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Resumo: A formacgédo de biofilme por P. aeruginosa ocorrem através da produgdo de polissacarideos
especificos que aumentam sua patogenicidade e poder de resisténcia a antibidticos, mediante outros
fatores da inibicdo da penetracdo. Uma das principais caracteristicas do biofilme microbiano é sua
alta capacidade de resisténcia aos antibidticos e ao sistema de defesa do hospedeiro sendo em
média de 10 a 100 vezes maiores comparado as formas de vida planctdnicas. Esta baixa
susceptibilidade a antimicrobianos faz com que seja dificil erradicar essas infeccbes causados por
bactérias formadoras de biofilmes. Este trabalho tem por objetivo estudar a cinética da formagédo de
biofilmes por Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 e 27853, provenientes da colecdo do Laboratério
de Microbiologia da Universidade Estadual de Goidas (CCET), em microplacas de poliestireno em
diferentes meios e intervalos de tempo, com a quantificacdo da biomassa total formada utilizando a
metodologia descrita por Stepanovic et al. (2004) com algumas modificacbes. P. aeruginosa é um
patégeno oportunista que possui grande habilidade natural na formacdo do biofilme, explorando
diversos nichos ambientais, portanto, sendo a principal causa de infec¢6es nosocomiais em hospitais

brasileiros, acometendo maior parte da populagéo debilitada ou imunodeprimida.
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Introducéo

Biofilmes sdo comunidades microbianas compostas por uma ou mais
espécies aderidas a um substrato embebido em uma matriz de polimeros
extracelulares (exopolissacarideos), que se diferenciam das formas livres
planctbnicas, tanto do ponto de vista fenotipico como genotipico (MOLINARO, et al.
2009; KASNOWSKI, et al. 2010).

A formacdo dessa estrutura microbiana é constituida de algumas etapas a
saber: adesao inicial, mudanca de vida planctbnica para séssil, formacdo de micro
colénias, maturacao, destacamento de células e retorno do estilo de vida plancténico
ou colonizacdo de outro sitio. Essas estruturas podem ocorrer em Vvarios tipos de

ambientes, sejam eles bioticos ou abidticos (MOLINARO, et al. 2009).
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Pseudomonas aeruginosa é um micro-organismo com extensa difusédo, séo
detectados no meio ambiente (superficies de plantas, no solo, na agua) e em seres
humanos, visto que fazem parte da microbiota. Diversas das infeccdes nosocomiais
estdo associadas a formagéao do biofilme em sistema de ventilagdo, abastecimento
de agua, feridas crbnicas e instrumentos médicos como superficies de cateteres,
bisturis, marca-passos, valvulas cardiacas. Estas podem tirar partido deste biofilme e
aumentar sua resisténcia a fatores como a protecdo contra antibioticos,
desinfetantes, o sistema imune inato e a varias influéncias ambientais negativas,
permitindo-lhes assim abranger varios nichos ambientais e colonizar diversas
matrizes de tecido, solo e planta (GARRETT, BHAKOO; ZHANG, 2008; MULCAHY;
VICENT; LEWIS, 2014; MASAK, 2014).

A adesdo bacteriana varia com relacdo as interagfes fisico-quimicas na
etapa de adeséo primaria (reversivel) de acordo com a superficie na qual ocorre. Em
superficies bibticas este processo se da por meio de interagcdes ndo especificas
(interacdes eletrostaticas, hidrofébicas, de Van der Walls), ja em superficies bidticas
envolve interacdes mediadas por ligacdes especificas do tipo receptor-ligante como
ligacbes covalentes, idnicas e pontes de hidrogénio (TRENTIN; GIORDANI;
MACEDO, 2013; MALAFAIA, 2016).

Existem diversos protocolos que foram propostos ao longo dos anos para
analisar a formacao relativa de biofilme, dentre estes 0os mais comuns Sao
relacionados a analise de biofilme estéatico, sendo realizados em microplacas de
96 pocos, permitindo uma triagem de alto rendimento para quantificar o
crescimento de biofilme, onde se destaca os métodos baseados em corantes,
como cristal violeta, safranina e outros corantes metabodlicos como resazurina.
(HANEY, E. et al, 2018).

Uma abordagem inovadora que permite a andalise de formacao do
biofilme e susceptibilidade antimicrobiana e o dispositivo Calgary Biofilm que
possibilita o crescimento de biofiilmes em pinos suspensos em uma tampa de
placa de microtitulacdo, entretanto este ainda € de alto custo para pesquisas. No
entanto, o método de coloragcdo com cristal violeta que se liga a moléculas de
superficie carregadas negativamente e a polissacarideos da matriz extracelular e
considerado “padrdo ouro” para quantificacdo de biofilmes em microplaca, uma
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vez que e um ensaio de baixo custo relativo, e de facil reprodutibilidade (O'TOOLE,

G. A.,, 2011). Portanto, visto que esta formacdo de biofilmes por bactérias vem
acarretando inUmeros problemas, em diversas areas, busca-se com este projeto a
otimizacdo dos ensaios para formacdo do biofilme por P. aeruginosa e quantificar
a adesao através da biomassa total formada em diferentes meios e intervalos de
tempo, empregando-se a metodologia de ensaio colorimétrico com cristal violeta,

gue um método rapido, confiavel, de baixo custo, alto rendimento e adaptavel.
Material e Métodos

Micro-organismos utilizados no estudo

Para a realizagdo dos ensaios foram utlizadas estirpes padrdao de
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027 e 27853) provenientes da colecdo do
Laboratério de Microbiologia da Universidade Estadual de Goias (UEG — CCET).
Manutencdao e reativacado das cepas estudadas

A manutencao das cepas foi realizada conforme descrito por Silva, Costa e
Chinarelli (2008) com pequenas modificagdes. Primeiramente, foram realizados
repique das cepas a fim de se obterem colbnias isoladas. As cepas foram repicadas
em meio soélido agar cetrimida, pela técnica de esgotamento por estrias e as placas
incubadas a 35°C por 24 horas. Logo em seguida, foram transferidas de 3 a 5
colonias isoladas e tipicas para um tubo com 15 mL caldo Nutriente + 20% de
glicerol, seguidas de homogeneizacdo em agitador de tubos (vortex) por 15
segundos, apods este procedimento os tubos foram incubados por 12 horas a 35°C.
Em seguida, foram transferidas aliquotas de 1 mL para microtubos tipo Eppendorf,
previamente esterilizados e devidamente rotulados. Posteriormente as aliquotas
foram armazenadas a 8° C por sete dias e congeladas em freezer a -20°C.

As cepas foram reativadas em agar cetrimida, pela técnica do esgotamento.
As placas foram semeadas com auxilio de alcas de platina e em seguida incubadas
a 35°C por 24 horas.

Producédo de biofilmes "in vitro" em microplacas: determinacdo da biomassa
total (polissacarideos e bactérias)
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Foi utilizada a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2004) com algumas
modificacfes. Resumidamente, as colonias de Pseudomonas aeuruginosa foram
suspensas em 5 mL de solucao fisiologica estéril 0,9 % e a suspenséo foi ajustada a
escala 0,5 McFarland (1,5x108 UFC mL1). Em seguida foi transferido 1 mL da
suspenséo para 9 mL dos caldos de Soja Tripticaseina (TSB) e Agua Peptonada (AP)
(1/10), ajustando o inéculo para 1,5x107 UFC mL™.

Depois, em cada pogo de uma microplaca de poliestireno, contendo 100 pL do
meio de cultura TSB e AP, foram colocados 5 pL da suspensao celular para o
crescimento do biofilme (1x10° mL), exceto no poco usado para como controle
negativo, no qual foram colocados 100 pL de meio de cultura.

As microplacas foram incubadas nos intervalos de 24h e 48h. ApOs este
periodo foi feita a leitura visual, confirmando o crescimento das cepas e a nao
contaminagdo dos controles negativos. Posteriormente os meios de cultura foram
retirados dos pocgos, e lavado trés vezes com 200 pL de solugao fisiolégica estéril
para a remocao das células ndo aderidas.

Para os ensaios de estudo da biomassa total, as placas foram tratadas
segundo metodologia descrita por Naves et al. (2008). Resumidamente, foram
adicionados 110 pL de cristal violeta a 1% por 10 minutos, em seguida o corante foi
desprezado e as placas lavadas cinco vezes com 200 pL de agua destilada. As
placas foram secadas a 35°C por 20 minutos, posteriormente foram adicionados 110
UL de etanol absoluto em cada poco para a coloracdo das bactérias aderidas e a
placa incubada durante 10 minutos. Posteriormente, as leituras das densidades
opticas (DO) de cada poco foram realizadas por um leitor de placas automatizado
(Epoch) a 492 nm.

A partir das densidades Opticas obtidas foram calculadas a formacédo de
biofilme pela seguinte férmula: FB = BA — PC (NAVES, 2009). Sendo que FB
corresponde a formacgdo do biofilme, BA é a densidade éptica a 492nm dos pocos
com as bactérias aderidas, PC representa as densidades 6pticas dos pocos controle
nao inoculados.

Analises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e em ensaios

independentes. As variaveis quantitativas geradas, indices de formacao de biofilmes,
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foram analisadas descritivamente com o célculo das médias e desvios padrédo. Para

avaliar o significado das diferencas entre a formacdo de biofilme nas diferentes

condicOes testadas foi utilizado o teste t de Student pareado bicaudal (p< 0,01).
Resultados e Discusséao

Gréfico 1: indices de formac&o de biofiimes de P. aeruginosa ATCC 9027 e 27853
em caldo TSB e 4gua peptonada nos intervalos de 24h e 48h.
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Como ¢é possivel apreciar no Gréfico 1, P. aeruginosa ATCC 9027
apresentou melhor desempenho na formacéo de biofilmes, notadamente em caldo
TSB quando comparado ao da P. aeruginosa ATCC 27853.

Outro aspecto revelado é que todas as leituras obtidas com 24h de
incubacdo foram superiores as obtidas com 48h e que o caldo TSB propiciou
melhores indices de formacéo de biofilme quando comparado a 4gua peptonada. Os
ensaios foram realizados em sistema fechado, onde nédo ocorre renovacdo dos
nutrientes e as substancias toxicas acumulam-se no meio. Por isso os resultados da
formacao de biofilme nas primeiras 24 horas mostraram-se mais intensos em relacao
as placas incubadas por 48 horas.

O caldo TSB é caracterizado como um meio altamente nutritivo e equilibrado,
sendo este de uso geral para o crescimento de uma grande variedade de micro-
organismos incluindo fungos e bactérias, este que em nosso estudo proporcionou

um ambiente mais adequado para o crescimento das bactérias e formacdo de

REALIZACAO

PRP PRE : 2
Pro-Reitorn B Pré -ggimna gs . Pr(_er‘a:a[[lma de 3 Universidade
~ - Sguisa e ensao, Cultura e i
Graduacao Pc'vs-Gmguat;z‘m Assuntos Estudantis Estadual de Goias



1‘33 au =) an" = V Congresso de Ensino,
¥ 3 - - a
o ﬁJ‘?"Ij Qe Pesquisa e Extensao da UEG

biofilme. Em contraste, a 4gua peptonada que é considerada um meio minimo para o
crescimento, usada em diluicbes seriadas de amostras para andlise, transporte de
micro-organismos e para o pré-enriquecimento ndo seletivo de Salmonella sp (SILVA,
JUNQUEIRA, SILVEIRA, 2001, apud PITON, 2012) e em nossas condicdes
experimentais ndo propiciou condi¢cdes 6timas para a formacdo de biofilme pelas
cepas de P. aeruginosa estudadas.

As diferencas observadas foram analisadas do ponto de vista estatistico pelo

teste t de Student e os resultados estdo expressos na Tabela 1

Tabela 1: Estudo da significancia das diferencas encontradas entre os meios de
cultura e tempo de incubac&o nos ensaios de formacao de biofilme para as cepas de
P. aeruginosa ATCC 9027 e 27853.

Variaveis estudas com o teste t de Student

TSB 24h TSB 48h TSB 24h
TSB AP VS VS VS
Cepas 24hvs48h 24hvs 48h AP 24h AP 48h AP 48h
Pa 9027 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Pa
27853 <0,0001 <0,0001 =0,0053 =0,0004 <0,0001

Pa - Pseudomonas aeruginosa, TSB - Caldo de Soja Triptocaseina, AP - Agua peptonada

A partir da andlise dos resultados obtidos pode se observar que a
disponibilidade de nutrientes é determinante para uma maior formacao de biofilme.
Sugerindo interferéncia em relacdo ao nutriente do meio de cultura e capacidade da
bactéria em expressar fatores de adeséo.

A primeira etapa do processo de formacdo do biofilme comeca pela adeséo
reversivel de bactérias planctbnicas sobre uma superficie adequada para o
crescimento, seguido pela fixacdo irreversivel de bactérias que posteriormente
formam microcolénias na matriz de EPS (RASAMIRAVAKA, T. et al. 2015). Substrato
e célula bacteriana podem influenciar essa adesdo inicial a superficies inertes
através de suas propriedades, tendo como exemplo hidrofobicidade, rugosidade
superficial, presenca de fimbrias, flagelos e producdo de EPS. Fatores como

temperatura, pH, tempo de incubagcdo ou composicdo do meio de cultura s&o
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capazes de afetar as propriedades das células bacterinas em iniciar a adesao
(KALICINSKA, A.; TYSKI, S. 2009; ZERAIK, A. E.; NITSCHKE, M. 2012).

Diversos estudos, explorando varios tipos de bactérias, foram estabelecidos
por Stepanovic et al. (2000, 2004) onde de forma geral nesses estudos o meio de
cultura que produzia maior nivel de células aderentes variou para cada linhagem
microbiana, no qual a inanicdo seria capaz de aumentar a adesédo de alguns micro-
organismos, ao passo que outros exibiam altas taxas de adesdo em meio rico em
nutrientes. Nestes estudos eles confirmaram diferentes niveis de producédo de
biofiilme de acordo com o teor de nutrientes do meio, observando que para
Salmonella spp a adesao era maior em meio pobre em nutrientes, enquanto para L.
monocytogenes 0 meio rico em nutrientes produziu mais biofilme.

Ao analisar diferentes isolados de P. aeruginosa, Kalicinska, A.; Tyski, S.
(2009); Perez, L.; Barth, A. (2011), utilizando metodologia semelhante ao do
presente estudo, também reportaram maior capacidade de formacéo de biofilme sob
superficies inertes, em concentracdes mais elevadas de nutrientes.

Segundo Donlan (2002), o processo de ligacdo do micro-organismo a
superficie sélida para formacédo do biofilme é um processo complexo regulado por
diversas caracteristicas como substrato, superficie celular e meio de crescimento,
estando este ultimo ainda pouco compreendido e, de acordo, com Shrout et al. (2006,
2011), uma possivel explicacdo para a influéncia no desenvolvimento do biofilme de
P. aeruginosa pode estar relacionada a determinantes genéticos e ambientais, no
gual ambiente nutricional € capaz de modular a arquitetura do biofilme de acordo
com a fonte de carbono utilizada para crescimento, descrevem também outro fator
ligado a essas condicdes nutricionais para controlar a formacdo do biofilme, o
sistema quorum-sensing, sendo este importante por regular genes essenciais ao

metabolismo, sintese proteica e de viruléncia, como os genes do biofilme.
Consideracgdes Finais

A partir da andlise dos resultados obtidos pode se observar que a
disponibilidade de nutrientes é determinante para uma maior formacéao de biofilme.

Estudos mostram que a formacado de biofilme é induzida em condi¢des limitadas de

REALIZACAO

PRP > 2
Pr(‘:--RP'tor‘!:%E Pro- ggl oriade G- RL& toria 5 1E 3 Universidade
ol SguIsa e xLlSjU ultura e -
Graduagdo pss Graduacao Assuntos Estudantis Estadual de Goias



C V Congresso de Ensino,
Pesquisa e Extensdo da UEG

nutrientes. Sendo assim, a disponibilidade de nutrientes desempenha um papel

importante na transicdo a partir de um modo de vida plancténico para um modo
sessil.

Embora tendo sido documenta por muitos anos a existéncia de biofilmes,
somente nas Ultimas décadas que tem se destacado as ferramentas para estudar
seus aspectos relacionados a formacdo e desenvolvimento, isto gracas a novas
descobertas genéticas e moleculares, assim como o desenvolvimento de novas
técnicas de deteccdo da adesdo bacteriana, por exemplo, as técnicas de
microscopia e de placa, permitindo avaliar o crescimento e adesdo de um biofilme
em uma dada area de superficie, e como estas técnicas sdo normalizadas,
possibilitam uma féacil reproducdo e posterior comparacdo em outros trabalhos
(TOUTAIN; CAIAZZA; O'TOOLE, 2004; GARRETT, BHAKOO; ZHANG, 2008).

Portanto o desenvolvimento de métodos sensiveis para a formacdo de
biofilmes revela-se uma questéo importante pois permite detalhar com mais precisao
sobre sua estrutura e propriedades, além de ajudar a desenvolver métodos eficazes
de erradicacao do biofilme (HANEY, E. et al, 2018).
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