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RESUMO

Leptospirose € uma zoonose causada por uma bactéria que sobrevive por muito
tempo em condicbes ambientais adequadas. Biofilmes sdo agregacdes de micro-
organismos, apresenta uma arquitetura definida, e fornece um ambiente ideal para a
troca de material genético entre as células, além de proporcionar protecéo, resisténcia
a temperatura e a antimicrobianos. Como ocorre com outras espiroguetas, a
leptospira pode alterar a sua morfologia de acordo com as variacdes ambientais, e
estas alteragfes incluem a formacao de biofilmes. Porém s&@o poucas pesquisas com
biofilmes produzidos por Leptospira spp, principalmente de estirpes de quadros
clinicos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a formacdo de biofilme por quatro
estirpes clinicos de Leptospira Interrogans sorovares Icterohamorragiae e Canicola.
Para avaliacdo de biofilmes in vitro e susceptibilidade antimicrobiana os sequintes
testes: teste de adesdo em placa de poliestireno, quantificacdo de proteina e
polissacarideo, teste para concentracdo inibitéria minima com trés antimicrobianos e
trés doses diferentes. Para visualizacdo do biofilmes formados foi realizada
microscopia confocal a laser. No teste de adesdo a placa, todos estirpes foram
fortemente aderentes, caracterizados com maior quantidade de polissacarideo do que
proteina. Testes mostraram que estirpes patogénicas de Leptospira spp desta
pesquisa formaram biofilme e, estes possuem alta resisténcia antimicrobiana para
doses e antibidticos que sdo utilizados de forma rotineira na clinica de animais e

humanos para doenca.

Palavras chaves: Agregacao celular, Antibioticos, Leptospirose
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ABSTRACT

Leptospirosis is a zoonotic disease caused by a bacterium that can live a long time in
appropriate environmental conditions. Biofilms are aggregations of microorganisms,
has a defined architecture, and provides an ideal environment for the exchange of
genetic material between cells, beyond to providing protection, temperature resistance
and antimicrobial. As it happens with other spirochetes, the leptospira can change
their morphology according to environmental changes, and these changes include the
formation of biofilms. However are few research with biofilms produced by Leptospira
spp, especially on isolated from clinical frames. The aim of this study was evaluate
biofilm formation by four clinical isolates of Leptospira interrogans serovar
Icterohaemorrhagiae e Canicola. For evaluation of biofilms in vitro and antimicrobial
susceptibility, the following tests were performed: adhesion test on polystyrene plate,
guantification of protein and polysaccharide, test for minimum inhibitory concentration
with three antimicrobials drugs and three different doses. For visualization of the
formed biofilm was performed confocal laser microscopy. In the adhesion test on
polystyrene plate, all isolates were strongly adhered, characterized as having more
polysaccharide than protein. In this research, tests shown that the isolated pathogenic
of Leptospira spp has formed biofilm, and they possess antimicrobial resistance to
high doses of antibiotics that are used routinely in animal and human clinical.

Key words: Cell aggregation, Antibiotics, Leptospirosis



CAPITULO | - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducéo

Leptospirose € uma zoonose de importancia global, causada pela
infeccdo por espécies de leptospiras patogénicas (LEVETT et al,
2001).Podendo ser transmitida por qualquer animal, e pelos seres
humanos.

Leptospiras colonizam os tubulos renais de animais carreadores.
Muitos destes hospedeiros sdo assintomaticos e contaminam o0 meio
ambiente através da urina. O homem é hospedeiro terminal da doenca, e
pode se contaminar pelo contato direto com animais infectados ou pelo
contato com ambiente contaminado com a urina de animais carreadores
(BHARTI et al., 2003; FAINE et al., 1999).

A maior parte da atividade bacteriana na natureza nao ocorre com
as células individualizadas crescendo na forma planctdnica (livre), e sim,
com as bactérias sésseis, organizadas em biofilmes.Um biofilme consiste
em um grupo de células bacterianas organizadas em diferentes graus de
complexidade, aderidas a uma superficie bidtica ou abibtica e cercadas por
uma matriz de polimero organico, o exopolissacarideo (EPS) (O’'TOOLE et
al., 2000; SAUER, 2003). A formacéao de biofilme por Leptospira spp pode
desempenhar um papel importante na sua capacidade de sobreviver em
diversos habitats ambientais, incluindo no hospedeiro (RISTOW et al, 2008)

Bactérias de importancia meédica que podem suportar respostas
imunologicas do hospedeiro, e ha evidencias de que as bactérias que
produzem biofilme sdo menos susceptiveis aos antibioticos e biocidas do
gue a sua planctonicos homoélogos (ANDERSON;O'TOOLE,2008;
HALLSTOODLEY; STOODLEY,2009).Na verdade, infeccbes com presenca
de Dbiofilmes sdo de 10 a 1000 vezes mais resistentes aos agentes
antimicrobianos (OLSON et al, 2002; CERI et al., 2010).

Resaltando a importancia de mais estudos sobre biofilme formado

por leptospira para auxiliar na prevencéo da doenca e tratamento de casos
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cronicos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a produgéo de biofilme de

estirpes clinicos de Leptospira spp.

2. Leptospirose

2.1 Etiologia e Conceito

O termo leptospirose deve ser usado para descrever as infec¢des
por Leptospira, tanto em humanos quanto em animais (SHAMA; YADAYV,
2008). Trata-se de uma doenca de distribuicdo mundial, que constitui um
sério problema de saude publica, por apresentar ampla variedade de
hospedeiros, incluindo o homem, grande nimero de mamiferos de vida
livre, animais domésticos, anfibios e répteis (MCBRIDEM et al., 2005;
CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009), sendo assim, uma doenca considerada
de notificacdo obrigatéria segunda a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (OIE, 2014) e de acordo com a Normativa n°® 50 de 24 setembro de
2013, o Ministério de estado da agricultura, pecuaria e abastecimento,
declara doenca de notificacdo obrigatéria de qualquer espécie .

Em sua morfologia, as Leptospiras se caracterizam por serem
organismos espiralados delgados com 0,1 ym x 6 a 20 um. S&o aerdbios
restritos, Gram-negativos e méveis. As células tipicas tém um gancho em
cada extremidade que confere a elas a forma de S ou C (HIRSH e ZEE,
2003).



Figura 1. Fotomicrografia Leptospira spp
Fonte: ADLER e MOCTEZUMA, 2010

As leptospiras sdo aerdbicas obrigatorias e sua multiplicacdo é 6tima
em temperatura (28-30°C) e ph compreendido entre 7,2- 7,4,sendo
sensiveis ao ph &cido e dessecacdo (BRASIL, 1995). Apresentam
membrana citoplasmatica e parede celular envolta por uma membrana
externa com dupla camada composta de proteinas, fosfolipideos e
lipopolissacarideos (LPS) na camada externa, que em condicdes
desfavoraveis de pH, temperatura e em ambientes secos resultam em uma
desorganizacado deste envelope, com consequente destruicdo do agente
(FAINE et al, 1999).

Em 1989, as leptospiras, ordem Spirochaetales, estavam divididas
em duas espécies, de acordo com critérios antigénicos: Leptospira
interrogans da qual faziam parte todas as cepas patogénicas, e Lesptospira
biflexa contendo cepas saprofitas isoladas do ambiente (MINEIRO, 2007).
A partir de 2007, no Equador, o Subcomité de Taxonomia para
Leptospiraceae, decidiu agrupar as espécies de acordo com seu genoma.
Desta forma, atualmente, existem 13 patogénicas: Leptospira alexanderi,
Leptospira alstonii, Leptospira borgpetersenii, L.eptospira Inadai, Leptospira
interrogans, Leptospira fainei, Leptospira kirschneri, Leptospira licerasiae,
Leptospira Noguchi, Leptospira santarosai, Leptospira terpstrae, Leptospira
weilii, Leptospira wolffi, com mais de 260 sorovares, tendo a possibilidade

de outras espécies novas.
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As espécies saprofitas incluem Leptospira biflexa, Leptospira meyeri,

Leptospira yanagawae, Leptospira kmetyi, Leptospira vanthielii e Leptospira
wolbachii e contém mais de 60 sorovares (ADLER e MOCTEZUMA, 2010).

A classificacdo do sorovar de Leptospira é baseada na expressado

dos epitopos do lipopolissacarideo (LPS) expostos em sua superficie. A

membrana externa € composta por LPS estruturais e funcionais, sendo que

uma grande proporcao dessas proteinas sao lipoproteinas como a LipL32,
LipL21, LipL41l (ADLER ; MOCTEZUMA, 2010).

Quadro 1- Principais espécies e seus sorovares na leptospirose animal

(Adaptado de acordo com Gomes, 2013)

Especie(s) Sorotipo(s) Hospedeiro primario
Bovinos interrogans Fomona suinos
borgpetersenii Hardjo bovinos
kirschneri Grippotyphosa suUinos
interrogans Icterohaemorragiae roedores
interrogans Canicola caninos
Ovinos interrogans Fomona suUINos
Caprinos interrogans Icterohaemorragiae roedores
interrogans Canicola caninos
Fomona suUinos
Suinos interrogans Fomona suinos
kirschnerr Grippotyphosa suinos
interrogans Canicola caninos
interrogans Icterohaemorragiae roedores
Bratislava sUINOS e equUINOs
Equinos interrogans Icterohaemorragiae roedores
interrogans Pomona/ Pyrogenes / Casteloni | suinos
borgpetersenii Hardjo bovinos
Caninos interrogans Canicola Caninos
Suinos interrogans Icterohaemorragiae roedores
interrogans Pomona suinos




2.2 Fatores epidemiolégicos no Brasil

No Brasil, as investigacfes epidemiolégicas efetuadas em animais
domésticos e silvestres, em diferentes ecossistemas e estacdes do ano,
tem apresentado resultados diversos e ja possibilitaram o isolamento, em
diversas ocasifes, de estirpes de leptospiras consideradas como sorovares
autéctones de sorovariedades unicamente registradas no pais (SILVA,
2015).

A doenca é sazonal, com picos de incidéncia ocorrendo durante as
estacBes chuvosas nos paises de clima quente e no verdo ou no outono
em paises de clima temperado (LEVETT, 2001). Segundo o Ministério da
Saude no Brasil, a leptospirose humana é uma doenca endémica,
tornando-se epidémica em periodos chuvosos, principalmente nas capitais
e areas metropolitanas, devido as enchentes associadas a aglomeracao
populacional de baixa renda, a condi¢cbes inadequadas de saneamento e a
alta infestacdo de roedores infectados ( TASSANARI et al., 2004)

2.3 Transmissao

A Leptospira spp. pode ser transmitida a hospedeiros diretamente
pela urina de animais infectados ou indiretamente por meio da agua, solo,
lama contaminada e fomites (SANTA ROSA et al.,, 1980; NEIBERGS e
ZANELLA, 2010; LIMA, 2013). As vias de eliminagdo implicadas com a
disseminacdo da leptospirose incluem urina, sémen, produtos do
abortamento e secrecbes vaginais (EILLIS et al., 1985, 1986). Animais
selvagens como morcego e veado, animais domésticos como cées e gatos
e de interesse econdmico como bovinos, suinos e equinos compdem a lista
de hospedeiros desta bactéria (KO et al., 2009)

Os cées, na zona urbana, podem adquirir a infeccdo pela
convivéncia com outros cées infectados, bem como ratos que urinam em

areas comuns. Sao consideradas as principais fontes de infeccdo da
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leptospirose humana, uma vez que podem eliminar as leptospiras vivas,
por varios meses, sem apresentar sinais clinicos.

A persisténcia de focos de leptospirose se deve aos animais
infectados, convalescentes e assintomaticos, que servem como fonte
continua de contaminagcdo ambiental. Segundo Barwick et al. (1998), altos
percentuais de animais positivos poderiam refletir o manejo higiénico-
sanitario deficiente, pois uma das principais fontes de transmissao € a urina
gue contamina o pasto, a agua e os alimentos. Além disso, outros fatores
estariam associados a manutencdo dessa doenga no meio ambiente,
como: a aquisicdo de animais infectados; espécies diferentes criadas em
areas comuns; acesso a fontes de agua contaminadas (riachos, rios,
alagamentos).

A transmissdo da leptospirose depende das condicbes que
favorecam a sobrevivéncia do microrganismo no ambiente, do nimero de
animais portadores na populacao e do periodo pelo qual o animal elimina a
bactéria (HUNTER, 2004). Dentre esses fatores destacam aqueles que
aumentam a viabilidade das bactérias no ambiente. Alguns estudos
experimentais confirmam que as leptospiras podem ficar até 180 dias
viaveis no ambiente com condicfes ideais de pH, umidade e protecédo a
raios solares (SANTOS, 2014).

2.4 Fatores de viruléncia da bactéria

O primeiro fator de viruléncia geneticamente descrito foi a
lipoproteina de membrana externa, Loa22. Essa apresenta um motivo
semelhante a OmpA e é expressa durante a infeccdo aguda. Loa22 é
também altamente conservada entre as espécies patogénicas, reafirmando
0 seu papel na viruléncia. Contudo ainda ndo se sabe a sua funcao, além

dessa apresentar um homologo em L. biflexa (PICARDEAU et al., 2008).
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Com o recente desenvolvimento de ferramentas moleculares para a
manipulacdo genética das leptospiras, varios candidatos a fatores de
viruléncia tém sido identificados. Destes, incluem moléculas de adeséo, o
LPS, proteinas de membrana externa e as hemolisinas. Essa adesao das
leptospiras nos componentes dos tecidos do hospedeiro é o primeiro passo
para o0 estabelecimento da infeccdo e patogénese da doenca
(EVANGELISTA; COBURN, 2010).

Na membrana externa, o LPS constitui o principal antigeno das
leptospiras, que apesar de ser estruturalmente semelhante ao de outras
bactérias Gram negativas, apresenta uma toxicidade 12 vezes menor para
camundongos quando comparado ao LPS de Escherichia coli. A menor
endotoxicidade do LPS das leptospiras pode ser atribuida a uma alteracao
na composi¢do do lipideo A, que possui uma unidade dissacaridica de
glucosamida metilada e fosforilada. Esta caracteristica Unica encontrada no
LPS destas espiroquetas também contribui para uma atividade imune
especifica, com ativacdo do receptor Toll-like 2 (TLR2) ao invés do TLR4, o
receptor classico de LPS (HAAKE; MATSUNAGA, 2010)

O LPS é o determinante antigénico de leptospiras. Numa infeccao
por leptospiras o sistema imune direciona a produgcdo de anticorpos
principalmente contra o LPS (DE LA PENA-MOCTEZUMA et al., 1999;
FAINE et al., 1999).0 LPS é importante para estabilidade da membrana de
enterobactérias e pode ser essencial tanto para a viabilidade de leptospiras
e como para a letalidade delas.

As proteinas de membrana podem mediar o transporte de
substancias e cumprir papéis funcionais importantes na atuacdo de
mecanismos de patogénese, papeéis enzimaticos e facilitar a colonizacéo
renal. Adicionalmente estas proteinas podem ter papel na imunogenicidade
durante a infeccdo (CULLEN et al., 2005). As lipoproteinas com maior
abundancia na superficie de L. interrogans sao LipL32 (ou Hapl), OmpL1,
LipL21 e Lip41l (CULLENu et al., 2005; HAAKE et al., 2000). A lipoproteina
com maior numero de copias por célula é a LipL32, com mais de 38.000
copias por célula (MALMSTROM et al., 2009)
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As leptospiras sdo bactérias que dependem do ferro para crescer e
se multiplicar, os sorovares patogénicos produzem hemolisinas que
destroem eritrocitos, liberando na circulagdo uma grande quantidade do
ferro complexado do grupo heme, ja que este nutriente ndo é facilmente
encontrado na forma livre no hospedeiro (LOUVEL et al., 2006). Logo, a
capacidade de gerar hemolise parece ser essencial para a sobrevivéncia e
para o sucesso reprodutivo das leptospiras patogénicas, ndo ocorrendo, no

entanto, este processo nos sorovares saprofitas (CARVALHO et al., 2010).

2.5 Diagndéstico

O diagnéstico pode ser realizado a partir de amostras de sangue,
urina, liquido cefalorraquidiano ou de tecidos durante a necropsia (MUSSO;
LASCOLA, 2013). A leptospirose pode ser diagnosticada a partir de
investigacdes clinicas e epidemioldgicas, aliadas as provas laboratoriais
(SHARMA; YADAV, 2008; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009; MUSSO;
LASCOLA, 2013; PICARDEAU, 2013).

A SAM (Soroaglutinagdo Micréscopia em Campo Escuro) ha mais de
um século é o diagnostico mais utilizado, sendo o método de referéncia
preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude (FAINE et al., 1999;
LEVETT, 2001; SHAMA; YADAYV, 2008; CERQUEIRA; PICARDEAU, 2009;
MUSSO; LASCOLA, 2013). Geralmente, s&o utilizadas 24 estirpes
representativas dos diversos sorogrupos de bactérias patogénicas
existentes. Para isso, necessita-se da manutencdo de colecdes de
bactérias vivas que contemplem esses sorogrupos. Consideram-se
positivos 0os soros que tenham 50% de aglutinacdo em comparacdo ao
controle negativo, onde néo é aplicado soro (PICARDEAU, 2013).

O cultivo e isolamento bacteriano, e a técnica da rea¢cdo em cadeia
da polimerase (PCR) detectam, respectivamente, a leptospira patogénica
ou seu acido nucleico. Ambos auxiliam na deteccdo da fase aguda da

doenca, quando ainda ndo sdo observados anticorpos especificos. Eles

18



também podem confirmar a infeccdo ativa em animais positivos aos testes
sorolégicos, mas com historico de vacinagdo contra leptospirose (SYKES et
al., 2011).

Para o cultivo de Leptospira spp, comumente, utiliza-se o meio semi-
solido de Fletcher ou o meio liquido de Ellinghausen-McCullough-Johnson-
Harris (EMJH), enriguecidos com soro de coelho ou soro bovino (SHARMA;
YADAYV, 2008).

O método de ELISA (Enzime Linked ImmunoSorbent Assay) € um
teste que possibilita a pesquisa de anticorpos das classes IgM e algumas
vezes IgG (WHO, 2003). O teste apresenta alta sensibilidade durante a
fase aguda da doenca (a partir da primeira semana) (KEE, 1994), porém,
0s niveis de anticorpos néo refletem o estado imune do animal (YAN et al.,
1999).

2.6 Controle e tratamento

Os inquéritos sorolégicos com determinacdo dos fatores de risco
exercem um papel de relevancia indiscutivel no controle da leptospirose,
pois permitem o conhecimento dos diferentes sorovares existentes em
determinada regido (FAINE et al.,1999), bem como as condicbes
associadas a maior ocorréncia da infeccao, o que possibilita a elaboracéo
de medidas de prevencéao e controle e a aplicacdo das mesmas de maneira
correta e eficaz (PIMENTA et al., 2014).

Além disso, sao utilizadas bacterinas para proteger contra a doenca,
animais como cées, gatos ou gado, porém nao evita a continua excrecao
de leptospiras pela urina (KOIZUMI, WATANABE, 2005).

Para tratamento tem ampla variedade de drogas antimicrobianas
gue leptospira séo sensiveis. Estudos in vitro comprovam alta sensibilidade
a peniciina G, a ampicilina, a amoxilina, a eritromicina e as
fluoroquinolonas. S&o relativamente resistentes a cefalotina, ao clorafenicol

e as sulfonamidas. Dos diversos produtos ensaiados para tal fim, a
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estreptomicina aplicada pela via parenteral, usualmente na concentracao
de 25 mg/kg de peso vivo, tem sido a medicagédo de escolha, embora
algumas restricdes tenham sido discutidas quanto a presenca de residuos
deste antibidtico nos alimentos de origem animal (GUIMARAES, et al.,
1982/1983; ELLIS 2006; PRESCOTT , 2006)

Foi proposta uma associacdo entre penicilina e di-
hidroestreptomicina, havendo, assim, um sinergismo entre as drogas.
Enguanto a penicilina age na parede da leptospira, a di-hidroestreptomicina
inativa a sintese proteica. No entanto, o uso de drogas que provocam a lise
bacteriana deve ser cauteloso em virtude da liberacdo de endotoxinas na
corrente sanguinea, com efeitos adversos para o hospedeiro (ELLIS, 2006;
PRESCOTT, 2006).

Penicilinas e a doxiciclina sdo tradicionalmente os farmacos de
escolha para o tratamento da leptospirose em humanos e cdes. Baseado
em dados, a realidade consensual recomenda o tratamento da leptospirose
canina com doxiciclina na posologia de 5 mg/kg via oral (VO) ou
intravenosa (IV) a cada 12 horas por duas semanas, porém a duracgédo ideal

do tratamento requer investigacfes adicionais (LIMA, 2013).

3. Biofilme

Nos ultimos anos, o numero de doencas infecciosas cronicas
aumentou significativamente. Tal fato despertou o interesse da comunidade
cientifica em investigar as possiveis causas que levam a persisténcia de
tais infeccbes. A microbiologia tradicional caracterizou durante anos as
células encontradas em suspensdes como plancténicas (WIDGEROW,
2008). Estas células foram exaustivamente avaliadas, isoladas e
identificadas. Algumas das bactérias planctbnicas estudadas tém a

capacidade de aderir em varias superficies, formando biofilmes.
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As infec¢bes bacterianas agudas, em que células plancténicas sao
capazes de causar doencas em humanos e animais por meio de ataques
especializados, tém sido combatidas com vacinas e antibioticos (DONLAN;
COSTERTON, 2002; FUX et al., 2005; APARNA; YADAV, 2008).

Os micro-organismos evoluiram e desenvolveram uma estratégia de
crescimento através da formacao de biofilme. Tal fenbmeno é impulsionado
pelo principio da sobrevivéncia, como mecanismo de adaptacdo ao stress
ambiental. Sua estrutura evolui ao longo do tempo e permite a construcao
de uma coesa e robusta comunidade de células com forte comunicacao
intercelular (DONLAN; COSTERTON, 2002; FUX et al., 2005; APARNA,;
YADAYV, 2008).

O biofilme consiste de col6nias de bactérias da mesma espécie ou
ndo, inseridas em uma matriz polimérica extracelular produzida por elas
(COSTERTON et al.,, 1995). Essa estrutura estabelecida do biofilme
compreende células microbianas e exopolissacarideos (EPS), que
apresenta uma arquitetura definida, e fornece um ambiente ideal para a
troca de material genético entre as células. A mesma constitui ainda como
forma de protecdo que permite ao microrganismo sobreviver em ambientes
adversos.

Muitas teorias tém sido propostas com relacdo a dinamica de
formacdo de um biofilme, mas algumas etapas fundamentais sao
concordantes em todas elas, as principais sao: contato, adesao, formacao
de microcoldnias, maturacdo e desprendimento (figura 2), as mesmas sao
dependentes da influéncia do meio ambiente e das caracteristicas
genéticas das bactérias (O'TOOLE et al., 2000).

Os biofilmes, assim como outras comunidades, sdo formados
gradualmente ao longo do tempo. Para esta formacao, existe um ciclo
composto geralmente por cinco estagios (APARNY; YADAV, 2008). No
estagio I, ocorre a fase de fixagdo inicial a superficie, a qual pode levar
apenas alguns segundos ou minutos para sua ativacéo. E provavel que sua
inducdo ocorra através de sinais ambientais, pela presenca de nutrientes,

temperatura, pH, concentracdo de oxigénio e ferro. Além disso, a sintese
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de adesinas, pili, polissacarideos e a formacdo de agregados também
podem influenciar o processo de fixagdo inicial a um substrato
(CHMIELESWSKI ; FRANK, 2003; APARNA ; YADAV, 2008).

ApOs o primeiro estagio, as bactérias devem manter o contato com a
superficie. Porém, para que desenvolvam um biofime maduro, é
necessario que a adesdo se torne irreversivel. Para tal, precisam se
multiplicar e ancorar seus apéndices, 0 que caracteriza o estagio Il. Depois
da aderéncia irreversivel a superficie, as bactérias emitem sinais quimicos
gue auxiliam na comunicacgéo entre as células bacterianas. Uma vez que a
intensidade do sinal excede um determinado nivel de limiar, os
mecanismos genéticos subjacentes para producdo de exopolissacarideos
sao ativados (LACERDA, 2014).

O estagio Ill de desenvolvimento, também conhecido como
maturacdo I, resulta na producdo de matriz exopolimérica e consequente
formacdo de microcolbnias (STOODLEY et al.,, 2002; APARNA; YADAV
2008). O estagio IV ou maturacao Il se inicia quando o biofilme alcanca sua
espessura final. Durante esta etapa, o biofilme adquire arquitetura
complexa com canais e poros, formando uma estrutura tridimensional, a
gual pode ser bem espessa e visivel a olho nu. Assim, torna-se possivel
caracteriza-lo morfologicamente, observando-se propriedades como
espessura, densidade e forma (STOODLEY et al., 2002).

O estagio V caracteriza-se pela dispersdo celular e fechamento do
ciclo. A dispersdo é o termo geralmente utilizado para descrever o
destacamento de células (individuais ou em grupos) de um biofilme. O
destacamento ativo € um evento fisiologicamente regulado e esta
relacionado com a transicdo para o fendtipo planctonico das células
bacterianas que estdo deixando o biofilme. Em geral, o ultimo estagio
comeca varios dias apdés o estagio IV (ALLISON et al., 1998; APARNA;
YADAYV, 2008).De acordo com figura abaixo.
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Figura 2. Representagdo dos estagios de desenvolvimento de um biofilme
microbiano. Fonte: VERMELHO et al., 2008
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reversivel irreversivel microcolénias e maturagao maduro destacamento
(segundos) | (segundos ou minutos) (horas ou dias) (dias ou meses)
1 <
]
Baclérias /? i
i

Matriz extracelular Canais

3.1 Principais micro-organismos formadores de biofilme

Dos micro-organismos frequentemente encontrados no biofilme, as
bactérias apresentam-se como o0 grupo predominante. As elevadas taxas
de reproducdo, grande capacidade de adaptacdo e de producéo de
substancias e estruturas extracelulares, sdo as principais caracteristicas
gque fazem das bactérias organismos com grandes capacidades de
producdo de biofilme. Pseudomonas, Bacillus, Flavobactrium,
Staphylococus, sdo 0s géneros mais comuns de bactérias produtoras de
biofilme ainda que umas apresentem, naturalmente, uma maior aptidao que

outras.
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Surtos provenientes da transferéncia de micro-organismos de
biofilmes foram relatados para patégenos como Listeria monocytogenes,
Yersinia  enterocolitica, = Campylobacter jejuni, Salmonella  spp.
Staphylococcus spp. e Escherichia coli 0157:H7 (SIMOES et al., 2010). O
problema da formagdo de biofimes nas inddstrias de alimentos esta
correlacionado a disseminacao de genes de resisténcia a antimicrobianos
de uso clinico vem sendo destacado (BRIDIER et al., 2015).

Dentre 0os micro- organismos psicrotroficos, espécies dos géneros
Pseudomonas sp. e Bacillus sdo frequentemente isoladas de amostras de
leite cru refrigerado por estarem disseminadas no ambiente. Estas se
destacam pela producdo de enzimas extracelulares termoestaveis,
principalmente proteases e lipases, as quais contribuem significativamente
para a reducdo da qualidade do leite e de produtos lacteos, mesmo apés a
aplicacdo de tratamentos térmicos (CARVALHO et al., 2006).

Bacillus cereus destaca-se pela producdo de endosporos e por
causar intoxicacdes de origem alimentar (PENG et al.,, 2001). Em uma
planta comercial da industria de laticinios, essa espécie representou mais
do que 12% da microbiota constituinte dos biofilmes (SHARMA ; ANAND,
2002).

Os biofilmes também sdo uma ameaca a saude publica quando
presentes em alimentos nédo industrializados como brotos, vegetais frescos
e frutos. Por vezes a contaminagdo ocorre durante o transporte e
embalagem, mas também existem relatos de micro-organismos aderidos
ou incorporados aos produtos integros (STEENACKERS et al.,, 2012;
SREY et al., 2013). Salmonela por exemplo, pode contaminar frutas,
legumes e verduras por meio de dejetos na agua ou solo oriundos de
fertilizagdo com adubo animal contaminado ou mas condi¢des sanitarias e
de tratamento de aguas residuais (CORCORAN, 2013). E a partir desta
contaminagao inicial permanecer aderida aos alimentos na forma de
biofilme.

Além disso, alguns autores tém observado maior prosperidade de

biofilmes multiespecificos, no caso da industria de carne bovina formados
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por E. coli O157:H7 e Acinetobacter calcoaceticus (HABIMANA et al.,
2010).Esse comportamento é citado também para outros micro-organismos
e decorre da coagregacgdo, conjugacdo e protecdo contra compostos com
atividade antimicrobiana devido a reunido dos recursos bioquimicos e da
prépria organizacdo espacial das diferentes espécies (STEWART;
FRANKLIN, 2008).

Em relatos clinicos as bactérias formadoras de biofilme também
estdo presentes. Em infeccdo pulmonar crbénica por Pseudomonas
aeruginosa, que comumente atinge pessoas com fibrose cistica, € o
prototipo de um biofilme de mucosa. As otites e rinossinusites cronicas,
uretrite, cistite, vaginite, endocardites de valvulas nativas, placa dental,
osteomielite, amigdalite, estomatite e dermatite sdo outros exemplos de
doencas provocadas por biofiimes (BEZERRA et al., 2009; DONGARI-
BAGTZOGLOU, 2008; POST et al., 2007).

Borrelia burgdorferijuma bactéria da ordem das espiroquetas
responsavel pela doenca de Lyme, foi descrito sua capacidade de formar
biofilme in vitro. Esta formacao pode desempenhar um papel importante em
sua sobrevivéncia em diferentes condigbes ambientais, fornecendo refugio
para as células individuais (SAPI et al., 2012).

Véarios estudos avaliaram a formacdo de biofiilme em ambiente
diversos e diferentes microorganismos.

Coquet et al. (2002) pesquisou ocorréncia e caracterizacao
fenotipica de Yersinia ruckeri cepas com capacidade formacao de biofilme
Foi isolado principalmente de algas e amostras de sedimentos de agua.
Vinte e dois estirpes de Y. ruckeri foram obtidos, e trés cepas foram
distinguidos por enterobacteriano através do PCR. Estas estirpes foram
capazes de aderir a suportes solidos. Esta caracteristica foi correlacionada
com a motilidade mediada pelo flagelo.

Durante a ultima década, houve um interesse renovado na utilizacdo
de Pseudomonas aeruginosa, como um sistema modelo para o
desenvolvimento do biofilme e patogénese. Ryder et al. (2007), estudou o

papel de polissacaridos em Pseudomonas aeruginosa no desenvolvimento
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de biofilme, sobre os papéis de alginato, polissacarideos Psl, e Pel na
matriz do biofilme.Varga et al.(2008) também pesquisou o desenvolvimento
de biofilme com énfase em Arthrobacter sp. Estirpe bacteriana Cr47 foi
isolado a partir de amostra de solo. Artrobacter sp.tiveram redugcdo em
reactores de biofilme de leito fixo alcancado comparaveis as de outros bio-
reactores de filme fixo aerobias e anaerobias anteriormente relatado.

Labrie et al. (2010), examinou efeito das condi¢cbes de crescimento
na formacdo de biofilme por Actinobacillus pleuropneumoniae,estirpes
representando 5B e 11, foram capazes de formar biofilme in vitro. Neste
estudo, comparou-se a formacdo de biofilme pela estirpe de referéncia de
serotipo 1 de S4074 de A. pleuropneumoniae cultivadas em meios de
cultura diferentes. Observou-se que a estirpe de A. pleuropneumoniae de
S4074 é capaz de formar biofilmes ap6s crescimento em uma das
condicdes de cultura testados infusdo de cérebro e coragcdo. A microscopia
confocal de varrimento laser, utilizando uma sonda fluorescente especifico
para o polissacarido de poli-N-acetilglucosamina (PGA) confirmou
adicionalmente a formacdo de biofilme. Observou-se também a formacéao
de biofilme em cepas de referéncia que representam sorotipos 3, 4, 5a, 12
e 14, bem como em 20 de campo fresco 37 estirpes testados.
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3.2 Composicao da matriz de biofilmes

7

A composicdo da matriz extracelular € complexa e varia entre
diferentes espécies bacterianas ou, mesmo, dentro da mesma espécie, sob
diferentes condicbes ambientais. Apesar da heterogeneidade, o
exopolissacarideo é considerado componente essencial da matriz, assim
como algumas proteinas de superficie que, por sua vez, tém sido
relacionadas principalmente & adesao inicial das células microbianas a
superficie (LASA; PENADES, 2006).

Os exopolissacarideos produzidos por grande variedade de
microrganismos sao gomas hidrossollUveis que possuem propriedades
fisicas, estruturais e quimicas diferentes. A estrutura de muitos
polissacarideos de bactérias gram-negativas € relativamente simples,
sendo formados de homopolissacarideos ou heteropolissacarideos. Este é
normalmente composto de unidades repetidas e alinhadas de diferentes
dissacarideos até monossacarideos e muitos contém grupos acetila e
piruvato (SOUZA; GARCIA-CRUZ, 2004).

As proteinas presentes na matriz do biofilme sédo diversas e tém um
papel importante no biofilme na formacdo e estabilidade. Pili e
propriedades adesivas conferem fimbrias para bactérias, e varios genes
relacionados com essas estruturas foram identificados como determinante
para formacdo biofilme. Além disso, a presenca de lectinas e outras
proteinas de ligacdo de carboidratos na matriz facilitam as interaccdes
célula-matriz e célula-célula, por componentes de ligacdo de
polissacarideos as porc¢des de carboidratos ou de matriz na superficie de
outras células (KARATAN ; WATNICK, 2009).
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3.3 Estudos sobre producao de biofilme por Leptospira spp

Sobre a formacdo de biofilme por Leptospira spp Sdo poucos
estudos confirmando esta caracteristica. O primeiro relato do mundo foi
descrito por RISTOW et al. (2008), cepas de Leptospira borgpetersenii e
Leptospira kirschneri foram testadas em placas de poliestireno e em agua,
comprovando a formacdo de biofime. A formacdo deste biofime é
consistente com a vida de estirpes sapréfitas em agua e pode ajudar a
patogenicidade dessas estirpes de sobreviver em ambientes e de colonizar
o hospedeiro.

BHIRUEGA et al. (2012) avaliaram a producdo de biofilme de um
isolado de Leptospira interrogans sorovar pomona in vivo e in vitro através
de teste em placas de vidro e poliestireno, imunofluorescéncia e
microscopia eletrénica de varredura, foi observado agregacfes bacteriana
nas superficies de vidro e plastico e também nos tecidos placentéarios das
cobaias.

KUMAR et al. (2015) avaliaram a associagdo de estirpes de
Leptospira spp com Azospirillum brasilense, e avaliou a resisténcia a
antibidticos como penicilina , tetraciclina e a luz ultravioleta. Mostrando

gue a associacao pode levar a tolerancia da leptospira no meio ambiente.

3.4 Resisténcia anti-microbiana dos biofilmes

Bactérias em biofilme s&o intrinsecamente mais resistentes aos
agentes antimicrobianos que bactérias planctonicas pela dificuldade de
difusdo dos mesmos (SUCI et al., 1994). A concentragéo de antimicrobiano
necessaria para eliminar bactérias produtoras de biofilme € 100 a 1000
vezes maior que a necessaria para eliminar as mesmas espécies em
estado planctonico (PATEL, 2005; FRANK; PATEI, 2007; SHAFAHI; VAFAI,
2010; ANTUNES et al., 2011).
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Em biofilmes com varias espécies, as espécies podem se beneficiar
entre si por meio da troca de substrato e/ou remogao mutua de metabalitos.
Este nivel de estrutura organizacional e especializacdo metabdlica
justificam a marcante eficiéncia metabdlica dos biofilmes e sua resisténcia
inerente a agentes antimicrobianos (MAUKONEN et al., 2003).

Vérias hipéteses sobre mecanismos que justifiquem um aumento da
resisténcia em microrganismos formadores de biofilme sdo suscitadas:
baixa penetracdo do antimicrobiano, inativacdo da droga por polimeros ou
enzimas extracelulares, ineficiéncia da droga em decorréncia da lenta taxa
de crescimento bacteriano na maturacdo do biofilme pela limitagcdo de
nutrientes ou como resposta ao estresse iniciado com a formacdo do
biofilme; e, finalmente, inducdo de variados fendtipos mais resistentes;
alguns caracterizados por bomba de efluxo e alteracdo da composicdo da
membrana proteica, outros induzidos ndo em resposta a limitacdo nutritiva,
mas respondendo ao crescimento em biofilme (STOODLEY et al., 2004,
AGARWAL, 2009, CERI; OLSON; TURNER, 2010; JACQUES et al., 2010).

Isso pode resultar na formacdo de "células persistentes",
representantes de uma pequena subpopulacdo de bactérias (esporos e
similares) que espontaneamente entram em um estado dormente.
Caracteristicas especificas do antimicrobiano como as propriedades
hidrofobicas, distribuicdo, tamanho e solubilidade em agua também
poderiam afetar a sua difusdo pela matriz do biofilme (STOODLEY et al.,
2004, AGARWAL, 2009, CERI; OLSON; TURNER, 2010, JACQUES et al.,
2010).

Segundo Anwar et al. (1992), o estado fisioldgico das células no
biofilme é heterogéneo e é determinado pelo local onde cada célula se
encontra nas multiplas camadas celulares que formam o biofilme. Células
mais proximas a superficie do biofilme encontrar-se-iam metabolicamente
ativas e em tamanho normal, ja que teriam facil acesso a nutrientes,
incluindo oxigénio, e teriam poucos problemas com produtos residuais de

metabolismo celular.
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Em contraste, células bacterianas localizadas no interior da matriz
polissacaridica seriam metabolicamente menos ativas devido ao pobre
acesso a esses nutrientes. Essas células também teriam problemas
associados aos produtos residuais de metabolismo ao seu redor. Esse
estado de dorméncia dificulta a agdo dos antimicrobianos nas camadas
mais profundas do biofilme (ANWAR et al.,1992)

4. Métodos de avaliacao e quantificacdo da adesédo a superficies

Os métodos de avaliacdo de biofilmes podem ser visuais ou diretos,
como a remocao das células (raspagem, ultrassom, vortex ou agitacado com
pérolas de vidro) seguida de contagem por métodos tradicionais (contagem
padrdo em placa); a microscopia de contraste de fase, que € usada para
acompanhar em tempo real o desenvolvimento do biofiime em uma
superficie transparente; a microscopia de epifluorescéncia, que € excelente
para a quantificacdo das células aderidas as superficies; a microscopia
eletrbnica de varredura (MEV) e a de transmissdo (MET) que sao as mais
indicadas para a avaliagdo da interacdo microbiana na matriz do biofilme
(ZOTTOLA et al., 2004).

Muitos estudos foram realizados com sucesso a quantificacdo
indireta de biofilmes corando-os com cristal violeta e lendo a absorbancia
apos ressolubilizacao do corante (STEPANOVIC et al., 2000), esta mesma
metodologia é utilizada para determinar a capacidade do micro- organismo
de se aderi a uma superficie, e quando for pode-se classificar a aderéncia
em: ndo aderentes; fracamente aderentes; moderadamente aderentes; e
fortemente aderentes.

Outras métodos para avaliacdo de bactérias formadoras de biofilme
como: cultivos em agar Vermelho Congo, onde sdo analisadas as reagfes
das bactérias no meio de cultura, métodos dinamicos nos quais empregam
sistemas de crescimento do tipo fed-batch, desenvolvimento de biofilme em

reatores capilares, reatores de fluxo celular, e outros reatores similares.
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Além destes, existem testes com sistemas estaticos, onde o
desenvolvimento do biofilme é feito sobre membranas de policarbonato, no
sistema BioFilm Ring Test e pelos métodos em tubo e da placa de
microtitulacao de poliestireno (MTP) (SILVA FILHO, 2014).

Para Leptospira spp em decorréncia da dificuldade de isolamento, e
necessidade de cultivo em meios proprios, sdo poucas técnicas possiveis
para identificacdo de cepas produtoras de biofilme .O agar vermelho congo
gue identifica colbénias bactérias produtoras de biofilme ndo € possivel a
utilizacao, estirpes de Leptospira spp ndo desenvolvem.Ainda tem poucas
técnicas apresentadas em estudos com estipers de Leptospira spp como
técnica em placa de poliestireno, avaliacdo em agua e laminas de vidro,
microscopia de varredura e imunofluorescéncia direta foram as métodos

apresentados.
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Capitulo Il: Normas de acordo revista Journal of Bacteriology

Producéo de biofilme e susceptibilidade antimicrobiana de estirpes de

Leptospira spp

Resumo

A Leptospirose é uma zoonose de ocorréncia endémica no Brasil, acomete muitas
espécies de mamiferos, incluindo os seres humanos. A leptospira pode colonizar os
tubulos renais de hospedeiros por muito tempo, e acredita-se que a formacdo de
biofilme seja um fator importante para manutencdo da leptospira nos animais e
ambiente. Com isso 0 objetivo desta pesquisa foi verificar a capacidade de formacéo
e resisténcia antimicrobiana de biofilmes produzidos por quatro estirpes de Leptospira
interrogans, isoladas de cées e bovinos. Estas foram testadas quanto a aderéncia em
placa de poliestireno, composicdo da matriz extracelular, concentracdo inibitoria
minima para penicilina, doxiciclina e estreptomicina, em trés dosagens diferentes, e
além disso microscopia confocal para confirmar a aderéncia dos biofilmes. Todas as
estirpes foram classificadas com aderéncia forte em microplaca, o que confirmou a
formacéao de biofilmes. A concentracéo de proteina foi maior do que de polissacarideo
na matriz do biofilme. As agregacbes formadas tiveram alta resisténcia aos
antibioticos. As leptospiras agregadas em matriz extracelular foram resistentes a
doses e antibidticos rotineiros na clinica de pequenos e grandes animais para

leptospirose.

Palavras chaves: antibiéticos, Leptospira interrogans, matriz extracelular.
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Introducéo

Leptospirose é uma zoonose que pode ser transmitida por todos os animais
domeésticos e silvestres, e também pelo homem. O agente etioldgico é Leptospira spp,
uma espiroqueta, que em condi¢Bes ideais sobrevive por varios dias em ambiente, de
acordo com pH, temperatura e umidade. Os animais infectados podem albergar a
bactéria nos rins, e eliminar este agente através da urina. Podendo transmitir para
outros animais, humanos e contaminar o ambiente.

A formacdo de biofiime é caracterizada pela expressdo de uma matriz
extracelular, que tem funcéo estrutural e fisiol6gica. A matriz do biofilme serve para
proporcionar a estrutura e protecéo para as células do biofilme (1,2) . Esta pode servir
como uma barreira para agentes antibidticos , no qual estes compostos sao ligados
ou consumidos pelos componentes da matriz. No entanto, este atributo varia de
acordo com a matriz, do agente antimicrobiano e da idade do biofilme (3).

Embora possam existir diferencas na formacgéo de biofiime mesmo dentro de
uma Unica cepa cultivada sob diferentes condicdes ambientais, a estrutura e
composicdo da matriz extracelular segue principios comuns (4). Tipicamente, um
bioflme é composto de amiloide, fimbrias adesivas, proteinas de superficie,
exopolissacarideo, e DNA extracelular (5,6).

Biofilmes tém se mostrado uma das maiores causas de contaminacgéo cruzada
dos produtos alimenticios e de transmissao de doencas (7,8). Dentre todos 0s micro-
organismos, séo as bactérias que mais frequentemente produzem biofilme, ainda que
umas apresentem, naturalmente, maior aptiddo que outras. Os seus reduzidos

tamanhos, elevadas taxas de reproducédo, grande capacidade de adaptacdo, de

producdo de substéncias e estruturas extracelulares que as protegem do meio
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circundante, sdo as principais caracteristicas que fazem das bactérias excelentes
organismos produtores de biofilmes (9). Alcaligenes, Bacillus, Enterobacter,
Flavobacterium, Pseudomonas e Staphylococcus sédo alguns dos géneros mais
comuns de bactérias produtoras de biofilmes (10).

A leptospira pode alterar a sua morfologia de acordo com as variacbes
ambientais, e estas alteracdes incluem agregacdo celular (11) e formacdo de
biofilmes (12). A formacéo de biofilme por Leptospira spp pode desempenhar um
papel importante na sua capacidade de sobreviver em diversos habitats ambientais,
incluindo no hospedeiro (12).

Como sao bactérias de alta patogenicidade, e ainda tem poucos estudos sobre
biofilmes de leptospiras, objetivou-se verificar a capacidade de formacéo de biofilme
de estirpes de Leptospira spp isoladas de cédes e bovinos infectados, além disso

avaliar a resisténcia aos antibi6ticos testados .

Material e métodos

As estirpes foram cedidas pelo Laboratério de Zoonoses Bacterianas da
Universidade de Sao Paulo (USP). Foram utilizadas duas estirpes de bovinos e duas
de cées de cultura de rim mantidas em meios Ellinghausen-McCullough(EMJH)
(DIFCO) e semi-solido FLETCHER (HIMEDIA) por 28°C.

As estirpes foram tipificadas pela OMS / FAO / OIE e Nacional Centro de
Colaboracédo para Referéncia e Pesquisa sobre Leptospirose (Kit Biomedical
Research, Amsterda, Holanda). As estirpes foram classificadas no nivel de sorotipo

efetuando MAT com painéis de anticorpos monoclonais,como descrito (13) e (14). A
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eletroforese em gel de campo pulsado como descrito por (15) do Centro de Controle e
Prevencao de Doencas dos Estados Unidos.

As estirpes foram identificadas como: estirpe n°l: M5/90 1990 Leptospira
interrogans sorovar Icterohamorragie/ Conpenhageni de céo, estirpe n°2: L06 2001
Leptospira interrogans sorovar Canicola de cédo, estirpe n°3: L014 2001 Leptospira
interrogans sorovar Canicola e estirpe n°4: L0O10 2001 Leptospira interrogans sorovar
Icterohamorragie/ Conpenhageni de bovinos.

Todos testes foram realizados em triplicata com trés repeticdes sendo que para
avaliacdo da formacdo de biofime e susceptibilidade antimicrobiana in vitro foram

utilizadas as seguintes técnicas.

Teste de aderéncia em placa

O teste de aderéncia em placas foi realizado como descrito (16) com poucas
alteracdes descritas abaixo.

As bactérias foram cultivas individualmente, em meio EMJH (Difco) enriquecido
com 10% de soro de coelho durante sete dias. Em seguida, a suspenséo foi inoculada
em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pogcos com fundo plano, na proporcéo
de 1:200 em meio EMJH e incubadas por 24 horas a 28 °C, com renovacdo do meio
apos 12 horas.Os pocos foram lavados trés vezes com PBS (10mM,ph 7,4) estéril, e
apos incubadas a placas na estufa com temperatura de 60 °C por 30 minutos para
secagem. Adicionou-se 200puL de cristal violeta 1% por cinco minutos. Em seguida as
placas foram lavadas com agua destilada, apds toda retirada acrescentou se 200uL
de &cido acético (Isofar) a 33% para que fosse procedida a leitura a 570 nm no leitor

de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan go). Pocos nao inoculados contendo EMJH
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serviram como branco. Considerou-se bactérias produtoras de biofilme estirpescom
absorbancia maior que 0,1. Cada estirpe foi testada em triplicada, trés vezes (17). A
intensidade da producao de slime foi escalonada da seguinte forma: forte ( maior que

0,3), moderada (»0,2 e < 0,3) e fraca (00,1 € < 0,2) (18).

Quantificacdo de proteinas extracelulares e polissacarideos

1. Quantificacdo das proteinas da matriz (Kit BCA)

Para quantificacdo de proteinas e polissacarideos foi realizado um pool de
amostras raspadas diluidas em salina esteril 0,85% para alcancar a quantidade ideal
para realizacdo dos testes.

Adicionou-se 12,5uL da amostra raspada diluidas na mesma propor¢gao com
salina estéril em uma microplaca de 96 pocos. Isso feito acrescentou-se 200uL dos
reagentes misturados do kit BCA (Sigma), homogeneizou-se por 30 segundos e foi
incubado por 30 minutos em temperatura ambiente. Foi utilizada a leitura em 562 nm
no leitor de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan go) e um tampédo fosfato como

branco, demonstrado (19) com adaptacdes para bactéria leptospira.

2. Quantificacdo dos polissacarideos — método do acido fenol sulfarico

Para determinagéo do conteudo em polissacarideos foi adicionou-se 0,5 mL da
amostra raspada em um tubo; 0,5 mL de fenol (50g/L - Dinadmica) e logo em seguida
2,5 mL de acido sulftrico (95-97% - Isofar). Homogeneizou-se a solucdo e foi

colocada para reagir por 15 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi realizado a
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490 nm no leitor de ELISA (Thermo Scientific, Multiskan go) e um tampao fosfato com
branco (20). Para analise estatistica comparativa das estirpes nos teste de
guantificacdo de polissacarideos e proteinas das matrizes foi feita a analise de

variancia (ANOVA) e aplicado o teste de Tukey.

Concentracdo minima inibitoria em biofilmes

O volume 25pL da cultura bacteriana em meio EMJH incubado a 30°C durante
sete dias foi adicionado a 175uL de EMJH suplementado com 10% de soro de coelho,
em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pocos em fundo plano. As microplacas
foram incubadas para formacéo de biofilmes por 24 horas a 28°C em aerobiose, com
0 meio renovado apos 12 horas de cultivo. Os pocos foram lavados trés vezes com
200pL de solucdo tampéo fosfato (PBS) para remover as bactérias que ndo aderiram .

Depois foi adicionado 200uL da diluicdo de antibidticos doxiciclina,
estreptomicina e penicilina em EMJH nas concentragbes de 25mg/L, 50mg/L e
100mg/L, distribuidas cada em uma placa por um periodo de 12 horas . Em seguida
as placas foram lavadas e procedida a leitura a 570 nm no leitor de ELISA (Thermo
Scientific, Multiskan go) como descrito (21) com adaptacdes para leptospira. Para
analise estatistica dos resultados foi feita a analise de variancia (ANOVA) e aplicado o

teste de comparagéo de média Scott- Knott (22).

Miscroscopia confocal

A andlise em microscopia foi realizada com as quatro estirpes de Leptospira

interrogans, incubadas com o material de polipropileno testados em placa estéril com



46

8 pocos em fundo plano em 1:200 no EMJH a 28°C durante 24 horas, com renovacao
do meio apos 12 horas como mencionado (23) com alteracoes .

No Laboratoério de Histologia da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) os
materiais foram lavados com tampao fosfato estéril e corados com iodeto de propidio,
na leitura utilizou se Microscépio Confocal a Laser (Zeiss 710), com uma excitacao a
laser (488nm) e filtros de emissdo 580-680 nm para iodeto de propidio (marcacdo em

vermelho).

Resultados

As quatro estirpes testadas foram identificadas como produtoras de biofilme
pelo teste de aderéncia em microplaca, e classificadas como forte por produzirem
uma biomassa maior que 0,3 de absorbancia.

Na andlise de composi¢cdo da matriz dos biofilmes formados foi identificada
uma maior concentracdo de proteina do que de polissacarideo, conforme a figura 1.
Na andlise de comparacdo das estirpes ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo a quantidade de polissacarideos nas matrizes dos biofilmes,e na analise de
proteina a cepa 4 apresentou diferenca significativa (p-valor0,5).

Houve reducgéo da biomassa ao utilizar os antibioticos doxiciclina, penicilina e
estreptomicina nas trés dosagens testadas. Porém, mesmo apds o contato com 0s
antibidticos, as estirpes mantiveram a producéo de biofilme microbiano na placa de
poliestireno. Lembrando que estes antibioticos sdo usados rotineiramente em casos
clinicos da doenca.

Nas analises dos testes realizados com os antibioticos, os fatores antibioticos e

cepas, verificou-se que todos os antibidticos para as estirpesl, 2 e 3 nao
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apresentaram diferenca significativa entre as médias das absorvancias. Entretanto
para estreptomicina e penicilina a cepa 4 apresentou valores de absorvancias que
nao diferiram entre si, porém foram significativamente inferiores aos valores de
doxiciclina (p-valor0,5), pode se observar na Tabela 1.

Considerando a relacdo entre antibidtico e dose tem-se que para a dose
controle as estirpes nao diferiram entre si (p-valor0,5). Pois ap6s a formacdo dos
biofilmes, as estirpes clinicas obtiveram médias proximas de absorvancia na dose

controle .

Para a dose 25 mg/L dos antibidticos doxiciclina e estreptomicina as estirpes
testadas ndo diferiram, porém apresentaram médias de absorvancias superiores
somente a penicilina (p-valor0,5). Para dose 50 mg/L dos antibidticos testados as

estipes ndo apresentaram diferenca significativa (p-valor > 0,5) (Tabela 2).

As estirpes ndo diferiram entre si para a dose 100mg/L, entre os antibioticos
doxiciclina e estreptomicina e apresentaram média de absorvancia inferior a
penicilina. No estudo do comportamento das doses para cada antibiético, verifica-se
gue: para doxiciclina e estreptomicina doses 25mg/L, 50 mg/L e 100 mg/L as médias
das absorbancias dos estirpes nao diferiram entre si e foram inferiores a dose
controle. Para as doses de penicilina todas estirpes diferiram entre si sendo a dose
controle a maior média de absorvancia seguida respectivamente, da dose 100, dose

50 e dose 25 mg/L (p-valor0,5). Resultados podem ser verificados na Tabela 3.

Contudo melhor resultado foi a dose de 25 mg/L e o antibidtico penicilina foram

gue obtiveram melhores ac¢des de inibicdo de producéo de biofilmes das estirpes de
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leptospira, com menores valores de absorvancia e assim melhores absorcdes das
matrizes, apos 12 horas de incubacao

Na avaliagdo com a técnica de microscopia confocal, imagens demonstraram a
aderéncia das estirpes de Leptospira spp ao material polipropileno apds lavagens,

observado na Figura 2.

Discussao

As quatro estirpes foram fortemente aderentes as placas ap6s um dia de
incubacéo, estudo anterior difere no qual duas estirpes de Leptospira spp, uma
saprofita e outra patogénica foram testadas em placas de polipropileno de 12 pocos,
lavadas, e coradas com cristal violeta, com leitura de 600 nm, apds dois dias de
incubacéo, as estirpes apresentaram ligeira adeséo (12).

Estudo recente, testaram 21 estirpes de Leptospira spp, utilizando placas de
poliestireno de 96 pocos, com periodo de leitura de 48 horas e 600 nm. O resultado
obtido foi aderéncia de oito estirpes in vitro (24). Os resultados foram proximos desta
pesquisa, com quatro estirpes aderentes em placas de poliestireno com periodo de
leitura 24 horas e 570 nm.

O exopolissacarideo (EPS) possui diversas fungbes, como conferir a
insolubilidade em &gua, dar conformacdo tridimensional do biofilme, proteger as
células contra estresses de ordem fisica (agdo mecénica, irradiacbes e variacdes de
temperatura), quimica (agentes quimicos utilizados nos procedimentos de higiene
industrial) e bioldgica (competidores e predadores), além da importancia do EPS na

questdo de aporte de nutrientes (25,26). Nesse sentido, mesmo representando



49

grandes 6nus a célula, em funcdo da energia demandada em sua sintese, o EPS traz
indiscutiveis beneficios a sobrevivéncia dos microrganismos (27,28). Por isso, a
caracterizacdo da matriz do biofilme torna importante para compreensdo da
patogenicidade da estirpes.

As caracterizacOes das matrizes dos biofilmes apresentaram maior quantidade
de proteina do que de polissacarideo. De modo geral, os biofilmes compostos de
proteinas apresentam propriedades mecanicas melhores que a base de
polissacarideos (29). Além desta funcéo, estas proteinas sdo importantes no processo
de maturacdo do biofilme, pois estas interagem com polissacarideos especiais,
denominados adesina intercelular polissacaridica, nha agregacao célula-célula (30).

Véarios estudos recomendam o uso de estreptomicina na terapia contra
leptospirose (31,32,33,34) e os resultados obtidos mostraram que esse antibiGtico
pode controlar a leptospiremia e leptospirdria, por meio de dose Unica, quando
aplicada na concentracdo de 25 mg/kg (35,36). Fato ndo confirmado nesta pesquisa,
pois a dose de 25 mg/L de estreptomicina nao foi eficaz na inibicdo da producdo dos
biofilmes por estirpes de leptospira in vitro.

A colonizacao de leptospiras em tecidos placentarios de cobaias comprovou a
agregacdao celular de leptospiras patogénicas in vivo, (37). Além disso, a formacao do
biofilme também pode desempenhar um papel importante na manutencdo de uma
infeccdo crénica do agente patogénico Leptospira interrogans com a colonizacéo
renal (12). Com os resultados obtidos neste estudo in vitro, apontam que apés a
formacdo de biofilme, os antibioticos ndo conseguem eliminar as bactérias do

biofilme, e o0 animal permanece portador, eliminando a leptospira no ambiente.
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Alta resisténcia adquirida pela formacdo de agregacdes celulares foi
apresentada neste estudo, em que as estirpes apos formacdes dos biofiimes nédo
apresentaram sensibilidade aos dois antibiéticos também testados em estudo anterior
(38). As mesmas estirpes de Icterohamorragie/Conpenhageni foram testadas, para
determinacdo da concentracédo inibitéria minima de antibioticos. Estas apresentaram
sensibilidade a penicilina, ampicilina, estreptomicina e cefalosporinas e resisténcia a
sulfa trimetoprim e neomicina (38).

Muitos estudos demonstraram um significativo aumento na Concentracao
Inibitéria Minima em Biofilme (MBIC), quando comparada com a Concentracao
Inibitéria Minima (MIC), para diferentes antibidticos em varias espécies de micro-
organismos (39,40,41). Discute-se que essa elevacdo na MBIC ocorreria devido aos
mecanismos de resisténcia em biofilme (42). A concentracao inibitoria dos biofilmes
formados pelas estirpes aumentaram neste estudo comparado com o estudo anterior
(38).

Vinte e uma estirpes de leptospira foram testadas em diferentes concentracdes
de antibidticos, e observaram que as bactérias foram susceptiveis a penicilina G (25-
100 U/ mL), ampicilina (12,5-50 ug-330/ mL) e tetraciclina (50-100 ug/mL), embora a
Concentragao Inibitoria Minima (MIC) e a Concentragédo Bactericida Minima (MBIC)
tenha variado entre as estirpes. O MBIC para o L. interrogans pomona no biofilme
guando associado a Azospirillum brasilense foi significativamente maior em 800 U/mL
para a penicilina G, ampicilina e tetraciclina, respectivamente (24). Isto é quatro vezes
mais elevada do que a requerida em um estado planctonicas. Neste estudo, com a
dose mais baixa de penicilina G (25000 U/L), apresentaram alta resisténcia, sem

inibicdo da formacé&o de biofilmes.
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A dose utilizada de 25000U/kg de penicilina € indicado para leptospirose canina
(43) na pratica veterinaria, discordando deste estudo que drogas e doses usuais
podem ser ineficazes quando ha formacédo de biofiime em animais com estado de
portador renal.

No Consensus Statement do Colégio Americano de Medicina Interna
Veterinaria (ACVIM) sobre a leptospirose foi recomendado para o tratamento da
leptospirose em cdes com doxiciclina a 5 mg/Kg PO ou IV, cada 12 horas, por duas
semanas (44).E além disso, a doxiciclina é considerada eficaz na eliminacdo das
leptospiras do sangue, rim e figado no espaco de trés dias apoés inicio do tratamento
(45). Porém a antibioticoterapia normalmente reverte os sinais clinicos causados por
células planctonicas liberadas do biofiilme, mas néo consegue destrui-lo
(46).Concordando com este estudo, no qual a doxiciclina com trés doses diferentes
nao inibiram a formacéo dos biofilmes de leptospira.

Acredita—se que uma dose alta de antibidticos seja capaz de inibir a
crescimento bacteriano e com isso a formacdo de biofilmes, por possuir maior
concentragcdo dos antibidticos, no entanto o que houve foi menor absorgéo pela matriz
dos biofilmes. Como observado neste estudo que a dose 25mg/L dos antibiéticos
obteve melhor absorcao pelas matrizes formadas pelas estirpes de Leptospira spp
concordando com estudo anterior (47).

A resisténcia aos antibidticos ocorre porque estas drogas precisam difundir-se
na matriz do biofilmes, o0s micro-organismos em biofilmes tem necessidade
metabdlicas e taxas de crescimento reduzidas e o ambiente imediato fornece mais

condi¢cdes protetoras aos micro-organismos (48) .
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Concluséo

As estirpes de Leptospira  interrogans  sorovar  Canicola e
Icterohamorrhagiae/Conpenhageni oriundas de cdes e bovinos foram formadores de
biofilme, e apresentaram alta resisténcia aos antibioticos testados. O antibibtico
penicilina com a dose de 25 mg/L tiveram melhores resultados in vitro, com maior

inibicdo da formacéo do biofilme.
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Figura 1:Composicdo bioquimica da matriz extracelular por proteina e polissacarideo

de estirpes de leptospira sorovar Canicola e

Icterohaemorrhagiae/Conpenhageny

testados por Kit BCA e método de acido fenol sulfarico
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Tabela 1: Resultados das médias de absorvancias dos antibiéticos doxiciclina,

estreptomicina e penicilinas em relacdo as C1,C2,C3 e C4 no teste de concentracéo

inibitéria minima

CEPA
Anti Cc1 Cc2 Cc4 Media
DOX 1.028583 aA 1.012883 aA 1.239311 aB  1.483469 bC 1.1911
EST 1.07217 aA 1.051997 aA 1.187319 aA 1.223139 aA 1.1350
PEN 1.123522 aA 1.107114 aA 1.215075a A 1.308356 aA 1.1885
Media 1.0748 1.0573 1.3383 1.1711

Médias seguidas por letras mindsculas iguais nas linhas ou por letras mailsculas iguais nas colunas
néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com 5% de significancia.
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Tabela 2: Resultados das meédias de absorvancias dos antibidticos doxiciclina,
estreptomicina e penicilinas nas dosagens 0, 25, 50 e 100 mg /L apo6s 12 horas de
incubacdo no teste de concentracdo inibitoria minima das estirpes de Canicola e

Icterohaemorrhagiae/ Conpenhageni.

Anti DO D25 D50 D100 Media
DOX 1.6689 aB 1.0123 bA 1.1277 aA 0.9554 aA 1.1911
EST 1.6689 aB 0.8648 bA 0.9743 aA 1.0185 aA 1.1350
PEN 1.6689 aD 0.7116 aA 0.9962 aB 1.3774 bC 1.1885

Media 1.6689 0.8629 1.0344 11171 1.1708

Médias seguidas por letras mindsculas iguais nas linhas ou por letras mailsculas iguias nas
colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com 5% de significancia.

Tabela 3: Resultados das médias de absorvancias das doses 25,50 e 100mg/ L dos
antibidticos em relacdo as estirpes C1,C2,C3 e C4 no teste de concentracao inibitéria

minima das estirpes.

CEPA
Dose C1 C2 C3 C4 Media
DO 0.0620 cA 0.0673 cA 0.0986 bB 0.1286 cB 1.6689
D25 0.0611 aA 0.0300 aA 0.0534 aA 0.0720 aA 0.8629
D50 0.0516 aA 0.0556 bA 0.0563 aA 0.0859 bB 1.0344
D100 0.0818 bA 0.0819 bA 0.0698 aA 0.0792 bA 1.1171
Media 1.0748 1.0573 1.2139 1.3383 1.1711

Médias seguidas por letras mindsculas iguais nas linhas ou por letras mailsculas iguias nas colunas
néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott com 5% de significancia.
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Figura 2: Fotos obtidas por Método de Microscopia confocal para observacdo de
bioflme das estirpes de Leptospira interrogans sorovar Canicola e
Icterohaemorragiae/Conpenhageni em material de polipropileno.As fotos estédo

ordenadas em sequencia : estirpes 1 e 2, abaixo estipes 3 e 4.




