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Resumo

Nos ultimos anos, o problema da resisténcia antimicrobiana em Pseudomonas
aeruginosa tem se complicado. Em trabalhos prévios, nossa equipe evidenciou uma frequéncia
elevada da variante do gene plasmidial aac(6’)-Ib; em amostras clinicas de P. aeruginosa
extensivamente resistentes (XDR). Além dos genes de resisténcia, a viruléncia dessas cepas,
particularmente a capacidade de produzir biofilme, contribui para sua persisténcia e
disseminagdo nos hospitais. Este trabalho avaliou a capacidade de producdo de biofilme de sete
cepas de P. aeruginosa carreando o gene aac(6’)-1b;. Para esta avaliacao, foram selecionadas
amostras isoladas de material clinico, positivas para o gene aac(6')-1b;, recuperadas de
pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU)
durante o ano de 2014. As sete amostras avaliadas aderiram a superficie de poliestireno nao
modificada no periodo de 2 horas, no entanto, em quantidades significativamente menores
(P<0.001) do que o controle positivo. Todas as amostras de P. aeruginosa apresentaram nimero
superior de células vidveis apds 24 horas de incubacdo quando comparadas ao ensaio de adesao.
Quando comparadas com o controle no ensaio de enumeragao de células viaveis, nenhuma das

amostras apresentou diferenca significativa. Adicionalmente, das sete amostras analisadas,
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quatro (57%) apresentaram valores de biomassa superiores ao cut-off utilizado, sendo
consideradas forte produtoras de biofilme, um isolado (14%) foi classificado como moderado
produtor e duas (29%) amostras caracterizadas como fracas produtoras de biofilme. Nossos
resultados demonstram que todas as amostras foram capazes de produzir biofilme, apesar dessa

habilidade se apresentar de maneira distinta entre elas.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Biofilme. Infec¢des. Multirresisténcia.

Abstract

In recent years, the problem of antimicrobial resistance in Pseudomonas aeruginosa has
become more complicated. In previous work, our team evidenced a high frequency of the
plasmid gene variant aac(6°’)-1b7 in clinical samples of extensively drug-resistant P. aeruginosa.
In addition to resistance genes, the virulence of these strains, particularly their ability to produce
biofilm, contributes to their persistence and dissemination in hospitals. This work evaluated the
biofilm production capacity of seven strains of P. aeruginosa carrying the aac(6’)-1b7 gene. For
this evaluation, isolated samples of clinical material were selected, positive for the aac(6’)-1b7
gene, recovered from patients treated at the Clinical Hospital belonging to the Federal
University of Uberlandia, during 2014. The seven strains evaluated adhered to the unmodified
polystyrene surface within two hours, however, in significantly smaller amounts (P<0.001)
than the positive control. All P. aeruginosa strains showed a higher number of viable cells after
24 hours of incubation when compared to the adhesion assay. When compared with the control
in the viable cell enumeration assay, none of the strains showed a significant difference.
Additionally, of the seven strains analyzed, four (57%) had biomass values higher than the cut-
off used, being considered strong biofilm producers, one isolate (14%) was classified as
moderate producer and two (29%) were characterized as weak biofilm producers. Our results
demonstrate that all strains could produce biofilm, despite this ability being presented

differently among them.
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Introducio

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa onipresente em ambientes
hospitalares ¢ que causa infeccdes agudas e cronicas, como pneumonia, infecgdes do trato
urinario, bacteremia, bem como infec¢des fatais em individuos imunocomprometidos
(Skariyachan et al. 2018). Além disso, P. aeruginosa ¢ capaz de colonizar superficies
hospitalares incluindo materiais médicos como cateteres intravenosos € urindrios, marcapassos

cardiacos, drenos, implantes, valvulas cardiacas etc. (Bai et al. 2021).

Nos ultimos anos, o problema da resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa tem se
intensificado. Varios estudos relatam aumento na frequéncia de isolados com perfil
multirresistente (MDR), extensivamente resistente (XDR) e pan-resistente (PDR) (Tam et al.
2010; Karaiskos, Giamarellou, 2014; Gongalves et al. 2014). Em 2017, P. aeruginosa foi
reconhecida pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) como uma das bactérias que confere
o maior risco de vida aos pacientes, sendo listada como patdgeno prioritario para pesquisa €
desenvolvimento de novos antibioticos (OMS, 2017). As preocupacoes globais foram
levantadas devido a tendéncia crescente de relatos de P. aeruginosa multirresistente (MDR) em

infecg¢des relacionadas a assisténcia a saude (Naik et al. 2021).

Entre os inimeros mecanismos de resisténcia descritos na literatura, a presenca da enzima
aminoglicosideo-6'-N-acetiltransferase tipo Ib (AAC(6')-Ib) tem sido relatada em uma ampla
diversidade de agentes patogénicos Gram-negativos. Essa enzima ¢ capaz de modificar
aminoglicosideos como amicacina, gentamicina, tobramicina e canamicina (Durante-Magoni
et al. 2009). Existe interesse particular na pesquisa da enzima AAC(6')-Ib ndo sé pela sua
onipresenc¢a, mas também por apresentar significativa micro heterogeneidade na extremidade
N-terminal da proteina, e o gene codificador aac(6')-Ib estar muitas vezes presente em
integrons, transposons, plasmideos, ilhas gendmicas e outros elementos genéticos moveis

(Ramirez et al. 2013).



Além dos genes de resisténcia presente nas cepas, a viruléncia, particularmente a
capacidade de produzir biofilme, contribui para sua persisténcia e disseminacao nos hospitais
(Yan et al. 2019). Os biofilmes caracterizam-se como uma comunidade complexa de bactérias
que se aderem umas as outras, sendo capazes de se ligar a diferentes superficies, sejam elas
vivas, como tecidos humanos, ou inertes, como dispositivos médicos invasivos (Karygianni et

al. 2020).

As células aderentes sdo envolvidas por uma matriz de substincias poliméricas
extracelulares (EPS), composta principalmente por polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos
e lipideos (Ghafoor et al. 2011). Esse estilo de vida microbiano permite que as bactérias
suportem condi¢des ambientais hostis, como a escassez de nutrientes, mudanca de temperatura
e dessecagdo (Rollet et al. 2009; Roy et al. 2016). As bactérias inseridas dentro de um biofilme
podem escapar das respostas imunes do hospedeiro e resistir aos tratamentos antimicrobianos
até 1000 vezes mais do que suas contrapartes planctonicas, as tornando capazes de causar uma

ampla gama de doengas e infec¢des graves (Lewis et al. 2021).

Considerando as repercussdes negativas da possivel associagdo entre a producdo de
biofilme e a resisténcia extrinseca aos aminoglicosideos, assim como uma frequéncia elevada
da variante do gene plasmidial aac(6’)-1b7 presente em amostras clinicas de P. aeruginosa
XDR, o objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade de producao de biofilme em algumas

amostras previamente genotipadas.

Materiais e métodos

Amostras bacterianas

Foram avaliadas 7 amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de material clinico
recuperado de pacientes atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia (HC-UFU) durante o ano de 2014, positivas para o gene aac(6’)-1b;. As amostras
fazem parte da bacterioteca do Laboratorio de Microbiologia Molecular do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia. A tabela 1 apresenta dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais das amostras de P. aeruginosa utilizadas neste estudo. Destas
amostras, 86% foram retiradas do ambiente hospitalar e 14% fora do ambiente hospitalar, sendo
de origem comunitdria. A maioria dos pacientes foram individuos masculinos (57%), sendo

todos contaminados com o mesmo micro-organismo. A identificagdo e os testes de resisténcia
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aos antimicrobianos foram realizados pelo Laboratério de Microbiologia do HC-UFU,

utilizando o sistema automatizado VITEK 2® (bioMérieux).

Avaliacao da producio de biofilme

Como controle positivo foi utilizado a amostra P. aeruginosa PAO-1 e como controle
negativo a cepa P. aeruginosa PA103. A pesquisa de biofilme foi realizada de acordo com
Merritt; Kadouri ¢ O’Toole (2005). Todos os experimentos foram realizados em tréplica e

repetidos em trés ensaios independentes.

Preparacao do inéculo bacteriano

Uma coldnia bacteriana de cada amostra teste de P. aeruginosa foi suspensa em 20 mL
de TSB (Tryptic Soy Broth) e incubada a 37°C, durante 18 horas (overnight), sob agitagdo a
120 rpm.

Ensaio de adesio a superficie inerte

A suspensio celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada trés
vezes em solucgdo salina estéril (20 mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos) e diluida para uma
concentragio celular de aproximadamente 107 células/mL em TSB. 200 pL dessa suspensdo de
células foi inoculada em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pogos, 3 pogos para cada
amostra testada. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sob agitagao a 120 rpm. Apos
o periodo de adesdo, os pogos foram raspados para remog¢ao das células aderidas (scrapping).
Diluigdes seriadas foram realizadas e as suspensoes celulares plaqueadas em agar TSA (Tryptic

Soy Agar) para enumeragdo das células.
Contagem de células viaveis no biofilme
Foram realizados dois ensaios diferentes para formacdo de biofilme, um para

enumeragdo de células viaveis do biofilme e outro para quantificacdo de biomassa. Apos 24

horas de incubacgdo, os pogos foram raspados para remocao das células aderidas (scrapping)
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por tempo determinado (1 minuto e 30 segundos). Dilui¢des seriadas foram realizadas e as

suspensoes celulares plaqueadas em Agar TSA para enumeragao das células.

Producio de biomassa

Para os ensaios de quantificagdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em 8 pocos da placa. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitagao a
120 rpm. Os biofilmes foram lavados duas vezes com solucdo salina estéril e, em seguida, os
pogos foram preenchidos com metanol por 15 minutos para fixacdo do biofilme. Apos esse
periodo, o metanol foi descartado e as placas secas em posicao invertida a temperatura
ambiente. Em seguida, 200 uL de uma solugao de cristal violeta 1% foram adicionados em cada
pogo por 5 minutos. Os pogos foram lavados vigorosamente com agua destilada estéril e secos
a temperatura ambiente. 200 puL de solucdo de acido acético 33% foram adicionados a cada
poco para solubilizar o corante. A microplaca foi incubada por 10 minutos. 100 pL da solugao
de cristal violeta solubilizada foram transferidos para nova placa e a absorbancia avaliada em

leitor de microplacas a 570 nm com solucao de acido acético 33% como branco.

Classificacao do biofilme

Ap6s o experimento de quantificacdo da biomassa por cristal violeta, as amostras foram
classificadas nas categorias de ndo produtor, produtor fraco, produtor moderado e forte produtor
de biofilme, de acordo com os critérios descritos por Saxena e colaboradores (2014) (Tabela

2).

Formacio de biofilme em esferas de vidro e andlise por Microscopia Eletronica de

Varredura (MEYV)

As amostras 28RB, 132, 28B, 61P e 39B foram selecionadas para a andlise da
arquitetura dos biofilmes bacterianos em esferas de vidro por MEV, apos resultados individuais
nos ensaios de adesdo e formagdo de biofilme em placas de poliestireno.

Seguiu-se 0 mesmo procedimento do ensaio de formacdo de biofilme, porém, para
MEYV, foram inseridas duas esferas de vidro padronizadas de 0,5 cm de diametro para cada
amostra, uma por poco. Apos formagdo de biofilme, as esferas foram fixadas em solugdao de
glutaraldeido/paraformaldeido 2,5% a 4°C por 18 horas; lavadas em solu¢do PBS (pH 7.,4) por

trés vezes; armazenadas em solugdo de tetroxido de dsmio 1% por 2 horas a temperatura
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ambiente; lavadas novamente em solucao PBS (Phosphate Buffered Saline) (pH 7,4) por trés
vezes; desidratadas em alcool 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% ¢ 100% (3 vezes), por 20
minutos cada, a temperatura ambiente, ¢ em seguida levadas ao procedimento de secagem
(ponto critico). As esferas foram metalizadas com ouro na espessura de 20 nm, visualizadas e
fotografadas utilizando o microscdpio eletronico de varredura CARL ZEISS MOD EVO MA10
disponivel no Laboratorio de Microscopia da Faculdade de Engenharia Quimica da UFU (FEQ-
UFU).

Analise estatistica

Os ensaios quantitativos foram comparados por meio de analise de variancia simples (One
way ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando como pos-testes os testes de
comparagdo multipla de Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado. Todos os testes foram
realizados com intervalo de confianca de 95% e considerados significativos quando P<0,05. A

andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism®, versio 5.01.

Resultados e discussao

Para avaliagdo da formagado de biofilme, foram selecionadas amostras de Pseudomonas
aeruginosa positivas para o gene aac(6')-1b7, sendo uma de origem comunitaria e as demais de

origem hospitalar (Tabela 1).

Todas as amostras avaliadas aderiram a superficie de poliestireno ndo modificada no
periodo de 2 horas, no entanto, em quantidades significativamente menores (P<0.001) do que
o controle positivo (Fig. 1A). Todas as amostras de P. aeruginosa apresentaram nimero
superior de células viaveis apos 24 horas de incubagdo quando comparadas ao ensaio de adesao.
Quando comparadas com o controle no ensaio de enumeracao de células viaveis, nenhuma das
amostras apresentou diferenca significativa (Fig. 1B). Adicionalmente, quatro amostras
(57,1%) apresentaram valores de biomassa superiores ao cut-off calculado de acordo com os
critérios estabelecidos por Saxena e colaboradores (2014), sendo consideradas forte produtoras
de biofilme; um isolado foi classificado como moderado produtor e as amostras 28B e 148
caracterizadas como fracas produtoras de biofilme (0.238 £ 0.1510 e 0,270 + 0.1850,
respectivamente) (Fig. 1C, Tabela 3).


https://www.thermofisher.com/us/en/home/life-science/cell-culture/mammalian-cell-culture/reagents/balanced-salt-solutions.html
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Atualmente no Brasil, os bacilos Gram-negativos multirresistentes, incluindo P.
aeruginosa, tém surgido como os principais agentes de infecgdes relacionadas a assisténcia a
saude (Gongalves et al. 2014; Royer et al. 2015). A presenca de fatores de viruléncia, como a
capacidade de formacao de biofilme, pode contribuir para a emergéncia e a disseminagdo dos
fenotipos multirresistentes no ambiente hospitalar. A formagdo de biofilme ¢ crucial, ndo s6
para a sobrevivéncia do microrganismo no ambiente, mas também para o seu sucesso como

patogeno oportunista (Vuotto et al. 2014).

Um aspecto importante a ser avaliado no processo de formacao do biofilme ¢ a adesdo
inicial do microrganismo a superficie, passo considerado essencial. Todas as amostras avaliadas
neste estudo aderiram a superficie de poliestireno ndo modificada. Apds a adesdo as bactérias
iniciam o processo de multiplicacdo e a sintese da matriz polimérica que compde o biofilme
(Thi et al. 2020).

A matriz do biofilme envolve as bactérias tornando-as tolerantes as condi¢des adversas e
ainda mais resistentes aos tratamentos antimicrobianos, desempenhando um papel significativo
na persisténcia de infecgdes (Roy et al. 2016). A matriz atua como uma barreira a difusdo dos
agentes antimicrobianos, limitando sua penetragdo e os imobilizando. Ela ¢ também
responsavel pela geracdo de gradientes nutricionais, o que pode resultar em declinio na taxa de
crescimento e redugdo na atividade metabdlica bacteriana, levando a um aumento da quantidade
de células persistentes (metabolicamente inertes) (Rabin et al. 2015). Como a maioria dos -
lactamicos e aminoglicosideos sdo eficazes apenas contra células em crescimento, as células
persistentes do biofilme resistem aos antimicrobianos e conseguem ultrapassar a matriz (Azam,

Khan 2019).

A maioria dos estudos publicados avalia a producao de biofilme apenas pelo ensaio de
cristal violeta, sem enumerar as células do biofilme (Azeredo et al. 2017). O ensaio de cristal
de violeta ¢ uma medida indireta da biomassa do biofilme, composta pelas cé€lulas bacterianas
€ a matriz polimérica e, apesar de sua versatilidade, ¢ pouco reprodutivel especialmente devido
as etapas de lavagem, podendo subestimar ou superestimar os resultados (Azeredo et al. 2017).
Nosso trabalho também avaliou o nimero de células viaveis no biofilme revelando que todos
os isolados testados apresentam numero consideravel de células apos 24 horas de incubagao,
resultado que sugere a limitagcdo do ensaio de cristal violeta. Apesar das limitagcdes associadas
ao método, o cristal violeta continua sendo a técnica mais utilizada para a quantificagdo da

biomassa do biofilme (Saxena et al. 2014; Azeredo et al. 2017).
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Com a finalidade de avaliar a ultraestrutura do biofilme das amostras caracterizadas
como forte produtoras de biofilme (28RB, 132, 61P ¢ 39B), a microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi realizada. No entanto, as imagens de MEV nao foram capazes de
corroborar os resultados observados nos ensaios anteriores, apresentando apenas bactérias
aderidas a superficie inerte. Mesmo com as limita¢des do ensaio da microscopia, vale ressaltar
que os resultados anteriormente encontrados sao suficientes para indicar que as amostras sao
fortes produtoras de biofilme. Uma hipdtese que pode explicar os resultados da MEV ¢ a
destruicdo da estrutura da matriz durante o processo de prepara¢ao das amostras (Azeredo et al.
2017). Adaptagdes da técnica podem resolver o problema e garantir a visualizagdo da

ultraestrutura do biofilme (Alhede et al. 2012).

Por fim, nosso estudo demonstra que a formagdo de biofilme parece ser um
comportamento comum entre cepas de Pseudomonas aeruginosa, ainda que exista variacao
entre elas, o que corrobora com achados prévios (Donlan, 2001; Dantas 2014; Fleming 2018).
Essa observacdo refuta a hipotese de relacdo direta entre o gene aac(6°)-1b7 e a producdo de

biofilme em P. aeruginosa.

Conclusoes

O tratamento de infeccdes por Pseudomonas aeruginosa ¢ desafiador pela
multiplicidade de mecanismos de resisténcia apresentados por esse patdgenos, o que € agravado
por sua capacidade de formar biofilmes limitando a penetragdo dos antibidticos, de modo que
a comunidade de células sésseis persiste mesmo na presenca de antibidticos eficazes contra suas

contrapartes planctonicas.

Apesar das limitagdes técnicas encontradas durante a execugdo do trabalho, este estudo
demonstra que a formagao de biofilme ¢ uma caracteristica prevalente entre as varias cepas de
P. aeruginosa testadas, apesar dessa habilidade se apresentar de maneira distinta entre elas. A
producdo de biofilme por cepas de Pseudomonas aeruginosa extrinsecamente resistentes aos
aminoglicosideos, como as que carreiam o gene aac(6’)-Ib; certamente ¢ um limitante para o

tratamento de infec¢des causadas por esse genotipo.
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Tabela 1. Caracteristicas das 7 cepas de P. aeruginosa carreando o gene aac(6')-1b7 utilizadas no estudo da produgao de biofilmes

CIm?
Identificacdo Data da Sitio de Idade do Diagnéstico de
Origem Género Unidade!  Fenotipo® (ng/mL) MBLS
dos isolados coleta isolamento paciente entrada
IMP*  CIP?
o Fragmento de
148 2014 Comunitaria _ 60 F Exame AMBC ndo-MR 1 2 ND
tecido
Fragmento de Diabetes
132 2014 Hospitalar 70 M Psiquiatria MR >32 32 -
tecido Mellitus
_ Hematoma
62 2014 Hospitalar Pulmao 69 F UTI A III MR >32 32 -
Subdural
61P 2011 Hospitalar Pulmao 26 M Politraumatismo UTI MR >32 16 -
_ Insuficiéncia
28RB 2010 Hospitalar Sangue 84 M CM MR >32 32 -
Renal
Sindrome da
28B 2009 Hospitalar Sangue 38 F Imunodeficiéncia MI MR >32 16 VIM
Adquirida
39B 2010 Hospitalar Sangue 38 M Politraumatismo UTI MR >32 16 -

'AMBC' Ambulatério Central; UTI, Unidade de Terapia Intensiva; CM, Clinica Médica; MI, Enfermaria de Moléstias Infecciosas; > MR, Multirresistente; 3CIM, Concentragdo inibitoria

minima; * IMP, Imipenem; *CIP, Ciprofloxacina; *MBL, Metalo-B-lactamase; ND, ndo determinado.



Tabela 2. Critérios para classificagdao da producao de biofilme

Valor médio da DO Producio de Biofilme
DOi'< DO Nio produtor
DOc <DOi <2 x DO« Fraco produtor
2xD0Oc<DOi<4xDOc Moderado produtor
4 x DO < DOi Forte produtor

Valor de cut-off da densidade 6tica (DO): média da DO controle negativo + 3x desvio
padrio; 'DO; da amostra; DO, do controle negativo.
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Tabela 3. Produgao de biofilme e multirresisténcia das amostras de P. aeruginosa

Fenoétipo de

Amostras (n=7) D.O.' Prgg:;ﬁi:ede Resisténcia?
P. aeruginosa PAO-1 (cepa controle) 0,81 Forte MDR
28RB 0,76 Forte MDR
132 1,53 Forte MDR
28B 0,24 Fraco MDR
62 0,55 Moderado MDR
148 0,27 Fraco nao-MDR
61P 1,09 Forte MDR
39B 1,07 Forte MDR

IMédia da densidade optica; 2MDR:multidrug-resistance, multirresistente.
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LEGENDAS DAS FIGURAS

Fig. 1. Avaliacdo do niimero de células aderidas, formacdo de biofilme e biomassa em 7
amostras clinicas de P. aeruginosa. (A) Numero de células aderidas em placas de poliestireno
apods 2 h de contato; (B) Concentracao celular do biofilme; (C) Biomassa do biofilme expressa
como densidade optica do cristal violeta (DOs70 nm). Resultados representam médias com
desvio padrdo (barras de erro) de trés experimentos independentes. *p<0,01; **p<0,001,
*#%p<0,0001, no teste de Kruskal-Wallis e comparacdo multipla de Dunn. Amostra de

Pseudomonas aeruginosa PAO-1 foi utilizada como controle.

Fig. 2. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de amostras clinicas de P. aeruginosa,
desenvolvidas na superficie de esferas de vidro apds 24 horas de incubacdo. Células das

amostras 61P (A e B) e 132 (C e D) aderidas a superficie.

Fig. 3. Microscopia eletronica de varredura (MEV) de amostras clinicas de P. aeruginosa,
desenvolvidas na superficie de esferas de vidro apds 24 horas de incubagdo. Células das

amostras 28 RB (A e B) e 39B (C e D) aderidas a superficie.
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Fig. 2
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