm
de espessura usando uma voltagem de 30 KV e uma inten-
sidade de corrente de 2,4 nA. Adquirir uma micrografia de
cada fatia da amostra utilizando uma voltagem de 5 KV, in-
tensidade de 0,1 nA e o detetor de eletrdes retrodifundidos.
As imagens foram processadas de forma a obter o tomogra-
ma utilizando Matlab, Digital Monograph e Avizo.

Determinacdo da eficacia da atividade dos desinfetantes
segundo uma adaptacdo da norma NF EN 1040:2006
Neste ensaio foram utilizadas MNTs recuperadas por sonica-
¢ao de biofilmes com trés dias de idade formados em caixas
de cultura de seis pog¢os. A determinagao da eficacia dos de-
sinfetantes foi realizada como preconizado na norma NF EN
1040:2006 (19),
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_Resultados e discussao

A capacidade de M. smegmatis e M. chelonae formarem bio-
filmes foi avaliada. Como se pode observar na tabela 1, o M.
smegmatis apresenta valores de absorvancia superiores aos
do M. chelonae ao fim de trés dias, indicando que é melhor
formador de biofilmes. Uma vez que esta descrito que 0 po-
tencial zeta e a mobilidade em meio sélido por deslizamen-
to est@o associadas a formacdo de biofiime, procedemos
4 sua avaliagdo (1415), Quanto menor for o valor de poten-
cial zeta da membrana micobacteriana menor sera a capaci-
dade dessa MNT formar biofilme (16). O valor mais elevado
de potencial zeta foi observado para M. smegmatis (-39,7
+ 1,01 mV- tabela 1). Este resultado esta de acordo com o
descrito na literatura. O mesmo foi observado para a mobili-
dade por deslizamento uma vez que a MNT que exibiu maior
mobilidade (M. smegmatis) € a melhor formadora de biofilme
e vice-versa (tabela 1). O deslizamento (slidding, em inglés)
¢ definido como 0 mecanismo através do qual uma bactéria
é capaz de se espalhar sobre uma superficie sem agao de
flagelos (15). No caso das micobactérias existe uma relagéo
diretamente proporcional entre o deslizamento sobre uma
superficie e a formacao de biofilmes (17). O movimento resul-
ta duma diminuicao do atrito devida a interacao entre forgas
geradas no seio da comunidade bacteriana e a superficie
sélida sobre a qual se encontram (17).

A presenca de biofilmes de microrganismos, potencialmente
patogénicos para 0 Homem, em unidades hospitalares podem

Tabela 1: [ Micobactérias ndo tuberculosas (MNTs): biofilmes
e propriedades associadas.
Biofilme Potencial zeta "
MNT Mobil
OD 570nm (mV) obilidade
M. smegmatis 1,195 -39,7 + 1,01
M. chelonae 0.415 -55,7+ 1,568

funcionar como reservatorios representando um aumento
do risco de infecdo. Por esta razdo avaliamos a capacidade
das MNT formarem biofilme sobre silicone, um material am-
plamente utilizado como revestimento de utensilios médicos
de uso multiplo nao suscetiveis de serem esterilizados por
acéo do calor himido. A semelhanca do que observamos an-
teriormente para K. pneumoniae (18), também as MNTs foram
capazes de formar biofilmes sobre silicone. Na figura 1A é
apresentada uma micrografia representativa dos biofilmes
observados para M. chelonae. Contudo, as MNTs apresenta-
ram a particularidade de formarem um biofilme na interface
ar/liquido, ou seja, na superficie do meio de cultura. Como
se pode observar na figura 1B para M. chelonae, o biofilme
formado na superficie do meio de cultura é bastante mais
compacto do que o biofilme formado sobre o silicone, sendo
particularmente rico em matriz extracelular (evidenciada na
figura pelas setas azuis). Esta capacidade evidenciada pelas
MNTs representa um fator de risco adicional e pode contri-
buir para a sua propagacéo através dos sistemas de distri-
buicdo de agua (19),

O biofilme de M. smegmatis formado na interface ar/liquido
¢ muito semelhante a uma pelicula tendo sido descrito que a
mobilidade por deslizamento esta envolvida na formagao do
mesmo (20). Na figura 2 é apresentado um biofilme represen-
tativo desta MNT com trés dias. Para além duma micrografia
obtida por SEM em modo de eletrdes secundarios (2A) sao
também apresentadas micrografias obtidas por FIB/SEM em
modo de eletrbes retrodifundidos (2B) que uma vez integra-
das originam um tomograma (2C). Esta abordagem permite-
-nos ter uma estrutura tridimensional do biofilme. Tal permite
observar, por exemplo, a existéncia de canais no interior do
biofilme que podem facilitar a circulacao de nutrientes ou
outras substancias. A utilizagdo do FIB-SEM permite uma
analise mais detalhada e precisa do que a anteriormente uti-
lizada por nds permitindo aumentar o conhecimento sobre a
estrutura interna do biofilme (12),

Uma forma de diminuir a possibilidade de infecdes seré erradi-
car os biofilmes através da desinfecé@o das superficies. Assim,
0 Ultimo passo deste trabalho consistiu na avaliagao da efica-
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Figura 1: [ Biofilme de M. chelonae.

Micrografia de um biofilme de M. chelonae, formado ao fim de trés dias, sobre silicone (A) e na interface liquido/ar (B)

onde é notério o aumento da matriz extracelular (setas azuis). Barras de escala 1um.

Figura 2: [] Biofilme de M. smegmatis.

Micrografia de um biofilmes de M. smegmatis, formado ao fim de trés dias, na interface liquido/ar obtido por SEM utilizando um detetor de eletroes
secundarios (A), ou eletrées retrodifundidos (B) e a reconstituicdo em 3D (C). Barras de escala na figura A e B sdo de 1um e 5pm, respetivamente.

cia de varios desinfetantes (peroxido de hidrogénio-H,0,,
hipoclorito de s6dio- NaClO, desinfetante a base de glutaral-

defdo- GTA e desinfetante a base de sais quaternarios de
amonio- SQA) em MNTs recuperadas de biofilmes (tabela 2).
O desinfetante com SQA é eficaz para ambas as espécies in-
dependentemente das condicoes do ensaio, pelo contrario
0 peroxido de hidrogénio é ineficaz independentemente das
condigdes testadas. Para o NaClO e GTA a eficacia do de-
sinfetante depende do tempo de contacto e/ou concentra-

cdo sendo, duma forma geral, o M. chelonae mais facil de
erradicar do que o M. smegmatis. Estes resultados nao séo
tranquilizadores por diversas razdes: (i) 0s ensaios foram re-
alizados em condicdes “limpas” que favorecem a atividade
do desinfetante, (ii) as MNTs foram recuperadas do biofilme,
ou seja, estavam mais acessiveis a agao do desinfetante e
(iii) tanto M. smegmatis como M. chelonae possuem porinas
na sua membrana o que facilita a acdo do biofilme. Daqui se
depreende que nao é facil eliminar biofilmes de MNT.
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Tabela 2: [ Avaliagdo da eficdcia de desinfetantes contra

micobactéria ndo tuberculosa (MNT).

Desinfetante* Te(r:]?n(;** M. smegmatis M. chelonae

H,0, 3% 5 NE NE
156 NE NE

H,0, 9% 5 NE NE
15 NE NE

NaClO 0,1% 5 NE NE
156 NE NE

NaCIO 5% 5 NE E
15 NE E

GTA 0,4% 5 NE E
15 E E

GTA 7% B E E
15 E E

SQA 0,2% 5) E E
15 E E

SQA 3,9% 5) E E
15 E E

* Principio ativo do desinfetante: glutaraldeido (GTA) e sais quaternarios de amonio (SQA).

** Tempo de contacto com o desinfetante; NE=nao eficaz; E=eficaz

_Conclusao

As MNTs tém capacidade de formar biofilmes em diversas su-
perficies funcionando como potenciais reservatérios de agen-
tes infeciosos, ou seja, focos de infegao.

O resultado da eficacia de desinfetantes sugere que a melhor
estratégia para combater as infe¢cdes associadas a biofilmes
de MNT & prevenir a formacao dos mesmos.
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