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a ser esquecido, ou como um resultado que aponta
uma nova direcao.”

(Steve Jobs)



RESUMO........ccccoiiiiiininininn,
ABSTRACT..........occoeiiiiis

1INTRODUCAO..........................

2. OBJETIVOS..........ccccovvenn.

2. Geral...oooovvveeieeiie

2.2. Especificos......ccocceeevnieiineeennne

3. MATERIAL E METODOS.......oooooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

3.1. Mycobacterium abscessus........

3.2. Teste de pureza da cepa 2544 do Mycobacterium abscessus...............ccecueen...

3.2.1. Ensaio para producéo de catalase & 68°C...........ccocoevveeeirreveereeriieeereereeeeenen,

3.3.2. Ensaio para produc@o de Uréase............cueevuiieenieeenieeeiieeeiieesieeeeieeesiee e s

3.3. Sistema de alta pressao hidroStAtiCa.........eeerveeeeriieriiieiiieeeeeee e

3.4. Preparo da suspensio bacteriana para os diferentes ensaios........cc.ccceevevveernunennne

3.4.1. Tratamento com variagdo de

3.4.2. Tratamento com variacao no

LEMPETALUTA. ...c..eenveenreiieieereeieenie et

tempo de eXPOSICAO....cccuveerrureeriieerireeeireeeieee

3.4.3. Inativacdo bacteriana por Alta Pressao Hidrostatica em diferentes valores de

3.5. Preparo da cultura celular........

3.5.1. Ensaios de adesdo em células HEP-2 em condig¢des subletais de

tratamento........cooeeveniiiiiiiiiiniinnn.

3.6. Microscopia eletronica de varredura...........ccueeeeieeeeiiieeniieeniie e

3.7. Teste de inativacdo em tubo de PVC (EQUIPO)....c.ueeeuveeeiirieiiiieeiie e

3.8. Método para andlise estatistica

Vi

xi

10

10

10

10

11

11

12

12

13

13

14

14

15

15

16



Vil

4. RESULTADOS. ...ttt sttt st st st 17
4.1. Ensaios de catalase € UI€ase.........cocuerueeruierieenieinienieeiee sttt e e ens 17
4.2. Inativacdo bacteriana por APH..........coooiiiiiiiiiiieee e 18
4.3. Inativacdo do M. abscessus por APH em diferentes pHS.........cccccceevveeniniennneen. 20
4.4.Teste de adesdo em M. abscessus pés APH em célula HEp-2..............ccccccene. 21
4.5. Microscopia de varredura de M. abscessus tratada com APH............................ 24
4.6. Tratamento em APH a 60 °C de amostra contaminada.............cccceeecueenueenvennnens 25
5. DISCUSSAD. ...ttt 26
6. CONCLUSAOD........oooimiriiiieie sttt 35
7. REFERENCIAS.........ooooooiiiiiiiieieieeseisese e 36

8. APENDICE ........ooooeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee oo e s, 46



viii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

APH Alta pressao hidrostatica

GLP Glicopeptideo lipidico

HEp-2 Carcinoma de laringe humano
LAM Lipoarabinomanose

MCR Micobactéria de crescimento rapido
MEM Meio minimo enriquecido

MNT Micobactéria ndo tuberculosa
MPa Mega Pascal

PBS Tampao fosfato salina

PVC Cloreto de polivinila

SFB Soro fetal bovino

UHT Tratamento com alta temperatura

UFC Unidade formadora de coldnias



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Diagrama do sistema de APH............ccoooiiiiiiiiiiieceen 12
Figura 2. Ensaio de catalase nas temperaturas de 25 °C € 68 °C........cccccvveevveeereneennns 17
Figura 3. ENSaio de UTCaSE.......ccueeeviiieiiieeiiiieeiieeeiteecieeesiee et eireeeeaeessaeesnsaeesnsee s 18
Figura 4. Inativagao do M. abscessus em fungao do tempo de exposi¢ao.................. 18
Figura 5. Inativacdo do M. abscessus em funcdo da temperatura.............coceeeveeennnenn. 19

Figura 6. Cinética de inativacdo de M. abscessus por APH em diferentes valores

Figura 9. Microscopia de varredura obtida da Figura S........c...ccoceeiiniiiiinnnene. 24

Figura 10. Efeito de APH a 60° em fragmento de tubo PVC contaminados por
M. ADSCOSSUS ...ttt et ettt sttt 25

Figura 11. Representacdo esquematica da parede celular do Mycobacterium............ 26

Tabelas 1, 2, 3. Valores de UFC/mL obtidos dos experimentos mostrados nas
FIGUIAS 4 @ 0. ettt st e et e et e e e stbaeetbaeeabeeenbaeeenbeeennnes 46

X



RESUMO

Mycobacterium abscessus € um importante patdgeno de origem hospitalar que contamina
materiais cirirgicos e biofarmacéuticos. Estes quando mal esterilizados tornam-se agentes
infectantes gerando graves patologias nas pessoas que os utilizam. A crescente incidéncia
desse patogeno, as dificuldades de tratamento, a gravidade clinica e, a dificuldade de
esterilizar fomites contaminados com este patdgeno motivou a investigagdo de processos
alternativos de esteriliza¢do. Atualmente, utiliza-se a alta pressdo hidrostatica como método
bastante adequado para reduzir a carga microbiana e esterilizar materiais hospitalares e
biofarmacéuticos que sio sensiveis a autoclave. Desta forma, investigou-se a inativac¢ao de
M. abscessus induzida por pressdo em diferentes condicoes de temperatura e de pH visando
progredir em direcao a um método de esterilizacdo. De acordo com os resultados obtidos,
tratamentos a 250 MPa nao inativaram significativamente (5 a 8 ordens de magnitude) a
bactéria em até 90 min a 20°C. Entretanto em -15°C a inativacdo foi completa. O tratamento
a 250 MPa a 60°C por 45 min promoveu significativa inativacdo bacteriana de até 9
unidades logaritmicas, incluindo o teste com PVC. Além disso, extremos de pH (4 ou 9)
também diminuiram acentuadamente o nimero de bactérias tratados por alta pressdo (250
MPa), com inativacdo completa apds 45 min. Assim, este trabalho torna-se de suma
importancia, uma vez que aponta para o melhoramento de protocolos de descontaminacio

de fomites hospitalares.

Palavras-chave: Mycobacterium abscessus; inativacao bacteriana; alta pressdo; inativacao

por pressao.
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ABSTRACT

Mycobacterium abscessus is an important hospital-acquired pathogen which induces
infections from medical surgical and biopharmaceutical materials. The increasing incidence
of this pathogen, the difficulties of treatment and clinical seriousness motivates the
investigation of alternatives in sterilization processes. High hydrostatic pressure is a very
adequate method for reducing microbial load and for sterilization of hospital materials and
biopharmaceutical that are sensitive to autoclaving. We investigated the pressure-induced
inactivation of M. abscessus combined with different temperatures and pH conditions
aiming improvements toward a sterilization methodology. According to our findings,
treatment at 250 MPa did not inactivate the bacteria significantly (5 to 8 orders of
magnitude) up to 90 min at 20 °C, nevertheless at -15 °C the inactivation was complete. The
treatment at 250 MPa and 60 °C or above by 45 min promoted significant bacteria
inactivation, at least 9 logarithmic units, including the test PVC. Extremes of pH values (4
or 9) also decrease very much the bacteria number induced by pressure (250 MPa), with
complete inactivation at 45 min. The better knowledge of the effect of high hydrostatic
pressure in micobacteria may contribute to improvements in the decontamination of

medical materials and pharmaceuticals.

Keywords: Mycobacterium abscessus; bacterial inactivation; high pressure; pressure-

induced inactivation.



1. INTRODUCAO

O género Mycobacterium € composto por espécies do complexo Mycobacterium
tuberculosis, que causam a tuberculose no homem e animais, Mycobacterium leprae,
agente etiolégico da hanseniase e outras micobactérias nao tuberculosas (MNT)
(Hinrichsen, 2007).

A infeccao por MNT é denominada micobacteriose. Para confirmar se a infec¢ao foi
causada por estas bactérias € necessdrio isolar o patégeno pelo menos trés vezes
consecutivas a partir de amostras coletadas no sitio de infec¢io (American Thoracic
Society, 1997).

Por muitos anos as infecgdes por MNT foram subestimadas no Brasil, devido ao
desconhecimento dos métodos de isolamento da bactéria e identificacdo das espécies.
Atualmente, os 6rgdos de saude publica demonstraram um interesse especial para o
isolamento das MNT pelos laboratérios, com manuais explicativos sobre as infec¢des mais
comuns e as formas de isolamento e a capacitacdo de laboratdrios estaduais de referéncia
para identificacdo das espécies através de técnicas de biologia molecular. Embora diversos
casos de infeccdes por MNT foram relatados no Brasil nos dltimos anos, as informacdes

disponiveis na literatura ainda sao escassas (Hinrichsen, 2007).

Mycobacterium abscessus € uma MNT que estd amplamente distribuida na natureza,
sendo isolada do solo, poeira e fontes de dgua, incluindo piscinas e mar (Katoch, 2004;
Acharya, Varshney, 2002). Pertence ao grupo das micobactérias de crescimento rdpido
(MCR), formando coldnias visiveis em meio de cultura Loewenstein-Jensen em cerca de 7

dias de cultivo (Sugimoto et al.,2010). Embora seja encontrada colonizando o homem e



varios animais domésticos, sua transmissao pelo contato direto com animais ou pessoa-a-
pessoa é rara. A infecc@o por estas bactérias ocorrerem principalmente por contaminacao
ambiental através de ferimentos expostos ou por meio de procedimentos invasivos (Griffith,
2003; Brown-Elliott, Wallace, 2002). De acordo com Le Dantec et al.(2002), a relativa

resisténcia de micobactérias relaciona-se a pressoes seletivas do ambiente.

Atualmente, os métodos de diagndstico contribuiram para a identificacdo do M.
abscessus em relacdo as outras micobactérias do seu grupo, isso permitiu destacid-la como
importante patégeno humano nos ultimos 10 anos, devido a ocorréncia de mais casos desta
infeccdo do que por Mycobacterium chelonae e Mycobacterium fortuitum (Ripoll et al.,

2009) .

Um estudo sobre a presenca de MNT causando infec¢des em pacientes do Estado de
Sao Paulo mostrou que M. abscessus é a quinta espécie de MNT mais frequente (Ueki et
al.,2005) . Por outro lado, nos EUA a M. abscessus é responsavel por mais de 80% dos
casos de infeccao pulmonar quando comparada com outras micobactérias de crescimento

rapido, associando-se a maior taxa de letalidade (Griffith, 2003; Petrini, 2006).

M. abscessus causa infeccdo pulmonar em humanos, principalmente em pacientes
com fibrose cistica, nos quais esta bactéria consegue sobreviver no tecido pulmonar,
diferentemente de outros patégenos oportunistas do seu grupo, tais como Mycobacterium
marinum € Mycobacterium chelonae que s6 causam infeccdo de pele (Medjahed et
al.,2010). Em pacientes imunocompetentes submetidos a procedimentos invasivos, tais
como cirurgias plasticas, M. abscessus causa variadas infec¢cdes (Newman et al., 2005) tais
como, cardiacas (Kessler, 2004), oftalmolégicas (Saeed et al.,2004), acupuntura e

procedimentos de estética incluindo mesoterapia e lipoaspiragdao (Murillo et al., 2000). Um



caso atipico de endocardite provocado por M. abscessus foi atribuido a contaminagdo de
valvula protética pela bactéria; o paciente infectado desenvolveu meningite causada pela

mesma bactéria e foi a 6bito (Liebeskind et al., 2001).

A infeccdo por M. abcessus também pode acometer pele ou tecido subcutaneo, com
reacdo inflamatéria aguda e supuracdo, ou evolucdo lenta, com inflamacdo cronica,
formacdo de nddulos e abscessos, ulceracao e fistulizacdo (Hinrichsen, 2007). Apresenta
sinais e sintomas locais como dor, vermelhidao, febre, evoluindo para a drenagem de

secrecdo e deiscéncia de sutura (Katoch, 2004).

A forma mais frequente da doenga € cronico-progressiva, e a suspeita clinica é dada
geralmente devido a falta de resposta aos antibidticos mais utilizados no tratamento de
infec¢des da pele (Hinrichsen, 2007), pois € um dos MNT mais resistentes a antibidticos
tornando o tratamento dificil, prolongado, com frequentes casos de falhas e recidivas, sendo
muitas vezes necessaria a associacdo de abordagem cirdrgica (Brown-Elliott, Wallace Jr,

2002).

O patégeno também apresenta resisténcia a maioria dos desinfetantes e biocidas, se
adaptando as condi¢des ambientais mais adversas. Esta propriedade € consequéncia da
presenca de uma parede celular composta por alto contetdo lipidico (dcido micélico), que

atua como barreira de protecdo frente a agentes quimicos (Ripoll et al, 2009; Bello et

al.,2006) .

M. abscessus € resistente aos antibidticos considerados de primeira escolha no
tratamento de M. tuberculosis, tais como isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol e
apresentando sensibilidade in vitro a amicacina, cefoxitina e claritromicina. Entretanto, in

vivo, esses antibidticos apresentam eficicia questiondvel (Huang et al.,2010). Outros



antibidticos como tetraciclinas, fluoquinolonas e sulfonamidas, sao utilizados para
distinguir fenotipicamente M. abscessos que € resistente a esses antibidticos enquanto M.

chelonae é sensivel (Petrini, 2006).

Embora as infeccdes por M. abscessus tornaram-se importantes nas ultimas décadas,
devido a todas as caracteristicas acima descritas, os fatores envolvidos na sua viruléncia
ainda s@o pouco conhecidos. Até o presente momento, sabe-se que a producdo das enzimas
catalase e uréase e a capacidade de invasdo em células epiteliais, consideradas fatores de
viruléncia em diferentes espécies bacterianas também fora descrita para M. abscessos

(Levy-Frebault et al.,1983).

Além disso, as diferencas no aspecto morfolégico das colonias de M. abscessus
também indicam maior ou menor viruléncia. Estudos clinicos demonstraram que a forma
rugosa apresenta maior viruléncia, quando comparada com a cepa morfologicamente lisa
(Julian et al., 2010). Tais coldnias lisas possuem em sua parede celular vasto conteido
lipidico e glicopeptidico (GPL) (Howard et al., 2006) e a presenca ou auséncia destes
componentes também relaciona-se ao potencial virulento deste patégeno. Sendo assim, a
auséncia do GPL aumenta a viruléncia desta bactéria embora, 0 mecanismo que modula os

niveis de producio de GPL ainda seja desconhecido (Gokhale et al., 2007).

Existem diversos relatos de infeccdes por M. abscessus em diferentes partes do
mundo demonstrando que a esterilizacdo inadequada de equipamentos médicos e diferentes
solucdes contaminadas (solugdes para assepsia, medicamentos injetiveis, anestésicos e
solucdes usadas em procedimentos de lipoescultura) sdo importantes fontes de infecgcdao

deste patogeno (Murillo et al., 2000; Bigata et al., 2005; Fox et al., 2004).

Na industria sdo utilizados atualmente diferentes métodos para esterilizar produtos



farmacéuticos, alimentares e de aplicacdo biomédica. Tratamentos térmicos, tais como a
“ultra high temperature” (UHT) sdo os mais empregados, promovendo a total inativa¢io de
microrganismos, principalmente devido a danos irreversiveis nas estruturas da célula
bacteriana. Algumas das desvantagens apresentadas pela alta temperatura empregada
(acima de 145 °C) sdo: desnaturagdo de algumas proteinas, hidrélise de vitaminas, produco
de compostos toxicos e caracteristicas organolépticas indesejaveis (Spilimbergo et al.,
2002) .

Outros processos fisicos e quimicos sao usados na desinfeccdo e esterilizacdo de
produtos de uso hospitalar, principalmente quando os materiais a serem tratados sao
sensiveis a altas temperaturas, recomendando-se nestes casos a utilizacdo de técnicas que
usam temperaturas médias e baixas, tais como, vaporizacdo por peréxido de hidrogénio,
6xido de etileno, ozdnio, vapor de acido peracético, radiagdo ionizante e pulso de luz
(Rutala et al., 1998). Nesse contexto a técnica de alta pressdo hidrostatica (APH) foi
inicialmente aplicada na década de 90 no Japao, na industria de alimentos para preservacao
de alimentos processados (Fonberg-Broczek et al., 2005).

Na industria de alimentos, o processo de esterilizagao ou pasteurizagao por APH é

considerado um método fisico potencialmente seguro, que preserva as propriedades
nutricionais, aroma e sabor dos alimentos (Smelt, 1998; Moerman, 2005).
Vale a pena destacar que, a APH atua rompendo as ligacdes secundérias e tercidrias de
proteinas, ndo afeta em geral as ligacdes covalentes, nem deteriora as vitaminas essenciais e
os compostos aromaticos (Moerman, 2005). Essa técnica vai de encontro a grande procura
de alimentos mais frescos, minimamente manipulados, livres de aditivos e conservantes
(Fonberg-Broczek et al., 2005).

De acordo com Rivalain et al.(2010), existem diferentes tipos de pressao que sdao



usadas no meio tecnoldgico, entre elas destaca-se, a estdtica (mantida por um longo
periodo) e a dindmica (mantida por curtos periodos). A pressdo estética € dividida em duas
categorias:

. Pressdo isostdtica, onde a pressdo € a mesma em todas as dire¢des do espago, este
fendmeno ocorre especialmente com fluidos de baixa compressibilidade como a
agua, etanol (pressao hidrostética).

. Pressdo ndo-isostdtica, onde a pressao ocorre mediante a estrutura do equipamento
ou devido a compressibilidade nao homogénea do meio, particularmente em sélidos
com uma estrutura anisotrépica.

A aplicagdo da APH na industria médica e farmacéutica também fora pesquisada na
preservacdo de biofarmacos, derivados de sangue, células e 6rgdos para transplante, sendo
uma técnica promissora para o futuro proximo (Masson et al., 2001). Isso porque, quando
comparado com nitrogénio liquido em pressdao atmosférica, menos danos estruturais siao
observados para produtos conservados a baixa temperatura com o auxilio da APH. As
propriedades da dgua sob pressdo permitem que bioprodutos sejam armazenados em
temperaturas abaixo de zero sem congelamento, evitando efeitos prejudiciais do processo
de congelamento e descongelamento. Assim, produtos biofarmacéuticos frageis sao
esfriados a temperaturas negativas sem sofrerem danos. Além disso, utiliza-se a agdo
combinada de APH e calor moderado para a esterilizagdo de produtos sensiveis a

temperatura, como lipossomos, cosméticos e pequenos instrumentos cirirgicos (Rivalain et

al., 2010; Rutala et al., 1998).

A APH ¢€ capaz de inativar uma grande variedade de microrganismos, no entanto, a

sua eficiéncia depende de diferentes fatores tais como, a espécie de microrganismo, a



morfologia das células, fase de crescimento entre outros, por exemplo, os bacilos tendem a
ser mais sensiveis que os cocos, isso pode estd relacionado a constituicdo da parede, os
esporos sao mais resistentes do que as formas vegetativas das bactérias, e na fase de
crescimento exponencial as bactérias sdo mais sensiveis ao tratamento com alta pressdo
(Spilimbergo et al., 2002; Fonberg-Broczek et al., 2005; Hugas et al., 2002). Muitas vezes
sa0 necessdrias combinacdes de tratamento com APH e temperaturas negativas ou acima de
50 °C para conseguir uma inativacao efetiva (Lavinas et al., 2007; Hashizume et al., 1995).
Em relagdo ao mecanismo de acdo, a APH pode inativar enzimas chaves na multiplicacio
dos micro-organismos, modificacdes na membrana com alteracdo de interagdes

hidrofébicas, alteragdes em lipideos ou inibir a sintese proteica (Abe et al., 1999).

Cléry-Barraud e colaboradores (2004) mostraram que esporos de Bacillus anthracis
sdo inativados por combinacdo de alta pressdo hidrostatica e calor (500 MPa a 75 °C por 4
min.). Esses resultados mostram a importancia da alta pressdo para esterilizacdo, mesmo
porque esses esporos sdo altamente resistentes aos tratamentos térmicos convencionais,
irradiacdo, dessecacdo e desinfetantes. E interessante observar que as células bacterianas
que sofreram determinado tipo de estresse como aquecimento subletal ou choque a frio

podem apresentar maior resisténcia a pressao (Torrezan, 2003).

De acordo com Gollwitzer e colaboradores (2009) o tratamento feito com pressdo de
300 MPa a 4° C por 30 min. foi capaz de esterilizar dispositivos cirdrgicos como parafusos
ortopédicos contaminados com Staphylococcus aureus. Outro estudo feito por Diehl e
colaboradores (2005) mostrou que as principais proteinas presentes em tecidos Osseos
(fibronectina, vitronectina, coldgeno tipo I) ndo foram alterados depois do tratamento com

APH a 600 MPa, mas poderiam ser afetadas pelos processos de esterilizacdo convencionais



como autoclavagem, irradiacdo e agentes quimicos. Portanto, a APH € vista como uma
técnica interessante para tratar enxertos como o0ssos, tenddes, ligamentos, cartilagens,

garantindo a integridade destes tecidos (Nall et al., 2008).

A APH tem um grande potencial de aplicacdo, porque mostra um equilibrio bastante
sutil no seu efeito desejado entre causar a inativagdo de micro-organismos patogénicos e a

preservagdo de propriedades especificas de determinados produtos (Rivalain et al., 2010).

Uma forma de aumentar a eficiéncia da APH seria modificar o pH do meio de
tratamento para tratar materiais médico-cirurgicos. APH favorece a associagdo de 4cidos
fracos, tendendo ao desequilibrio no pH intracelular com o aumento de prétons no

citoplasma levando a perda das fun¢des e morte celular (Molina-Gutierrez et al., 2002).

De modo geral, a associagdo de fatores fisicos e/ou quimicos no tratamento com
APH leva a inativacdo muito expressiva de micro-organismos de pelo menos 8 ordens de
magnitude, viabilizando essa metodologia para esterilizacdo em niveis de seguranca mais
elevados, como mostrado no presente trabalho, melhorando os protocolos de esteriliza¢ao
de fomites contaminados por microbactéria e desta forma, impedindo novos casos de

infeccdo hospitalar por este patégeno.



2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Investigar as condicdes de tratamento e medir a eficiéncia no processo de

esterilizacdo que inativam M. abscessos por APH.

2.2. Especificos

Determinar a cinética de inativacdo de M. abscessus com base nos parametros
fisico-quimicos (temperatura, pressao, pH);

Observar se a alta press@o em condigdes subletais interfere na capacidade de adesao
de M. abscessus em células HEp-2;

Identificar as alteragdes morfoldgicas de M. abscessus sob APH;

Observar se a 250 MPa, 60 °C por 45 min € capaz de tratar material de PVC

contaminado com alta carga de M. abscessus.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Mycobacterium abscessus

O trabalho foi desenvolvido utilizando uma cepa de Mycobacterium abscessus
isolada de secrecdo de abscesso cutdneo, denominada ATCC 2544. A bactéria foi
identificada pelo Instituto Adolfo Lutz de Sao Paulo (IAL/SP) e faz parte da colecdo de
cultura do TAL/Regional de Campinas. Um repique desta linhagem foi gentilmente doado

para a realizacdo deste trabalho pela pesquisadora Dra. Gleize Carbonell.

3.2. Teste de pureza da cepa 2544 do Mycobacterium abscessus

A bactéria foi descongelada e semeada em meio Middlebrook 7HI11 (Difco) e
Lowenstein-Jensen, para isolamento das colonias e verificacdo da pureza das culturas, com
observacdo das caracteristicas dessa espécie, o tipo da colonia (lisa ou rugosa),
pigmentagdo amarela clara, com tempo de crescimento que varia de 3 a 7 dias, dependendo

do meio de cultura usado (Julian et al., 2010).

3.2.1. Ensaio para producao de catalase a 25 °C e 68 °C

Foram inoculados dois tubos contendo 1,0 mL de tampao fosfato (pH 7,0) com uma
alcada de crescimento da bactéria. Um dos tubos foi incubado em banho-maria a 68 °C e o
outro a temperatura ambiente. Apds 20 min de incubagdo, foram adicionados aos tubos 0,5
mL da solugdo reveladora (volumes iguais de Tween 80 10% e H»,O, 30%). O teste é
considerado positivo pela formacdo de bolhas a temperatura ambiente e a 68 °C (Levy-

Frebault et al.,1998).
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3.3.2. Ensaio para producao de urease

A hidrélise da uréia foi verificada utilizando meio Bacto Uréia Base (Difco) que
possui vermelho de fenol, conhecido como indicador colorimétrico de pH, em sua
composi¢do. A bactéria foi inoculada neste meio, e 0 mesmo foi incubado de 3 a 5 dias a 37
°C. A reacdo positiva foi identificada através da variacdo colorimétrica do meio de cultura
de alaranjado para vermelho. Esta variacdo colorimétrica indica que, a bactéria produz
urease que catalisa a reacdo que converte uréia em amonia. Esta torna o pH do meio basico

alterando sua cor como antes citado (Levy-Frebault et al., 1998).

3.3. Sistema de alta pressao hidrostatica

O sistema utilizado consiste de uma camara de alta pressdo. No interior desta
cAmara foram colocados sacos estéreis (PolySilk®, Franca) com volume aproximado de 1,5
mL, da amostra a ser submetida a alta pressdo. Para evitar contato da amostra com o fluido
que transmite a pressdo, os sacos foram selados em alta temperatura com um selador
elétrico (BARBI® M 300T, Brasil). O fechamento dos sacos permite a equalizacio da
pressao entre o meio hidrostatico e a amostra do saco, evitando a0 mesmo tempo a mistura
dos liquidos (Wuytack et al., 2002).

A Figura 1 mostra um esquema do sistema de alta pressd@o. A unidade geradora de
pressdo € constituida por um pistao (HPI M # 37-5.75-60, EUA) operado através de um
motor, que injeta etanol absoluto por dutos metdlicos até a cimara. A medida de pressao é

realizada através de mandmetro analdgico (Paladini, 1981).
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3.4. Preparo da suspensao bacteriana para os diferentes ensaios

12

As coldnias de M. abscessus foram transferidas para o meio liquido Miieller Hinton

e incubadas a 37 °C por 120 h. Apéds a incubagdo, a cultura foi centrifugada (4.000 x g,

15 min), lavada com solugdo salina estéril (NaCl 0,9%), e o precipitado foi suspenso no

mesmo tampdo, ajustando a concentracio de bactérias para 1x10° UFC/mL pela escala de

Macfarland (1907) . Para cada tratamento com alta pressdo, foram utilizados 1,5 mL da

suspensdo bacteriana. Procedeu-se em seguida as diluicdes seriadas 1:10 em solugdo salina

0,9%, pH 74 esterilizada e subsequente plaqueamento em Agar Mueller Hinton e

incubacdo a 37 °C por 5 dias, para contagem das coldnias de bactérias em UFC/mL.

3.4.1. Tratamento com variacao de temperatura

A amostra foi submetida a uma pressao de 250 MPa por 45 min, nas temperaturas

-15 °C até 70 °C. O controle da temperatura no interior da camara foi mantido
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através do sistema de banho ultratermostatizado (Marconi® MA184), o qual est4 conectado
a camara através de dutos. Antes de iniciar os ensaios com cada temperatura se aferia com
termdmetro a temperatura no interior da camara para garantir a padronizacao das condi¢des

experimentais. O tempo de compressao e descompressao das amostras era de 2 min e 30 s.

3.4.2. Tratamento com variacao no tempo de exposicao
As amostras foram submetidas a pressao de 250 MPa por diversos tempos, até 90
min, em temperaturas de 20 °C e -15 °C, de modo semelhante ao realizado por Gollwitzer

et al.(2009).

3.4.3. Inativacao bacteriana por APH em diferentes valores de pH

Foi feito um indculo de M. abscessus em caldo Miiller Hinton (Difco), 7,5 mL, o
qual foi incubado por 120 h, apds este tempo centrifugou-se o inéculo a 4000g por 15 min
em centrifuga (Fanem® 206R). O sobrenadante foi descartado, e os precipitados
bacterianos foram suspensos em diferentes tampdes da seguinte maneira: de pH 3 até 6, foi
utilizado tampao citrato (Acebra) (0,125 M), sendo que para as amostras pressurizadas foi
utilizada 0,4 unidade de pH acima das amostras controle, pois a alta pressdo leva a uma
queda de pH nesse valor, ao contrdrio de tampao bis-tris-propano, que sofrem variagoes
despreziveis (Neuman et al., 1973). Para os valores de pH de 7,4 até 9,4, utilizou-se 0,125
M de tampao bis-tris-propano.

As suspensoes bacterianas foram ajustadas na concentragdo 1 x 10® UFC/mL pela
escala de Macfarland (1907). Utilizou-se os tempos de exposi¢dao a 250 MPa de 15, 30 e 45
min em cada condi¢do de pH, com os respectivos controles a pressdo atmosférica. Em

seguida, procedeu-se as dilui¢des seriadas 1:10 em solucdo salina 0,9% estéril, pH 7, e
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subsequente plaqueamento e incubagdo a 37 °C por 5 dias, para contagem das colonias de

bactérias em UFC/mL.

3.5. Preparo da cultura celular

As células HEp-2 (carcinoma de laringe humano) foram obtidas do Laboratério de
Virologia do Departamento de Genética, Evolucdo e Biagentes, IB, UNICAMP, as quais
foram rapidamente descongeladas e transferidas para frascos contendo meio minimo
essencial de Eagle (MEM-Gibco BRL, Brasil), suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Nutricell) e solucdo de antibidticos (1.000 UIl/ml de penicilina e 250 pug/ml de
estreptomicina) (Sigma Chemical Co). As células foram mantidas a 37 °C em atmosfera de
5% CO,. Apés a formagdo de monocamada confluente, 10* células/ml, estas foram
tripsinizadas, contadas, distribuidas em placas de 24 orificios e incubadas a 37 °C em
atmosfera de 5% CO, por 24 horas e, em seguida, foram utilizadas para os ensaios

bioldgicos.

3.5.1. Ensaios de adesao em células HEp-2 em condic¢oes subletais de tratamento

Para observar se o tratamento com pressdo induzia mudanga na capacidade de
adesdo bacteriana na célula, foram realizados ensaios de adesdo com a bactéria nio tratada
com pressao e com aquelas submetidas a condi¢des subletais de tratamento.

O teste de ades@o em células foi baseado na metodologia descrita por Scalestky et
al.(1984) com modificacdes. Para a realizagdo do mesmo, 50 uL de uma suspensio
bacteriana contendo 1x10® unidades formadoras de coldnia (UFC) foi adicionada a cada
poco contendo 1 mL de meio minimo enriquecido (MEM) suplementado com 10 % de

SFB. As células foram incubadas por adicional periodo de 2 h. Apds a incubacao, as células
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foram lavadas 6 vezes com PBS e posteriormente corados com eosina-azul de metileno.
Para determinar o numero de UFC de M. abscessus utilizados em cada teste de adesdo, um
volume também de 50 pL foi plaqueado em placas de dgar Miiller Hinton a 37 °C por 5

dias.

3.6. Microscopia eletronica de varredura

As cepa 2544 do Mycobacterium abscessus foram submetidas a APH nas
temperaturas de 50 °C e 60 °C durante um tempo de 45 min, e em seguida o material foi
filtrado (Millipore 0,22 um) e fixado no préprio filtro com glutaraldeido 2,5 % em tampao
fosfato 0,1 M (pH 7,4) durante 2 h e lavado rapidamente com tampao PBS 0,1 M. Os
espécimes bacterianos foram entdo expostos a 1 % de tetr6xido de 6smio (OsO4) no mesmo
tampao por lh. Em seguida foi realizada uma desidratacdo progressiva em gradiente
alcoolico (30 %, 50 %, 70 %, 90 % e 3 x 100 %), sendo as amostras submetidas a secagem
em equipamento de ponto critico (“Critical Point”. Balzers, CPD 0300). Os espécimes
foram acoplados sobre stubs para se proceder o banho de ouro (“Sputter. Balzers, SCD 050)
(Battistelli ef al., 2005) . Utilizou-se o microscopio eletronico de varredura JEOL, JSM

5800 LV (Laboratério de Microscopia Eletronica, IB, Unicamp).

3.7. Teste de inativacao em tubo de PVC (equipo)

Foram utilizados trés fragmentos de 1 cm de tubo PVC esterilizado, previamente
cortados em condicdes estéreis. Os fragmentos foram introduzidos em frasco de vidro de 20
mL contendo caldo Mueller Hinton recém inoculado com Mycobacterium abscessus na
concentracdo de 10° UFC/mL ajustada pela escala de Mac Farland. Apés cinco dias um dos

fragmentos de PVC foi retirado do meio de cultura e lavado em dgua destilada e,
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posteriormente selado em embalagem de polietileno, contendo solucao salina 0,9 %. Todos
os componentes deste experimento foram previamente esterelizados. A amostra foi tratada
com APH por 45 min a 60 °C. Utilizou-se como controle um fragmento contaminado,
lavado e selado de modo semelhante a amostra, e tratado a APH a 60 °C por 45 min. Os
fragmentos de PVC foram retirados em condicdes estéreis e imersos em tubos de ensaio
distintos contendo caldo Mueller Hinton, para observar o possivel crescimento bacteriano,
ap6s 5 dias fez-se plaqueamento com dilui¢do seriada 1:10 e quantificacdo das colOnias.
Finalmente, o terceiro fragmento contaminado e incubado por cinco dias em caldo Miieller
Hinton foi retirado do mesmo, lavado em dgua destilada estéril e corado com violeta
genciana. Para o controle negativo foi usado um fragmento de PVC externo tratado em
condicdes estéreis e corado com o violeta genciana, conforme Carter ef al. (2003) , com

modificagdes.

3.8. Método para analise estatistica

Os dados foram submetidos a uma andlise estatistica de varidncia usando o
programa Origin Pro 8 na fung¢do “one-way-ANOVA?”, para testar a correlacdo entre
inativacdo e o tempo de tratamento nas diferentes condi¢des de temperatura mostradas nas

Figuras 4 e 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Ensaios de catalase e urease

Para caracterizacdo da cepa foi realizado o ensaio de catalase nas temperaturas de 68
°C e 25 °C. A Figura 2 mostra a formacao de inimeras bolhas, indicando que a cepa é
catalase positivo. Ocorre decomposi¢io de peroxido de hidrogénio em dgua e gds oxigénio

pela enzima bacteriana catalase.

68 °C 25°C

Figura 2- Ensaio de catalase nas temperaturas de 25 °C e 68 C°.

Outra caracterizacdo feita foi o ensaio de urease, enzima presente. A cepa
apresentou positividade neste teste, evidenciada pela mudangca de cor consequente a

degradacdo de uréia e formacdo de amonia, e assim variag¢do de pH, (Figura 3B).
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Figura 3- Ensaio de urease. (A) Controle negativo de cor alaranjada, (B) Amostra 2544.

4.2. Inativacao bacteriana por APH

A cinética de inativacdo do M. abscessus foi estudada em APH com temperaturas de
-15 °C e 20 °C e variagio de tempo de 0 a 90 min, pH 7,4. Na Figura 4 foi observado que
no tempo de 90 minutos a -15°C com exposi¢cdo de APH nao foi encontrado crescimento
bacteriano, sendo este resultado significativo (p < 0,05). No mesmo tempo, sob a mesma
exposicdo de APH e com temperatura a 20 °C, a CFU caiu de (1,8 x108) para (3,9 x 106)

sendo a inativacdo de 2 ordens de magnitude aproximadamente.
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Figura 4- Inativacao do M. abscessus em fungao do tempo de exposicdo a APH (250 MPa)
a-15°C e 20 °C, pH 7.4. Os dados foram colhidos com trés experimentos independentes,
sendo as barras correspondentes aos desvios-padrio. (¥): bactérias nao detectadas. A -15 °C
(P < 0,05) para tempo-dependéncia. Estes dados constam na Tabela 1 (pagina 46)
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Esses resultados demonstraram a grande diferenca entre as duas condicdes de
temperatura na inativag¢ao desta bactéria por APH. Sendo assim, realizou-se um estudo mais
detalhado do efeito da temperatura ¢ da APH na inativacdo do M. abscessos com o tempo
de 45 minutos de tratamento (Figura 5). Esse tempo foi escolhido por ser adequado para um
eventual processo de esterilizacio em procedimentos de rotina. A PA (pressio atmosférica),
nas diferentes temperaturas de -15 °C até 70 °C foi observado crescimento bacteriano. Por
outro lado, & APH ocorreu inativagdo de cerca de 2 ordens de magnitude entre -15 °C e
40 °C. Todavia, com 0 aumento da temperatura acima de
40 °C ocorreu expressiva morte bacteriana, ndo se observando coldnias bacterianas a partir

de 60 °C.

(UFC/mL)

* 250 MPa

10'1 i N I ST I R SR R R SR
-10 0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 5- Inativagao do M. abscessus em func¢do da temperatura, com 45 min de tratamento,
com 0,1 MPa e 250 MPa a pH 7.4. Os dados foram colhidos com trés experimentos
independentes, sendo as barras correspondentes aos desvios-padrdo. (*): bactérias nao
detectadas. A inativacdo a APH foi significativa (P<0,05). Estes dados constam na Tabela 2
(pagina 46)
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4.3. Inativacdo do M. abscessus por APH em diferentes pHs

Buscando outras condicdes de inativagdo de M. abscessus, foi estudado o efeito de
APH em diferentes valores de pH, como mostra a Figura 6. Observou-se uma grande
sensibilidade para inativagao da bactéria a APH em pHs mais acidos e mais alcalinos nos
tempos de tratamento entre 15 e 45 min. Em pH 3,0 morte bacteriana em PA e em APH

(dados mostrados na Figura 7).
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Figura 6- Cinética de inativacdo de M. abscessus por APH em diferentes valores de pH.
Simbolos abertos: PA (¢ pH 3, v 4,<5,26,>7,08,¢9), simbolos fechados: amostras a

APH, temperatura de 25 °C (pH ® 3.4, v 4.4, « 54,4 64, » 7, m 8 ¢ 9) Utilizou-se uma
concentracio de 1x10° UFC/mL (escala de Mac Farland) para cada ponto experimental.

Cada simbolo representa a média dos resultados feitos com trés experimentos
independentes, as barras correspondem aos desvios-padrdo. (*) bactérias ndo detectadas.
Estes dados constam na Tabela 3 (pagina 47)

A Figura 7, mostra a inativacdo de M. abscessus em “extremos” pHs a pressdao

atmosférica, sendo que a APH potencializa essa inativagdo. Num periodo de tratamento de

45 min, observou-se que a alta pressdo teve menor efeito entre valores de pH 5,0 a 7,0, com
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redu¢do méaxima de 3 ordens de magnitude. Essa inativacdo foi independente do tempo de
exposicdo a APH, pois foi parecida com a obtida em tempo de incubagdo de 15 e 30 min
nos respectivos valores de pH, (Figura 6). Esse comportamento foi semelhante ao mostrado
na Figura 4, na temperatura de 20 °C, onde também nio se observou expressivo aumento de
inativacdo da bactéria por APH com o tempo. Os experimentos com a varidavel pH foram

feitos a 25 °C para garantir a eficiéncia dos tampdes nas diferentes faixas estudadas.
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Figura 7- Inativacdo de M. abscessus em tratamento de 45 min, com variagdo de pH a PA
(o) e APH (e). (*): bactérias nao detectadas.
4.4. Teste de adesao do M. abscessus pé6s APH em célula HEp-2

Foi verificada a capacidade de adesdo do M. abscessus, e com isso a viabilidade
desta amostra, para infectar células apds tratamento com APH em condi¢do subletal (20 °C
a APH e PA), (Figura 4), utilizando células HEp-2. No controle negativo (Figura 8A), sem

adicao de bactérias, observamos a organizag¢do celular com a morfologia bem definida e
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caracteristica das células HEp-2. As células infectadas com M. abscessus, mantiveram as
mesmas caracteristicas iniciais. Na Figura (8B), células HEp-2 infectadas com bactérias
tratadas em condic¢des subletais (250 MPa, 20 °C, 45 min), observa-se presenca de bactérias
aderidas nestas células (setas), com uma presenca esporddica. A Figura 8C, células
infectadas com bactérias tratadas a PA a 20 °C em 45 min mostrou semelhanga ao
observado na Figura 8B, portanto as células infectadas com M. abscessus tratado em alta

pressao nao diferem do respectivo controle (bactérias sem tratamento por APH).
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Figura 8 — Ensaio de adesdo do M. abscessus com tratamento subletal em APH em células
HEp-2. (A): Células ndo infectadas (controle negativo), (aumento 1000x); (B): Células
infectadas com M. abscessus tratado a 20 °C por 45 min a APH. (aumento 1000x); (C):
Células infectadas com M. abscessus tratado com 20 °C por 45 min a PA, (aumento 1000x).
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4.5. Microscopia de varredura do M. abscessus tratado com APH

Para verificar a existéncia de possiveis mudancas estruturais do M. abscessus
correlacionadas com o tratamento em APH em diferentes temperaturas, fez-se a
microscopia eletronica de varredura das bactérias nas condi¢cdes de 50 °C e 60 °C a 250
MPa e 0,1 MPa, ambas com 45 min. Tais condi¢cdes foram escolhidas, porque houve uma
inativagdo expressiva do M. abscessus, (Figura 5). Foram observadas bactérias exibindo
alteracOes estruturais como: fragmentagdo (setas 1 e 3, Figura 9B e seta 6, Figura 9D),
fissuras (seta 4, Figura 9D) e alongamento (seta 5, Figura 9D), sugerindo que a alta pressao

em alta temperatura induzem alteracdes morfoldgicas detectaveis.

1700 15 EY

Figura 9- Microscopia de varredura, nas mesmas condi¢cdes de tratamento mostradas na
Figura 5 em (A): Controle 50 °C, 45 min, (B): 250 MPa, 50 °C, 45 min, (C): Controle a 60
°C, 45 min, e (D): 250 MPa, 60 °C, 45 min.
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4.6. Tratamento em APH a 60 °C de amostra contaminada

Como vimos, a inativagdo por alta pressdo de M. abscessus 4 60 °C foi demonstrada
na suspensio bacteriana. Um exemplo de aplicagdo dessas condicdes para inativacdo da
bactéria em material hospitalar € mostrada na Figura 10. Observa-se a evidente presencga de
contamina¢do no meio, (Figura 10), assim como a presenca de bactérias junto a superficie
do material, mostrada por violeta genciana, (Figura 10B). A Figura 10E mostra que
subsequente tratamento com APH 250 MPa a 60 °C, por 45 min. da amostra contaminada
promoveu inativagdo total das bactérias, pois cinco dias apds o tratamento com APH ndo se
observou contaminacdo do meio. Confirmou-se tal inativacdo com a semeadura do meio
relacionado a (Figura 10E) em novo meio de cultura, ndo se observando crescimento
bacteriano. A amostra tratada a 60 °C, por 45 min. a pressd@o atmosférica apresentou
contaminacdo evidente, (Figura 10D), e a quantificacdo das bactérias resultou em presenca

de 1,3x10” UFC/mL.

Figura 10- Efeito de APH a 60 °C em fragmento de tubo PVC contaminado por M.
abscessus. (A) Fragmentos de PVC imersos em caldo Miiller Hinton contaminado com a
bactéria, incubado por 5 dias a 37 °C; Teste com violeta genciana: (B) controle positivo,
com presenga de bactérias, e (C) controle negativo, auséncia de bactérias; (D) PVC tratado
a 60 °C, por 45 min. a 1 atm, apds 5 dias. (E) PVC tratado a 60 °C, por 45 min a 250 MPa,
apos 5 dias.
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5. DISCUSSAO

Bactérias resistentes a ampla gama de antibidticos, agentes fisicos e quimicos de
acdo desinfetante e esterilizante, sdo cada vez mais uma ameaca para a saude publica. M.
abscessus € uma bactéria de relevancia clinica, que causa surtos de infec¢do hospitalar e
pode ser incluida no grupo das mais resistentes a antimicobacterianos, sendo de dificil
tratamento (Petrini, 2006). Assim, a busca por métodos alternativos de inativacdo de
bactérias, como a estudada no presente trabalho, € de grande interesse.

Procedimentos cirdrgicos tais como lipoaspira¢do, implantes de silicone, cirurgias
oculares, e mesmo outros procedimentos invasivos mais simples, como implante de
contraceptivo, aplicacao de injetaveis e acupuntura, sao fontes de infeccdo por M. abscessus
(Petrini, 2006; Medjahed et al., 2010). Assim, é imprescindivel para o controle dessa
bactéria garantir a seguranga com a desinfec¢do e esterilizacdo dos materiais médico-
cirtirgicos e biofarmacéuticos. A APH é um método de esterilizacao que pode ser adequado
em situagdes onde nao € vidvel a utilizacdo de autoclavagem, pasteurizacdo, agentes
quimicos (6xido de etileno, glutaraldeido).

Sale et al.(1970) observaram que vdrias bactérias na forma esporulada sdo
resistentes a APH, em torno de 800 MPa, e em temperaturas altas (cerca de 70 °C) a
inativacao foi mais eficiente. No entanto entre pHs 3 e 12, a 100 MPa, a sobrevivéncia foi
menor em pH 8. Os primeiros experimentos utilizando APH tendo como objetivo a
inativacdo de bactérias foram feitos por Hite em 1899, demonstrando que a pressdo pode
ser utilizada para reduzir carga bacteriana (Smelt, 1998; Campo et al., 2003) .

Na literatura, de acordo com nosso conhecimento, ndo tém estudos sobre efeito da
APH em M. abscessus. Para conhecer melhor as condicdes de viabilidade de M. abscessus,

estudou-se a inativagdo dessa micobactéria combinando APH com parametros fisicos e
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quimicos, como diferentes temperaturas e condi¢des de pH, em diferentes tempos de
exposicao. Essas condi¢des sdo possiveis de se utilizar, por exemplo, em materiais médico-
cirirgicos ndo autoclavaveis.

Os dados obtidos mostraram que a APH ndo é suficiente para inativar
significativamente M. abscessus em temperatura ambiente mesmo apds longa exposi¢ao
(Figura 4), em contraste com estudos envolvendo outros microrganismos, que mostraram
significativa inativacdo (de 6 a 7 ordens de magnitude) tempo-dependente por pressao
(Moerman, 2005). Nos vérios tempos de exposi¢ao estudados, até 90 min, foi observada a
20 °C uma inativa¢io em torno de duas ordem de magnitude (1,8 x 10® UFC/mL para 3,9 x
10° UFC/mL), que ndo se mostrou tempo-dependente. Fonberg-Broszek er al.(2005)
mostraram importante relacdo entre intensidade de alta pressdo e inativagdo de bactérias
entre 100 e 500 MPa, sendo que a partir de 300 MPa, para Listeria monocytogenes, a
inativacdo por pressao foi claramente tempo-dependente no intervalo de tempo estudado,
até 15 min.

Por outro lado, a diminui¢cdo da temperatura a -15 °C em suspengdes com M.
abscessus em APH induziu importante inativacao tempo-dependente, sendo que em 90 min
nio se detectou bactéria vidvel. E importante lembrar que a 250 MPa ndo ocorre
congelamento da solucdo nessa condicdo de temperatura. A combinacdo de APH com
temperaturas negativas (-20 °C) na inativagdo de microrganismos comparando-se com APH
a 20 °C foi mostrada previamente em Saccharomyces cerevisiae, com quatro ordens de
magnitude maior na inativacdo (Takahashi, 1992). Estudos posteriores confirmaram a
eficiéncia de APH a -20°C nessa levedura (Hashizume et al.,1995). Esses autores
demonstraram a cinética de inativacdo a 180 MPa a temperatura -5 °C ou mais baixas, ou a

temperaturas moderadamente elevadas como 40 °C. Picart et al.(2004) observaram que para
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a bactéria Listeria innocua em pressao de 207 MPa e de 300 MPa por 23 min, ocorreu uma
adicional inativacao de 0,4 ordens de magnitude de inativagao bacteriana em 207 MPa e 0,9
ordens de magnitude em 300 MPa, a -3 °C quando comparada a inativagao a 20 °C, nesses
valores de pressao.

Como a temperatura induziu importante inativacdo da bactéria por pressao, fez-se
um estudo mais detalhado desse efeito em um tempo fixo de 45 min, (Figura 5). Podemos
observar que temperaturas moderadamente elevadas aumentam muito a efici€éncia da
inativacdo a 250 MPa em tempos de exposi¢do relativamente baixo como o utilizado,
enquanto que em temperaturas de -15 °C a 40 °C, a redugdo da carga bacteriana foi baixa,
entre duas (9,0 x 10" UFC/mL para 7,0 x 10° UFC/mL) e trés (2,3 x 10° UFC/mL para 7 x
10° UFC/mL) ordens de magnitude de inativacdo bacteriana (Figura 5). Moussa er
al.(2006) encontraram resultados semelhantes utilizando E. coli, correspondendo a
inativagdo de cerca de 5 ordens de magnitude maior a -20 °C que a inativagdo a 25 °C. Os
resultados do presente estudo mostram que pode ser obtida uma inativagdo total da
micobactéria em materiais sensiveis a temperatura acima de 40 °C utilizando-se
temperaturas subzero (da ordem de -15 °C), porém com maior tempo de tratamento em
APH (Figuras 4 e 5).

Ponce et al. (1998), mostraram que APH (350 MPa ou mais) inativa mais
eficientemente Escherichia coli e Listeria innocua utilizando-se ciclos de alta pressdao do
que exposicdo continua, sendo que tratamentos em diferentes meios de cultura ndo
alteraram o perfil de inativagdo. Mostraram também que a 50 °C a inativacdo nessas
condi¢Oes foram mais efetivas.

Em geral, lipideos constituintes de membrana e parede de bactérias sdao mais

sensiveis a APH se comparados com proteinas (Winter, Dzwolak, 2005; Fernandes, 2005).



29

A Figura 11 mostra um esquema dos componentes estruturais da parede celular de
micobactéria.

A parede € espessa e rica em 4cido micélico, lipoarabinomanose (LAM),
manosideos de fosfatidilinositol (PIMs), com um complexo hidrofébico muito eficiente
como barreira contra moléculas hidrofilicas (Gokhale et al., 2007). Essa composicio
explica em parte a resisténcia a vdrios antibidticos que apresentam carater hidrofilico,
observada neste grupo de bactérias, assim como resisténcia bacteriana a condi¢des de
temperaturas baixas ou préximas de 100 °C (Medjahed et al., 2010). Nossos dados mostram
que essa resisténcia também estd presente em condi¢cdes de temperatura subzero, até — 15
°C, assim como em alta pressdo hidrostética de 250 MPa, (Figura 4 e 5). O perfil da cinética
de inativacdo demonstra importante resisténcia a APH em temperatura ambiente, o que nio

¢ diferente de outras espécies de bactérias.
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Figura 11- Representacdo esquemadtica da parede celular de Mycobacterium. Esquema

adaptado de Gokhale et al.(2007) .
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Uma informacao importante é que, além da temperatura e do tempo de tratamento, a
inativacdo por APH depende da fase de crescimento do microrganismo estudado
(Rosenthal, Silva, 1997). Portanto, pelo menos os dois primeiros fatores precisam ser bem
controlados para que sejam obtidos resultados repetitivos e, portanto, confidveis, para
eficdcia e seguranca na utilizacdo dessa técnica de esterilizagdo. Conforme Sangronis et
al.(1997), APH em microrganismos como bactérias pode causar alteragcdes morfoldgicas,
bioquimicas e genéticas que afetam principalmente a membrana e a parede celular. Tais
alteracdes podem aumentar a permeabilidade da célula, desnaturar enzimas importantes no
crescimento e reproducao da bactéria. No presente trabalho fez-se cultivo da bactéria em
condicdes controladas, de acordo com o procedimento utilizado para micobactérias de
crescimento rapido (Falkinham, 2002), visando reprodutibilidade.

Investigou-se o efeito do pH, buscando outras condi¢des de inativacdo eficiente da
micobactéria por APH. A cinética de inativagdo em diferentes pHs, (Figura 6), mostrou
inativacdo em pH mais baixo e mais alto. Em pH 4 observou-se uma reducao total de carga
bacteriana a partir de 15 min em APH, enquanto em pH 9 essa redugdo foi atingida a partir
de 45 min. A inativagdo por APH s6 € evidenciada como tempo-dependente em pH 8 e 9
nos intervalos estudados. A pressdo atmosférica ndo foi possivel detectar inativa¢io tempo-
dependente, embora em pH 3 a inativagao foi total a partir de 15 min.

Assim, nos pHs mais altos e mais baixos ocorreu grande sensibiliza¢io da bactéria a
inativagdo por APH. Esse comportamento foi observado em Lactobacillus
lactis e Lactobacillus plantarum, que em meio dcido foram mais sensiveis a inativacao por
pressdo quando comparado a pH perto de 7. Também Bacillus subtilis, Bacillus
stearothermophilus e Staphilococcus faecalis apresentaram maior inativagdo por APH em

pH 4 (Molina-Gutierrez et al., 2002). Alpas et al., (2000) observaram que a pressuriza¢ao a
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345 MPa, entre pH 4 e 5, induziu a perda da viabilidade de Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Escherichia coli e Salmonella entérica Enteritidis de cerca de 1 para 4
ordens de magnitude, quando comparado o tratado com a mesma pressao em pH 6,5.

Sabe-se que valores de pH entre 5,0 e 6,5 sdo 6timos para desenvolvimento das
micobactérias de crescimento rdpido, como M. abscessus (Portaels, Pattyn, 1982), o que
pode estar relacionado a maior resisténcia contra a inativacdo por APH, com maior
sensibilidade em condi¢des mais alcalinas e mais dcidas, tanto a pressao atmosférica quanto
em APH, (Figuras 6 e 7). A maior sensibilidade a pH alcalino pode estar relacionada ao pH
6timo mencionado, de 5,0 a 6,5.

Smelt (1998) e Molina-Gutierrez et al.(2002) relataram que a APH conjuntamente
com condi¢des 4cidas pode afetar o pH intracelular dos microrganismos, podendo ocorrer
aumento da permeabilidade citoplasmatica e favorecimento da inativacdo de enzimas que
dependem do equilibrio entre pH intra e extra-celular. Outros estudos demonstraram que a
redu¢do no pH do meio de tratamento causa um aumento progressivo na sensibilidade da
bactéria a pressdo (Stewart et al., (1997).

Sabe-se que o pH interno € critico para o controle de varios processos celulares, tais
como a sintese de ATP, de RNA e proteinas, replicacio de DNA e crescimento celular
(Molina-Gutierrez et al., 2002). E possivel que alguns desses eventos tenham sido
alterados, explicando a subletalidade ou letalidade do tratamento com APH em
determinados pHs no M. abscessus.

De acordo com Rottman et al.(2007), M. abscessus € um parasita intracelular capaz
de crescer em macrofagos e amebas de vida livre. Trata-se de uma bactéria bem adaptavel
as condi¢des do ambiente e que dispde de mecanismos que facilitam a invasdo celular.

Considerando estes aspectos foram realizados no presente trabalho ensaios de



32

adesdo com M. abscessus em células HEp-2 (células de cancer de laringe humano).
Podemos observar na Figura 8A, controle negativo, que ha preservacdo das caracteristicas
das células HEp-2. Portanto, ndo mostra alteragcdo ou qualquer desordem estrutural das
células infectadas com M. abscessus, assim como na Figura 8B, na qual as bactérias foram
tratadas a 250 MPa (20 °C, por 45 min). Esse comportamento estd de acordo com
resultados descritos na literatura para essa bactéria (Pan et al., 2009). O tratamento da
bactéria com pressdo, que levou a inativacdo de uma ordem de magnitude (Figuras 4 e 5),
aparentemente nao inviabilizou a capacidade de adesdo do M. abscessus. Este ensaio nao
objetivou detalhar efeitos da bactéria nas células HEp-2, mas avaliar se APH em condi¢do
subletal seria capaz de interferir na adesdo bacteriana das células infectadas. Isso sugere
que somente o efeito da APH a 250 MPa nao é capaz de causar danos nos mecanismos de
adesdo, e consequentemente impedir a capacidade de infectividade de M. abscessus.

E interessante notar que imagens de microscopia eletrénica de varredura,
comparadas ao controle sem pressdo, mostraram alteracoes morfoldgicas de M. abscessus
em pressdao de 250 MPa a 50 °C e 60 °C (45 min), condi¢des de tratamento que inativam,
significativamente (50 °C) ou totalmente (60 °C) a bactéria, (Figura 5).

Alteragdes estruturais observadas por microscopia eletronica de varredura na célula
bacteriana provocadas pelo efeito da APH (400 MPa a 20 °C por 10 min) s@o mostradas em
Salmonella entérica Typhimurium como invaginacdes na parede, e lesOes bastante distintas
em Listeria monocytogenes, como pequenas protuberancias na parede da bactéria, descritas
como cicatrizes de gema (Tholozan et al., 2000). Em posterior trabalho também com L.
monocytogenes apés tratamento em APH, Ritz et al.(2002) encontraram imagens muito
semelhantes de microscopia eletronica de varredura da bactéria, mostrando que essas

alteracOes morfoldgicas foram bem caracteristicas da espécie estudada.
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Microscopia eletronica de transmissao de Salmonella entérica Thompson e Listeria
monocytogenes apoOs pressurizacdo mostraram claras alteragdes morfoldgicas, interpretadas
como diferentes graus de vacuoliza¢do e outras mudancas no conteido interno (Mackey et
al., 1994).

No referido estudo foi realizado um teste de esterilidade em fragmento de tubo
PVC, mostrado nas respectivas Figuras 10A e 10B. A incubac¢do do material obedeceu ao
tempo de crescimento de M. abscessus que é de 3 a 5 dias, com carga bacteriana 1x10°
UFC/mL. O tratamento a 250 MPa, por 45 min e temperatura de 60 °C foi o suficiente para
nao se observar crescimento no caldo Miiller Hinton (Figura 10B). Isto sugere que ndo teve
bactérias vidveis apds o tratamento do material contaminado nas condicdes citadas
anteriormente.

O uso da APH no tratamento de materiais médico-cirdrgico e produtos biologicos
pode ser uma alternativa as outras técnicas de uso convencional, pois dispde de algumas
possibilidades, tais como utilizacdo em temperaturas baixas, auséncia de residuos toxicos,
baixo custo energético, ao contrario de autoclavagem por vapor seco ou imido, tratamento
com agentes quimicos (6xido de etileno, glutaraldeido 2%), e radiagdo gama, dentre outras.

Portanto, é imprescindivel determinar parametros na aplicacdo da APH no que se
refere a inativacdo microbiana. A eficiéncia da aplicagdo depende diretamente das
condi¢des estabelecidas para o tratamento, que pode ter o propdsito de reduzir carga
microbiana, ou de esterilizagao.

Em sintese, a cinética de inativacdo de microrganismos pelo calor tem sido
extensivamente pesquisada. No entanto, sdo limitados os estudos relacionados a cinética de
inativacdo por APH, especialmente em condi¢Oes de aplicacao simultanea de alta pressao e

outras técnicas de processamento (Buzrul, Alpas, 2004). No presente estudo utilizando M.
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abscessus, a combinacdo de APH com agentes fisicos e quimicos mostrou ser capaz de
induzir completa inativacdo dessa micobactéria de grande relevancia clinica. A confirmagao
desse efeito diretamente em um material comum em hospitais, como o utilizado, podendo
eliminar a bactéria mesmo em sua presenca macica, € de grande relevancia no sentido de se
utilizar uma metodologia dessa natureza. A inativagdo de outros patégenos de importancia
hospitalar utilizando essa metodologia € de grande interesse e aplicabilidade, abrindo uma

nova abordagem em esterilizac3o.
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6. CONCLUSOES

- Os tratamentos com APH foram efetivos na inativacdo completa da cepa ATCC 2544 de
M. abscessus em extremos de temperatura (-15 °C e 60 °C) e de pH (pH 4.0 € 9.0);

- O teste de esterilidade feito com fragmento de tubo PVC confirma a eficdcia da inativagao
por APH a 60 °C em material carreador, sugerindo aplicabilidade em materiais médicos-
cirirgicos;

- Os ensaios com células HEp-2 ndao mostraram alteragdes das mesmas quando tratadas com
bactérias submetidas previamente a APH em condi¢des subletais, indicando que APH
nessas condicdes nao € capaz de inibir os mecanismos de adesdo de M. abscessus;

- A microscopia de varredura sugere alteracOes na estrutura das bactérias submetidas a

APH.
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APENDICE

Tabelas com os valores de UFC/mL obtidos dos experimentos mostrados nas figuras 4 a 6.

Tabela 1. Valores de UFC/mL obtidos dos experimentos mostrados na Figura 4
T (°C) (250 MPa) Tempo (min) UFC/mL Log (UFC/mL)

0* 1,0x 10° 8,00
10 1,0x 10* 8,00
-15 30 9,5x 10° 5,97
45 7,0x 10° 5,84
90 0 0
0 1,8 x 10° 8,25
10 5,0x 10° 5,69
20 30 1,1 x 10’ 7,04
45 6,0 x 10° 6,78
90 3,9x 10° 6,59

*Pressao 0,1 MPa

Tabela 2. Valores de UFC/mL obtidos dos experimentos mostrados na Figura 5

Tempo T (°C) UFC/mL Log UFC/mL Log
(min) 0,1 (UFC/mL) (250 MPa) (UFC/mL)
MPa)
-15 9,0 x 10’ 7,95 7,0x 10° 5,84
-10 1,6 x 10° 8,02 1,6 x 10° 6,20
-5 1,2x 10° 8,07 8,2x 10° 5,91
0 1,5x 10° 8,17 2,0x 10° 6,30
10 1,3x 10° 8,11 8,0 x 10* 4,90
45 20 1,0 x 108 8,00 6,0 x 10° 6,77
40 2,3x 10° 8,36 7,0x 10° 5,84
45 1,0x 10® 8,00 8,0 x10* 4,90
50 3,8 x 108 8,57 1,8 x 10° 3,25
55 1,0x 10® 8,00 8,0 x 10° 2,90
60 1,1 x 10° 8,04 0 0

70 2,0x 10° 8,30 0 0




Tabela 3. Valores de UFC/mL obtidos dos experimentos mostrados na Figura 6

Tempo pH UFC/mL Log UFC/mL Log
(min) 0,1 (UFC/mL) (250 MPa) (UFC/mL)
MPa)
3 0 0 0 0
4 3,0 x 10* 4,47 0 0
5 9,5x 10’ 7.97 1.3x10° 6,11
15 6 7,0x 10’ 7.84 2.2x10° 6,34
7 6,0 x 10’ 7,77 1,7x 10° 6,23
8 9,5x 10° 6,97 1,3x 10° 3,11
9 2,0 x 10* 4,30 3,9x 10° 3,59
3 0 0 0 0
4 3,0 x 10* 4,47 0 0
5 7,0 x 10’ 7.84 1,3x 10° 6,11
30 6 6,0 x 10’ 7,77 2,0 x 10° 6,30
7 8,0x 10’ 7,90 5,5x 10° 6,74
8 8,0 x 10° 6,90 1,0 x10" 1,00
9 5,5x 10° 5,74 1,2x 10° 2,07
3 0 0 0 0
4 5,0x 10° 3,69 0 0
5 5,5x 10’ 7,74 1,3x 10° 6,11
45 6 1,4x 10 7,14 8,5 x 10* 4,92
7 8,5x 10’ 7,92 1,8 x 10° 6,25
8 4,0x 10° 6,60 1,0x 10! 1,00
9 5,0 x 10* 4,69 0 0




