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RESUMO

Os biofilmes sdo estruturas heterogéneas de natureza difundida compostas de células
bacterianas apresentando-se de forma emaranhada em uma matriz de polimeros organicos
estando estes aderidos a uma superficie. Os mesmos podem ser benéficos, assim como 0s
utilizados nas industrias de alimentos, em tratamentos de influentes de agua potavel e na
producdo de fermentados. Contudo, o biofilme pode ter um impacto negativo,
principalmente quando formados em dispositivos médicos, como as sondas vesicais. A
formacéo e adesdo do biofilme é uma estratégia de sobrevivéncia bacteriana, com isso as
celulas se encontram sob a protecdo do biofilme, havendo tolerancia e resisténcia aos
antibioticos, aumentando e dificultando ainda mais os tratamentos clinicos das infecgdes
bacterianas. A Pseudomonas aeruginosa é uma das principais responsaveis por infeccdes
nosocomiais sendo intrinsicamente resistentes a alguns antibidticos, obtendo maior
importancia clinica e epidemioldgica. Quando este microrganismo se encontra em
condicbes de estresse, ocorre alteragdo em seu modo de crescimento, acarretando a
formacdo de biofilmes e fornecendo a bactéria mecanismos adaptativos. O presente estudo
tem como objetivo avaliar a adesdo e formacdo do biofilme em sondas vesicais com as
bactérias multirresistentes Pseudomonas aeruginosa e ATCC 27853 retiradas do
laboratério do Hospital Universitario. A superficie utilizada para analises da adeséo e
formacdo do biofilme foram as sondas vesicais de latex siliconizado, identificadas como
“cupons” de prova, sendo estes cortados em um tamanho de aproximadamente 1 cm?. As
bactérias foram aderidas aos cupons de prova apos 24 horas de crescimento em caldo Brain
Heart Infusion (BHI). A avaliagdo do desenvolvimento do biofilme foi realizada em doze
tempos de contato, sendo estes tempos 0, 1h, 2h, 3h, 5h, 9h, 22h, 34h, 54h, 70h, 127h e
262h (12 dias). Na anélise de antibiograma houve acgdo inibitéria mais efetiva dos
antibiéticos imipenem e meropenem nas dilui¢des de 102°, com halo em torno de 35 mm de
diametro. As bactérias utilizadas foram isoladas de Pseudomonas aeruginosa e ATCC
27853 proveniente de ambiente hospitalar. As bactérias apresentaram dindmica semelhante
no desenvolvimento do biofilme acarretando a adesdo das células plancténicas havendo
pequena diferenca no ciclo do biofilme bacteriano entre as duas espécies nos tempos
analisados.

Palavras-chaves: Biofilme, sondas vesicais, Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853.



ABSTRACT

Biofilms are heterogeneous structures of a widespread nature composed of bacterial cells
presenting in a tangled form in a matrix of organic polymers being these adhered to a
surface. They can be beneficial, as well as those used in the food industries, in the treatment
of influential drinking water and in the production of fermented products. However, biofilm
can have a negative impact, especially when formed in medical devices, such as bladder
tubes. The formation and adhesion of the biofilm is a bacterial survival strategy, with that
the cells are under the protection of the biofilm, with tolerance and resistance to antibiotics,
increasing and making even more difficult the clinical treatments of bacterial infections.
Pseudomonas aeruginosa is one of the main responsible for nosocomial infections, being
intrinsically resistant to some antibiotics, obtaining greater clinical and epidemiological
importance. When this microorganism is in conditions of stress, there is a change in its
growth mode, causing the formation of biofilms and providing the bacteria with adaptive
mechanisms. The present study aims to evaluate the adhesion and formation of biofilm in
bladder probes with the multiresistant bacteria Pseudomonas aeruginosa and ATCC 27853
taken from the laboratory of the University Hospital. The surface used for the analysis of
adhesion and biofilm formation were the bladder probes made of siliconized latex,
identified as “test coupons”, which were cut to a size of approximately 1 cm2. The bacteria
were adhered to the test coupons after 24 hours of growth in Brain Heart Infusion (BHI)
broth. The evaluation of the biofilm development was carried out in twelve contact times,
these times being 0, 1h, 2h, 3h, 5h, 9h, 22h, 34h, 54h, 70h, 127h and 262h (12 days). In the
analysis of antibiogram, there was a more effective inhibitory action of antibiotics
imipenem and meropenem in dilutions of 10-20, with a halo around 35 mm in diameter.
The bacteria used were isolated from Pseudomonas aeruginosa and ATCC 27853 from the
hospital. The bacteria showed similar dynamics in the development of the biofilm causing
the adhesion of planktonic cells, with little difference in the cycle of bacterial biofilm
between the two species at the analyzed times.

Keywords: Biofilm, bladder catheters, Pseudomonas aeruginosa, ATCC 27853.
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CAPITULO 1-REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introdugéo

O biofilme é um ecossistema composto por comunidades microbianas que aderem a
superficies bidticas ou abidticas (GU, 2014). Tais microrganismos vivem aglomerados
envoltos em wuma matriz autoproduzida, composta por substancias poliméricas
extracelulares, que se assemelha a uma rede gelatinosa que imobiliza e protege as células
(ZHANG et al., 2011). Este comportamento surge como uma estratégia de adaptacdo para a
sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes hostis (KASNOWSKY et al., 2010;
HENRIQUES; VASCONCELOS; CERCA, 2013). Essa condicdo também confere
resisténcia a agentes antimicrobianos, a qual pode ser baixa, moderada ou alta (COSTA et
al., 2014).

Estudos demonstram que cerca de 60% das infec¢des bacterianas estdo relacionadas ao
desenvolvimento de biofilmes, principalmente em ambiente hospitalar, apresentando-se
como um importante desafio na medicina por estarem associados a infeccGes cronicas
graves e infeccOes associadas a dispositivos médicos artificiais (CHIANG et al., 2013).
Essa situacdo depende de varios fatores, sendo um deles associado a caracteristica
hidrofilica do biofilme que funciona como uma barreira aos antibioticos. Dentro dessa
perspectiva 40% das contaminac@es sdo atribuidos a sondas vesicais que permanecem nos
pacientes por tempos mais prolongados nas UTI’s (JACOBSEN et al., 2008) e que podem
estar ligadas a contaminacao por meia dos instrumentos utilizados no momento da consulta
do trato urinario, podendo ocorrer complicacbes graves além de aumento do tempo de
internacdo, custos elevados de medicacdo e aumento de mortalidade (RAJAKANURA,;
HARBER, 2014). No corpo sdo existentes bactérias que através do canal da uretra se
instalam na bexiga podendo ir diretamente aos rins, colonizando todo o organismo
(ANVISA et al.,2017)

Assim, as peculiaridades com relagdo ao desenvolvimento do biofilme vém sendo
estudadas em diversas &reas, como na ambiental, industrial e na area da saude, com forte
tendéncia ao estudo das bactérias aderidas a uma superficie ao invés do estado plancténico
(KASNOWSKY et al., 2010). Outro aspecto importante estd na analise da adesdo e dos

mecanismos que conferem a resisténcia bacteriana, quando associados aos equipamentos



médicos. Estes mecanismos tem sua importancia para inibir possiveis efeitos da infeccao
(LANGER et al., 2018).

A Pseudomonas aeruginosa & uma bactéria ambiental Gram-negativa, sendo um
patdgeno humano oportunista capaz de causar uma ampla variedade de infeccdes agudas e
crbnicas com risco de vida, particularmente em pacientes com defesa imunoldgica
comprometida, sendo este de particular importancia, pois é a principal causa de
morbimortalidade em pacientes com fibrose cistica (FC) e um dos principais patdgenos
nosocomiais que afetam pacientes hospitalizados, sendo intrinsecamente resistente a uma
ampla gama de antibiéticos (MORADALI; GODS; REHM, 2017). O Consorcio
Internacional de Controle de Infeccdo Hospitalar relatou que as infeccbes hospitalares
por P. aeruginosa se tornaram um problema de salde a nivel mundial (ROSENTHAL et
al., 2016).

Segundo Neu e Lawrence (2015) os biofilmes mudaram consideravelmente nas
ultimas quatro décadas, obtendo como consequéncia o desenvolvimento de tecnologias e
adaptacdes a ciéncia dos biofilmes, incluindo métodos bioquimicos e ecossistemas
moleculares. Agora € possivel obter uma visdo geral da estrutura de biofilme em 3D e um

conhecimento mais detalhado da estrutura até o nivel de nanoescala.

1.1.1 Biofilme

As bactérias apresentam um mecanismo fisioldgico conhecido como biofilme que, de
acordo com Lin et al. (2018), confere a estes microrganismos uma protecdo contra a acao
de antimicrobianos entre outras a¢cdes, uma vez que se trata de uma matriz composta por
exopolissacarideos (EPSs) (MAUNDERS; WELCH, 2017). O biofilme pode ser definido
como uma aglutinacdo de microrganismos que estdo complexamente ligados a um substrato
e aderidos a uma superficie (RIBEIRO et al., 2019), podem ser considerados heterogéneos
pela sua estrutura, que contem basicamente comunidades de células sésseis envolvidas por
uma substancia polimérica extracelular (SPE), similar a um gel, sintetizada pelas préprias
celulas ou pelo seu hospedeiro (WILKINS et al., 2014).

De acordo com Maunders e Welch (2017), Algburi et al. (2017) e Al-Wrafy et al.
(2017), neste ambiente podem estar presentes dois tipos de células bacterianas: as sésseis,
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que se encontram aderidas a superficie; e as planctdnicas, que estdo livres e dispersas no
meio, apresentando a capacidade de iniciar a formacao de novos biofilmes. Em se tratando
de bactérias Gram-negativas, os biofilmes sdo compostos por polissacarideos neutros ou
polianidnicos, enquanto que para as Gram-positivas sdo constituidos por polimeros
catidnicos (SHUNMUGAPERUMAL, 2010).

O biofilme serve como uma protecdo para as bactérias, apresentando-se como um
sistema complexo possuindo canais interligados que distribuem os nutrientes para as
bactérias no seu interior, sendo também responsaveis pela remocéo de residuos oriundos do
metabolismo celular (LIN et al., 2018). O biofilme pode ser formado por uma Unica espécie
OuU mesmo por Varias espéecies, convergindo para uma relacdo intercelular que pode resultar
na manutencdo da comunidade, isto porque o metabolito excretado por uma espécie pode
servir como nutriente para as outras, ou mesmo servir como ligante e facilitar na adeséo de
algumas espécies (CAZZANIGA et al., 2015; LIN et al., 2018). Essa relacdo intercelular é
responsavel pela plasticidade adaptativa dos microrganismos as condi¢gdes do ambiente
(SHARMA; PETCHIAPPAN; CHATTERJI, 2014; CAZZANIGA et al., 2015; TA;
ARNASON, 2015).

Neste contexto, quando a populacdo bacteriana aumenta, as moléculas auto indutoras
acumulam-se e podem induzir tanto a formacdo de biofilme como a transcrigdo de genes
especificos que regulam as diferentes funcbes celulares (TA; ARNASON, 2015;
GALANTE et al., 2015). Pode-se inferir ainda, que a adesdo bacteriana possa ser
influenciada pelo meio e por suas caracteristicas, como pH, disponibilidade de nutrientes,
hidrofobicidade da superficie e diferentes fatores de viruléncia apresentados pelas bactérias
(SHARMA; PETCHIAPPAN; CHATTERJI, 2014; CAZZANIGA et al., 2015;
KAZMIERCZAK; SCHNIEDERBEREND, 2015; TA; ARNASON, 2015; LIN et al.,
2018).

A formacdo do biofilme ocorre de forma lenta e este pode surgir em varios locais da
superficie. Quando atinge uma massa de biofilme especifica e o equilibrio dindmico é
alcancado, as camadas externas tendem a liberar as células em estado planctonico,
ocorrendo a dispersdo e por conseguinte a multiplicacdo de forma mais répida em novos
locais (GUPTA et al., 2016). E considerado que a formacao do biofilme ocorre em quatro
estagios principais, sendo estes a adesdao bacteriana sobre uma superficie, a formacao de

micro colbnias, a maturacdo do biofilme e por fim seu deslocamento, sendo este
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denominado como dispersdo de bactérias, estando estas viaveis a colonizar novas areas
(Figura 1) (DOLAN; COSTERTON, 2002).

A etapa de adesdo corresponde a distribuicdo das células bacterianas na superficie (que
pode ser bidtica ou abiotica) de forma reversivel (BIXLER; BHUSHAN, 2012), formando
uma monocamada e, em seguida, ocorre a producdo de matriz, passando a ser irreversivel,
resultando em uma multicamada, 0 que caracteriza a adesdo entre células e superficie
formando as micro coldnias (KARATAN; WATNICK, 2009). Nas bactérias Gram-
negativas o papel de adesdo ocorre pela fimbria, sendo este apéndice filamentoso a possivel
causa da hidrofobicidade do biofilme, estabelecendo interagdes moleculares entre a bactéria
e a superficie de natureza apolar. Com isso, salienta-se que a eficiéncia de adesdo se deve
as caracteristicas celulares da bactéria (presenca de fimbria ou flagelo) em conjunto com as

propriedades fisico-quimicas do biofilme, entre outros fatores (ESPER, 2011).

Figura 1. Formagdo de biofilme bacteriano em superficie.

Celulas
planctonicas

Maturacao do Dispersao
Colénia Biofilme Bacteriana

Autora: Elane G. Santos

Etapa 1: adesdo a superficie nas células planctbnicas. Etapa 2: Formacdo de micro colbnias; Etapa 3:
maturacéo do biofilme, Etapa 4: liberacdo de bactérias planctonicas desde a matriz do biofilme.

Fonte: Autora Elane G. Santos (2020)

1.1.2 Biofilmes e resisténcia antimicrobiana
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A resisténcia dos biofilmes a tratamentos com antibi6ticos pode ter interferéncia de
diferentes fatores intrinsecos relacionado aos nutrientes disponiveis e suas interacdes entre
microrganismos, e fatores extrinsecos relacionados ao transporte e a temperatura do
ambiente encontrado, como os fatores fisicos, que causam limitacdes de difusdo e impedem
a acdo dos antibidticos, uma vez que formam uma barreira de conten¢do diminuindo o
alcance inibitorio (SOLA et al., 2012). O controle quimico do biofilme bacteriano se realiza
através da sua remocéao de toda massa, sendo esta uma das formas utilizadas como controle
profilatico do biofilme, evitando que haja acumulacdo bacteriana, e acarretando a
prevencdo do equilibrio do micro-bioma (BARBOSA, 2015).

De acordo com Tyerman et al. (2013) a possibilidade da formac&o de biofilmes por
um fendtipo “persistente”, explicaria a alta tolerancia aos antimicrobianos, sendo que se

considerados os fatores genéticos como um fator determinante de resisténcia.

Os biofilmes bacterianos podem ser considerados benéficos para a saude humana,
uma vez que as cepas de bactérias que evoluiram para formar biofilmes que persistem em
nichos humanos especificos como por exemplo a microbiota intestinal, auxiliando na
sintese de nutrientes e vitaminas e na regulacdo do sistema imunologico (POOLE, 2011).
Contudo, o biofilme também pode se mostrar prejudicial para a saude, pois pode colonizar
superficies de materiais e equipamentos utilizados em procedimentos hospitalares
invasivos, formando bioincrustacdo, o que pode levar a infeccbes graves (RENNER;
WEIBEL, 2011).

O desenvolvimento de infec¢bes no ambiente hospitalar em pacientes que estdo nas
unidades de terapia intensiva (UTIs), devido ao grande nimero de procedimentos invasivos
realizados nestes locais e a debilidade do sistema imune dos pacientes. Notadamente a
contaminacdo se da através de dispositivos e equipamentos médicos (NEGRI; SILVA;
REGINI, 2013). As bactérias que se encontram presentes em ambientes hospitalares em
maior frequéncia séo E. coli, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, A. baumanni e Klebsiella.
As mesmas sdo produtoras de biofilmes e decorre em pacientes com problemas e infeccdes
do trato urinario, cirdrgico, uma vez que estas infeccGes estdo associadas a equipamentos
hospitalares (RAMANATHAN; DUANE 2014; VERMA et al., 2016; MOTA; OLIVEIRA,
2017; ALVES et al., 2014)

1.1.3 Formacao de biofilmes em dispositivos hospitalares
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O uso de equipamentos e dispositivos como cateteres e sondas no ambito hospitalar
sdo indispensaveis nas distintas areas da medicina, pois auxiliam na manutencdo das
condicdes fisioldgicas dos pacientes e, apesar de se tratar de equipamentos sofisticados e
elaborados com materiais esterilizaveis, ainda estdo sujeitos & contaminacdo e colonizagdo
por microrganismos (TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013).

Alguns dados estimam que aproximadamente 80% das infec¢cbes no mundo estejam
associadas a presenca de biofilmes em equipamentos hospitalares (TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013). Os principais dispositivos que sofrem a colonizagdo por bactérias e
possuem prospecgdo de presenca de biofilmes sdo os cateteres venosos centrais, valvulas
cardiacas, dispositivos de assisténcia ventricular, endo proteses coronarianas, implantes de
estimulacdo neurologica, proteses articulares e os dispositivos para fixacdo de fraturas e
sondas (CRESPO; FERNANDEZ, 2014).

Ainda, destaca-se a variedade de infec¢cbes humanas causadas pela capacidade que
os biofilmes tém de se desenvolver em tecidos vivos, compondo o denominado biofilme de
mucosa que, conforme Moreira (2011), causa sintomas de infeccdo com cultura negativa e
resisténcia aos antimicrobianos. Com isso, a deteccdo de cepas produtoras de biofilmes se
torna relevante nos ambientes clinicos, pois possibilita a adocdo de medidas adequadas para
minimizar a colonizacdo nas superficies e também oferece a possibilidade para se
estabelecer politicas de controle que permitam evitar a sua formacdo (CASSENEGO et al.,
2013).

Entretanto, observa-se que a disseminacdo de microrganismos pode ocorrer de
formas distintas no ambiente hospitalar. Podendo haver contaminacdo cruzada entre 0s
profissionais de salde e o ambiente que 0 paciente se encontra, e a transmissao pode
ocorrer pelo contato direto e por meio dos procedimentos resultando no desenvolvimento

de diversas infec¢des (Tabela 2).

Tabela 2. Infecgdes associadas a formacao de biofilme bacteriano.

InfeccBes Espécies bacterianas envolvidas

Cérie dentaria Cocos Gram-positivos (Streptococcus spp.)
Periodontite Bactérias bucais anaerobias Gram-negativas
Infeccdes sistematicas Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus
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Pneumonia Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus

] Streptococcus do grupo viridans e Staphylococcus
Endocardite

spp.
Infeccdes urinarias Escherichia coli
Infeccdes renais Bacilos Gram-negativos
InfeccBes em cateter Staphylococcus spp.

endovascular

Fonte: Adaptado Henriques, Vasconcelos e Cerca (2013) e Vermelho, Bastos e Sa (2007).

Um bom exemplo € a sonda vesical que constitui um ambiente propicio a presenca
de comunidades de microrganismos capazes de formar biofilme. Este tipo de sonda tem a
finalidade de promover um fluxo continuo da diurese dos pacientes com alguma obstrucéo
ou incontinéncia, irrigacdo vesical em pacientes no pos-operatorio e a obtencdo de uma
amostra de urina quando esta ndo pode ser obtida de forma satisfatoria espontaneamente
(SILVA; BRANDAO; MEDEIROS, 2014). O tempo de uso prolongado ocasiona
complicacBes ao sistema urinario, sendo necessario atencdo para a retirada no tempo

adequado, prevenindo assim a infeccdo generalizada (MENEGUETI et al., 2012).

Apos a insercdo do cateter vesical, as bactérias que ja estdo presentes e colonizam o
meato uretral podem aderir a superficie do cateter e iniciar a formacdo de biofilme,
podendo estar presentes compostos como acidos nucleicos, proteinas, polissacarideos e
lipidios (SUBRAMANIAN et al., 2012). O biofilme geralmente adere a superficie do
cateter de modo que ndo pode ser facilmente removido, o material de latex siliconizado
favorece em determinado de UTI a incrustacdo do biofilme bacteriano (MOTA,;
OLIVEIRA, 2017). Alguns microrganismos podem estar presentes nesses locais formando
comunidades heterogéneas, como Pseudomonas aeruginosa, que apresenta resisténcia
intrinseca a diversos antibioticos sendo causadoras de infecgbes hospitalares graves
(DOHNT et al., 2011).

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo Gram-negativo, aerdbia, ndo-fermentadora,
ubiquitaria e capaz de causar infec¢cBes oportunistas em humanos, e € considerada um
patégeno de prioridade critica pela Organizacgdo Mundial de Salde (MORADALLI;
GHODS; REHM, 2017). A P. aeruginosa foi descrita por Schroeter em 1972, pertencente a

ordem Pseudomales, da familia Pseudomonadaceae e ao género Pseudomonas (OZEN ET
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AL, 2013). Esta bactéria pode causar uma ampla variedade de infec¢bes agudas e cronicas
com risco de vida, particularmente em pacientes com defesa imunoldgica
comprometida. Tem sido de particular importancia, pois é a principal causa de
morbimortalidade em pacientes com fibrose cistica (FC) e um dos principais patdgenos
nosocomiais que afetam pacientes hospitalizados, sendo intrinsecamente resistente a uma
ampla gama de antibioticos, sendo estes cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e aos
carbapenémicos (MORADALI; GHODS; REHM, 2017).

As infeccdes hospitalares por P. aeruginosa se tornaram um problema de salde a
nivel mundial (ROSENTHAL et al., 2016). Desta forma, pode-se dizer que a P.
aeruginosa € prevalente em ambientes de salde, porque é um companheiro comum de
pacientes sob cuidados medicos e também pode sobreviver em superficies abioticas e
bidticas como equipamentos médicos, resistindo aos metodos de desinfeccdo, sendo
altamente contagiosa (RUSSOTTO et al., 2015). Os casos de infeccdes por esta bactéria
vém aumentando consideravelmente ao longo dos anos, pois esta bactéria é extremamente
resistente a acao de antibidticos (POOLE, 2011).

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o tempo de formacdo de biofilme, em superficies de sondas vesicais
constituidas de latex siliconizado, utilizando Pseudomonas aeruginosa retiradas de
ambiente hospitalar, testando a resisténcia da mesma a antibiéticos comumente utilizados

em meio hospitalar.

1.2.2 Objetivos especificos

Induzir a adeséo e formacéao de biofilme em superficie de latex siliconizado, com as
cepas de P. aeruginosa e ATCC 27853 oriunda de ambiente hospitalar associado a
infeccdes do trato urinario.

Avaliar o tempo de formacdo do biofilme, utilizando técnicas microbiolégicas de
avaliacdo do crescimento bacteriano na sonda vesical, analisando o tempo em que o

biofilme se estabelece na superficie da mesma;
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Testar a resisténcia de ambas as cepas de P. aeruginosa e ATCC 27853 a
antibioticos utilizados em meio hospitalar, com o verificando sua eficdcia no combate aos

microrganismos em questéo.
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CAPITULO 2 - CAPACIDADE DA FORMAC}AO E RESISTENCIA DE BIOFILME
BACTERIANO EM SONDAS VESICAIS DE LATEX SILICONIZADO POR
Pseudomonas aeruginosa

2.1 INTRODUCAO

Biofilmes constituem um modo de crescimento protegido que permite que 0s
microrganismos sobrevivam em ambientes hostis. Esses biofilmes podem se tornar 10-1000
vezes mais resistentes aos efeitos de agentes antimicrobianos do que seus homologos
planctonicos. Assim é dificeis controlar seu crescimento na industria e em ambientes
hospitalares (YORK, 2018). A P. aeruginosa é conhecida por ser um patdgeno oportunista
estando frequentemente associado a infeccGes hospitalares no trato urinério, sistema
respiratério, infecgbes de tecidos moles, dermatites entre outras (PACZKOWSKI et al.,
2017).

Existem muitos tipos de doencas causadas por microrganismos formadores de
biofilme. Dentre elas, as principais sdo as infec¢gdes do trato urinério, sendo este tipo de
patologia um dos mais recorrentes entre a classe de infeccGes nosocomiais. Tal fato se da
devido a utilizagdo frequente de cateteres urindrios que, neste ambito, encontram-se
contaminados devido a falta de cuidados de armazenamento e/ou manipulacédo
(GUGGENBICHLER et al., 2011).
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A formacdo do biofilme em cateteres urinarios causados pela P. aeruginosa também
é reconhecida como um importante causa de infecgdes cronicas devido a sua capacidade de
formar biofilmes, onde as bactérias estdo presentes em agregados envoltos em uma matriz
extracelular autoproduzida e sdo dificeis ou impossiveis de erradicar com o tratamento
antibiotico. P. aeruginosa causa infeccdes cronicas nos pulmdes de pacientes com fibrose
cistica e doenga pulmonar obstrutiva cronica, bem como infeccBes cronicas do trato
urindrio em pacientes com cateter de bexiga permanente, e pneumonia associada ao
ventilador em pacientes entubados, e também é um importante patégeno em feridas
cronicas (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2019). Desta forma, pode-se dizer que a P.
aeruginosa é prevalente em ambientes de salde, devido ser um companheiro comum de
pacientes sob cuidados médicos, podendo sobreviver em superficies abidticas e bidticas
como equipamentos médicos, resistindo aos métodos de desinfeccdo (RUSSOTTO et al.,
2015). As infecgbes bacterianas estdo cada vez mais dificeis de tratar devido ao maior
numero de pacientes com condigdes subjacentes complexas e ao aumento de patdgenos
resistentes as terapias antimicrobianas disponiveis (PIDDOCK, 2016). Quando as bactérias
aderem a uma superficie e formam o biofilme se tornam menos suscetiveis a acdo dos
antibioticos, uma vez que podem ocorrer alteracbes metabdlicas nas células que estdo no
interior do biofilme, que influenciam nas caracteristicas estruturais de permeabilidade do

medicamento de acordo com Jolivet-Gougeon e Bonnaure-Mallet (2014).

As bactérias podem apresentar resisténcia aos antibiéticos através de varios
mecanismos fisioldgicos tanto intrinsecos como extrinsecos (ou adquiridos), sendo que nos
mecanismos intrinsecos a diferenca principal estd na estrutura da parede celular entre
organismos Gram-positivos e Gram-negativos (BLAIR et al., 2015). Nas bactérias Gram-
negativas a membrana externa limita a acdo de varios antibidticos existentes, tornando-os
ineficazes (RANDALL et al., 2013).

As bactérias podem sofrer mutacdes que resultam em alteracBes das estruturas
celulares e inibir o efeito do antibiético (REDGRAVE et al., 2014). As mutacfes podem
resultar em maltiplos mecanismos que podem ser herdados por via de transmissao vertical
do material genético (HUGHES; WEBBER, 2017). Em segundo lugar, as bactérias sdo
capazes de produzir enzimas que podem inativar ou modificar o antibiético (ZHAO; HU,
2013).
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Aléem desses mecanismos de resisténcia, existem o0s chamados mecanismos
fenotipicos de resisténcia, dentre os quais destaca-se a formacao de biofilme. Os biofilmes
sdo produzidos por quase todas as espécies de microrganismos, e sao capazes de aderir as
superficies e formar coldnias encapsuladas, sendo que os biofilmes formados por bactérias
patogénicas sdo os mais estudados, pois sdo reconhecidos como uma fonte de infeccdo
(WINGENDER; FLEMMING, 2011). Um bom exemplo estd na Pseudomonas aeruginosa
que na forma planctonica se agrega em uma superficie biotica ou abiotica via transporte
passivo ndo havendo gasto de energia durante 0 processo ou transporte ativo onde ocorre
gastos, havendo a intervengdo de estruturas especificas, como os flagelos (PERCIVAL;
KNOTTENBELT; COCHRANE, 2011), que auxiliam na sua ades&o.

Diferentes estratégias estdo sendo consideradas para prevenir ou inibir o
desenvolvimento de biofilme. Por exemplo, limitando o estagio de adesdo, a passagem do
formulério plancténico em forma de biofilme, o estdgio de maturacdo ou trocas
intercelulares, mas também reativando as células dormentes ou promovendo a dispersao das
células bacterianas do biofilme (BORDI; BENTZMANN, 2011). Neste contexto, a
resisténcia ou tolerancia conferida as bactérias produtoras de biofilme é responsavel pelo
fracasso de certos tratamentos antibidticos que, impulsionam o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas, combinadas ou ndo, com o tratamento antibiético iniciado (CERI;
OLSON; TURNER, 2010).

Deste modo, este estudo tem por objetivo avaliar o tempo de formacéo de biofilme,
em superficies de sondas vesicais constituidas de latex siliconizado, utilizando ATCC
27853 e isolados de P. aeruginosa provenientes de ambiente hospitalar, testando a

resisténcia das mesmas a antibioticos comumente utilizados em meio hospitalar.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1. Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Foram utilizadas na colonizagdo das sondas vesicais cepas de P. aeruginosa, cedida
apenas trés amostras em microtubos de 2ml retiradas e estocadas da urina de um paciente

pelo laboratério Clinico do HU (Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande
Dourados — HU-UFGD), e a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.
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2.2.2 Preparo das sondas vesicais de latex siliconizado

As sondas vesicais estéreis de latex, foram utilizadas nas anélises de adesdo das
celulas bacteriana e na formacdo do biofilme na superficie deste dispositivo. As sondas
foram cortadas em um tamanho de aproximadamente 1 cm?, em condigdes assépticas com 0
auxilio de uma tesoura esterilizada e exposta a luz UV no comprimento de onda de 260 nm,
por 15 minutos (KOWALCZUCK; GINALSKA; GOLUS, 2010).

2.2.3. Suspensao bacteriana

Para a obtencdo de uma suspensdo bacteriana de aproximadamente 108 UFC/mL, as
cepas foram reativadas a partir da cultura estoque, armazenada em ultrafreezer -70°C em
caldo Brain Heart Infusion (BHI), utilizando alca de platina de 1,6 microlitros e inoculando
em 9 mL de caldo BHI que foi incubado a 37°C por 24h. O caldo foi preparado com uma
adaptacdo de dupla concentracdo, com a finalidade de fornecer nutrientes suficientes para a
reativacdo da cepa. Apos o primeiro ciclo de ativacdo, 1 mL dessa suspensdo foi transferido
para outro tubo contendo 9 mL de caldo BHI e depois incubado novamente nas mesmas
condicdes do primeiro ciclo, totalizando 10 mL de suspensédo bacteriana com dois ciclos de
ativacdo (LEE et al., 2017).

2.2.4 Inducéo do biofilme

Os cupons de prova foram imersos em 200 mL de meio de cultura enriquecido
(BHI) em concentracdo dupla com 10 mL de suspensdo bacteriana. Foram incubados a
37°C por 262 horas, sem troca do meio de cultura durante o periodo de incubacdo havendo
meio suficiente para o enriquecimento microbiano (BRITO et al., 2007).

A avaliagdo do desenvolvimento do biofilme foi realizada em doze tempos de
contato, sendo estes tempos 0, 1h, 2h, 3h, 5h, 9h, 22h, 34h, 54h, 70h 127h e 262h (12 dias).
Estes tempos foram selecionados préximo aos tempos encontrados na literatura. O tempo 0
(zero) correspondeu a analise logo apos a imersdo dos cupons de prova no meio de cultura
juntamente com a suspensdo bacteriana, a fim de avaliar a possivel interagdo do

microrganismo com a superficie neste primeiro momento (KOSTAKI et al., 2012).
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2.2.5 Avaliacao da adesdo das células vegetativas

A cada tempo de andlise realizado, os cupons foram retirados com o auxilio de uma
pinga, dispostos em placas de Petri esterilizadas e forrada com papel filtro para a retirada do
excesso de células planctdnicas. Em seguida os cupons foram adicionados em tubos
contendo 10 mL de solucdo tampéo fosfato e homogeneizados manualmente durante 15
minutos no vortex, com a finalidade de remover o biofilme formado para posterior
contagem das células viaveis. Foi retirado 1 mL das suspensdes bacterianas
homogeneizadas para o preparo de diluicdes seriadas até 102° em tubos de ensaio contendo
9 mL de agua peptonada tamponada. Essas diluicbes foram plaqueadas, pela técnica de
incorporacdo, em Plate Count Agar (PCA) e incubadas a 37 °C/24 horas. Os resultados da
contagem das células viaveis foram expressos na unidade de Log UFC/cm2 por cupom de
sonda avaliado (LEE et al., 2017). Valores acima de 5 Log UFC/cm? foram considerados
positivos para biofilme estabelecido, com isso foi analisado o desenvolvimento da curva de
crescimento e adesdo bacteriana nos doze tempos, havendo posteriormente a contagem de
celulas vidveis para determinacdo desta populacio (ANDRADE; BRIDGEMAN;
ZOTTOLA, 1998).

2.2.6 Perfil de resisténcia a antibidtico

Na avaliacdo de perfil de resisténcia bacteriana aos antibidticos, as mesmas se
encontravam em estado planctonico e aderida a superficie. A concentracdo inibitoria
minima (MIC), de acordo coma metodologia preconizada pelo Clinical and Laboratory
Standards Insitute (CLSI 2019), foi utilizada para realizacdo do teste da eficiéncia dos
antibioticos mediante as condi¢cGes em que o biofilme se encontra estabelecido. O teste foi
adaptado para 0 mesmo protocolo de concentracBes estabelecidas pela CLSI, havendo
substituicdo da suspensédo bacteriana ajustada para a escala de McFarland 1,5 x 108 usado
como inoculo, os cupons (sonda vesical de latex siliconizado) aderidos com o biofilme
estabelecido. Foi adicionado na placa de elisa 2 mL de caldo Muller Hinton diluido com
antibioticos e incubados a 37 °C/24 horas. Os antibidticos testados foram amicacina,
ceftazidima, ciprofloxacina, cefepime, gentamicina, imipenem, levofloxacina e meropenem

(CLSI 2019). Posteriormente ao periodo de incubacdo os cupons foram retirados e
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adicionados a 10 ml no tubo falcon com solucéo tampéo fosfato e rinsado por 5 minutos no
vortex, foi realizada a mesma técnica de diluicdo e plaqueamento para que houvesse a

obtencdo do numero de células viaveis.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A dindmica observada no desenvolvimento do biofilme bacteriano nas situacdes de
células plancténicas aderidas houve diferenca apenas no numero de ciclos como
demonstrado na (Figura 1), com isso as duas cepas obtiveram um comportamento celular
esperado, havendo repetibilidade nas fases do desenvolvimento bacteriano. Pode-se
observar que ambos 0s microrganismos apresentaram semelhanca no perfil de crescimento
do biofilme nos tempos analisados, havendo diferenca somente no seu comportamento nos
doze tempos em relagdo ao tempo de cultivo.

Os resultados demonstrados na figura 1, observa-se que o tempo inicial de Oh
(zero), a P. aeruginosa apresentou 20,0 Log UFC/mL e ATCC 27853 22,0 Log UFC/mL,
sendo que é populacdo o suficiente para iniciar o processo das células plancténicas
aderindo-se a superficie de sonda vesical. Observou-se que a quantidade de populacéo ativa
de P. aeruginosa e ATCC 27853 foi de 18,0 Log UFC/mL e 22,0 UFC/mL para o tempo de
2h. O desenvolvimento do biofilme bacteriano observado na figura 1, exibe o
comportamento dos periodos de crescimento exponencial, caracterizando as etapas do ciclo
de um biofilme, com disponibilidade de células planctdnicas para o processo de liberagdo
da mesma, assim como células aderidas na superficie como biofilme maduro. E notavel que
a bactéria selvagem teve desenvolvimento constante em todos os periodos analisados
comparado a ATCC 27853.

Segundo Ramanathan e Duane (2014) a etapa de adesdo de biofilme na superficie de
sonda vesical de latex do biofilme pode ocorrer de 1 a 3 dias. Isso se deve a uma mistura
adaptada de superficies hidrofilicas e hidrofobicas, permitindo assim a colonizacdo por
diversos microrganismos. Os mais comuns encontrados neste tipo especifico de superficie
sdo os microrganismos Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Através dos resultados estabelecidos por métodos quantitativos de contagem de
células viaveis expressos em UFC/cm? em cada cupom, houve a confirmagéo da adeséo do
biofilme em sondas vesicais, demonstrando as interagdes que ocorreram entre as bactérias e
0 material utilizado (KOWALCZUK et al., 2012).
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O papel do biofilme na resisténcia ao agente antibacteriano é envolvido por varios
mecanismos. Pode-se observar que no teste de susceptibilidade (MIC) realizado nas
condi¢bes de adesdo do biofilme bacteriano a sonda vesical de latex siliconizado a
Pseudomonas aeruginosa obteve resisténcia a dois antibidticos sendo o imipenem e
meropenem, e demonstrando sensibilidade aos outros antibioticos testados (CLSI 2019).
Segundo Guo et al.,, (2020) a P. aeruginosa ATCC 27853 foi resistente a diversos
antibioticos incluindo ampicilina, tetraciclina e clorafenicol, o mesmo relata que os
antibidticos foram eficazes em terapia para tratar de infec¢bes de patdgenos microbianos,
entdo a funcdo ecoldgica dos antibiodticos tem sido de grande importancia na descoberta de
novos antibidticos mais eficazes para combater na adesdo do biofilme bacteriano.

Durante a analise do MIC de células em biofilme, observou-se visivelmente uma
turbidez do meio em algumas concentracdes, indicando o desenvolvimento bacteriano e
resisténcia aos agentes, porem para que avalie a presenca de células viaveis e eliminacgdo de
resultados falsos positivos, foi feita a técnica de plaqueamento em incorporacdo em agar,

para que posteriormente pudesse confirmar o crescimento bacteriano.

FIG 1. Cinética de Crescimento Bacteriano das células plancténicas em Log UFC/mL de
Pseudomonas aeruginosa e ATCC 27853 em fungéo do tempo.

Desenvolvimento do biofilme bacteriano
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estando aderidos nos cupons. As bactérias Pseudomonas aeruginosa e ATCC 27853 em Log UFC/mL™*
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(logaritmo da unidade formadora de col6nias). O tempo de 262h néo foi adicionado por ndo obter contagem

de células viaveis.

Tabela 1. Perfil Antimicrobiano da concentracdo inibitéria minima (MIC) da Pseudomonas

aeruginosa.

MICs (ug/mL)
Amicacina Cefepime Ceftazidma  Ciprofloxacina Gentamicina Imipenem Levofloxacina Meropenem
<:8* 8*** 4* 05* <:2* >8*** 2* >8***

Sensibilidade do biofilme bacteriano aos antibi6ticos estdo apresentados da seguinte forma (*) sensivel e

(***) resistente.

2.4 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a formacdo e adesdo do biofilme bacteriano em
sondas vesicais de latex siliconado nos tempos determinados, havendo alteracBes na
formacdo desta populagdo. Os antibi6ticos utilizados para o teste (MIC) na P. aeruginosa,
dois deles foram resistentes ao biofilme bacteriano, meropenem e imipenem, j& na
amicacina, cefepime, ceftazidma, ciprofloxacina, gentamicina e levofloxacina foram
sensiveis ao microrganismo. As analises da dindmica de adesdo e do mecanismo de
resisténcia bacteriana que estavam presentes nos cupons (sonda vesical) sdo de extrema
importancia para analises mais aprofundadas e prevencédo do biofilme bacteriano.

Os dados obtidos neste estudo auxiliardo nas informac6es de tempos de formacdo e
adesdo do biofilme bacteriano, frente aos antibioticos eficazes na inibi¢cdo da mesma. Com

isso servirdo como base para discutir novos métodos de interrupcao do biofilme bacteriano.
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