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RESUMO

FERREIRA, Alex Guerra. A influéncia do crescimento em biofilme na
susceptibilidade a antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa associadas a
infecgcdes pulmonares crénicas em pacientes com fibrose cistica. 2008. 85 f.
Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

A infecgcéo pulmonar cronica por Pseudomonas aeruginosa em pacientes com
fibrose cistica (FC) esta associada a um dano progressivo do tecido pulmonar, que
tem como consequéncia a faléncia respiratéria e morte na maioria dos pacientes. A
antibioticoterapia traz importantes contribuicbes, porém a capacidade deste
microrganismo em persistir no ambiente pulmonar ap0s o tratamento pode estar
relacionada com a formacéo de biofilme e a resisténcia a acdo dos antimicrobianos
nesta forma de crescimento. Em 40 amostras de P. aeruginosa obtidas de 20
pacientes fibrocisticos com infeccéo crbénica: analisamos a capacidade de formacéo
de biofilme, comparamos as concentracdes inibitdrias minimas de cinco
antimicrobianos nas duas formas de crescimento, plancténica (CIM) e biofilme (BIC)
e fizemos a tipagem molecular pela técnica de PFGE. Todas as amostras
mostraram-se capazes de formar biofilme, sendo que 47,5% e 45% delas revelaram
capacidade moderada e fraca, respectivamente e ndo houve diferenca significativa
entre os morfotipos ndo mucdide e mucoide. Ao compararmos CIMs e BICs
verificamos aumentos significativos para todos os antimicrobianos. Todas as
amostras foram susceptiveis aos aminoglicosideos pela CIM, porém na BIC os
indices de resisténcia foram de 92,5%; 85% e 45% para tobramicina, gentamicina e
amicacina, respectivamente. A tipagem molecular revelou uma grande diversidade
entre as amostras (27 perfis), ja que 75% dos pacientes mostraram-se colonizados
por cepas distintas. Entretanto, alguns pacientes apresentaram-se colonizados por
amostras com o mesmo perfil. Correlacionando os perfis clonais encontrados com a
formacdo de biofilme e os valores da BIC, verificamos que ndo houve associacéo
entre nenhum perfil e o comportamento fenotipico. Nossos resultados reforcam a
necessidade de padronizacdo e implementacdo de testes in vitro que possam
detectar essas peculiaridades e que representem de maneira mais fidedigna a
verdadeira fisiopatologia das infeccbes pulmonares por P. aeruginosa, impactando
de forma positiva na conduta médica frente aos pacientes.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Fibrose cistica. Biofilme. Resisténcia.



ABSTRACT

FERREIRA, Alex Guerra. Influence of biofilm growth on antimicrobial
susceptibility in Pseudomonas aeruginosa associated with chronic lung
infections in cystic fibrosis patients. 2008. 85 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

The chronic pulmonary infection caused by Pseudomonas aeruginosa in
patients with cystic fibrosis (CF) is associated with a gradual damage of the
pulmonary tissue, resulting the respiratory bankruptcy and death in the majority of the
patients. Antibiotic therapy has a important contribution, however the capacity of
these microorganisms in persisting in the pulmonary environment after the treatment
have been related with their ability biofilm of formation and the resistance to action of
antimicrobials in this form of growth. In 40 gotten samples of P. aeruginosa of 20 CF
patients with chronic infection: we analyze the capacity of formation of biofilm,
compare the minimal inhibitory concentration of five antimicrobials in the two forms of
growth, planctonic (MIC) and biofilm (BIC) and made the molecular typing by the
PFGE technique. All the samples had revealed capable to form biofilm, being that
47.5% and 45% of them had disclosed moderate and weak capacity, respectively
and it did not have significant difference between the morfotypes nonmucoid and
mucoid. With it, we compare MICs and BICs verify significant increases for all the
antimicrobials. All the samples had been susceptible to the aminoglycosides by the
CIM, however in the BIC the resistance levels had been of 92,5%; 85% and 45% for
tobramycin, gentamicin and amikacin, respectively. The molecular typing disclosed a
great diversity between the samples (27 profiles), since 75% of the patients had
revealed colonized for distinct strains. However, some patients had presented
samples with the same profile. Correlating the clonal profiles found with the formation
of biofilm and the values of the BIC, we verify that did not have association between
the clonal profile and phenotypic behavior. Our results show the importance of
standardization and implementation of tests in vitro that they can detect these
peculiarities and that pulmonary infections for P. aeruginosa represent in trustworther
way the true physiopatology them, reflecting of positive form in the medical behavior
in front of the patients.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Cystic Fibrosis. Biofilm. Resistance.
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INTRODUCAO

Fibrose cistica

A Fibrose Cistica (FC) se manifesta como uma sindrome clinica caracterizada
pela ocorréncia de infeccBes pulmonares cronicas e alteracfes gastrintestinais e
nutricionais (Liczak, Cannom & Pier, 2002). Trata-se de uma doenca autossémica
recessiva encontrada predominantemente na populagdo caucasiana, sendo
consequéncia de mutacdes no gene que codifica a glicoproteina reguladora de
condutancia transmembranar da fibrose cistica (CFTR), uma proteina presente em
células epiteliais de diversos tecidos e que atua na homeostase de ions e fluidos.
Atualmente, s&o reconhecidas aproximadamente 1500 mutacdes relacionadas com
diferentes graus de severidade e manifestacdo da doenca (Shreve et al., 1999;
Moore et al., 2004; Riordan, 2007).

Apesar de varios 6rgdos serem afetados, a infeccdo pulmonar cronica € a
principal causa de morbidade e mortalidade nos pacientes com FC. Nas vias aéreas
0 mecanismo de defesa depende de um sistema mucociliar, que consiste na
presenca de uma camada bifasica de muco sobre as células epiteliais ciliadas. A
fase superior do muco € viscosa, permitindo a captura de particulas e
microrganismos, enquanto que a camada inferior € mais fluida, para que haja o
batimento ciliar criando um fluxo unidirecional que carreia os corpos estranhos para
nasofaringe, onde seréo eliminados ou deglutidos (Rogers et al., 1993; Engelhardt et
al., 1994; Liczak, Cannom & Pier, 2002; Bagge et al., 2004; Foweraker et al., 2005).

Nos pacientes fibrocisticos, a perda ou reducédo da funcao da proteina CFTR
provoca alteracdes na secrecao e na reabsor¢cdo do muco, tornando-o uma camada
uniformemente viscosa o0 que dificulta a criagdo de um fluxo pelo movimento ciliar,
favorecendo a persisténcia de bactérias nas vias aéreas e a doenca pulmonar
cronica nestes pacientes (Sperra & Collins, 1993; Oliver et al., 2000; Tramper —
Sanders et al., 2005).

Até a primeira metade do século XX, 80% dos recém-natos portadores da FC
morriam antes de completar um ano de idade e o Obito ocorria em todos os

pacientes até os 10 anos (Manno, 2005). Nas décadas de 50 e 60 estudos
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descreveram uma consideravel proporcdo de pacientes alcancando a adolescéncia
(Nivens et al., 2001; Liczak, Cannom & Pier, 2002). Ap6és os anos 90,
aproximadamente um terco dos fibrocisticos atinge a idade adulta, com uma
expectativa de vida superior a 30 anos nos paises desenvolvidos. O aumento da
sobrevida média destes pacientes esta ligado a um avanco do conhecimento sobre a
doenca, representado pela adocao de principios multidisciplinares padronizados no
tratamento dos portadores de FC (FitzSimmons, 1993; Hutchison & Govan, 1999;
Liczak, Cannom & Pier, 2002; Ratjen & Doring, 2003).

Aspectos microbioldgicos na FC

As infec¢cBes pulmonares cronicas, que perpetuam o declinio da funcéo
pulmonar, s&o a principal causa de morbidade e mortalidade nos pacientes com FC
(Hutchison & Govan, 1999; Liczak, Cannom & Pier, 2002). Essas infec¢cfes sao
principalmente de etiologia bacteriana e restritas a poucos patdégenos como:
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae e espécies do grupo dos
bastonetes Gram negativos ndo fermentadores (BGN-NF), caracterizando-se por
quadros progressivamente crénicos com episodios de exacerbacdo aguda (Govan &
Nelson, 1993; Saiman & Siegel, 2004).

Adimite-se que os pacientes com FC tém o pulmao inicialmente colonizado
por S. aureus e H. influenzae, duas espécies bacterianas presentes no trato
respiratério superior (Umetsu et al., 1990; Hoiby, 1995; Cystic Fibrosis Foundation
Patient Registry, 2003). Atualmente ndo ha consenso sobre o0 uso de
antibioticoterapia anti-estafilococica, de forma rotineira ou intermitente, a fim de
prevenir a progressao da infeccao para um estagio de grave patologia (Ulrich, Liczak
& Govan, 1992). Sugere-se que a infeccdo por S. aureus precede a infeccdo do
parénquima pulmonar dos fibrocisticos pelos BGN-NF, dentre os quais destaca-se a
Pseudomonas aeruginosa que € a espécie mais freqliente e responsavel pela maior
taxa de morbidade e mortalidade nesses pacientes (Govan & Nelson, 1992;
Hutchison & Govan, 1999; Burns et al., 2001).

O aumento da sobrevida dos pacientes foi acompanhado do isolamento de

outros BGN-NF além da P. aeruginosa, como as bactérias do Complexo
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Burkholderia cepacia (CBc), microrganismos caracteristicamente ambientais
encontrados em numerosas fontes de &gua, solucbes detergentes e liquidos
endovenosos, que tiveram um aumento na freqiéncia de isolamento no escarro de
fibrocisticos nas ultimas décadas (Gilligan, 1991; Gladman et al., 1992; Burns &
Saiman, 1999, Sibley, Rabin & Surette, 2006). O CBc € composto por nove
espécies, que sao encontradas em diferentes frequéncias nos pacientes com FC e
apresentam variacbes quanto a apresentacdo clinica e producdo de fatores de
viruléncia. Além disso, estas bactérias apresentam resisténcia inata a maioria dos
antimicrobianos e algumas espécies possuem alta capacidade de transmissao entre
os pacientes (Li Puma et al., 1998; Coenye et al., 2001; Saiman et al., 2003; Govan,
Brown & Jones, 2007).

A colonizacdo por espécies do CBc nesses pacientes pode evoluir de trés
formas: colonizacdo assintomatica, infeccdo com declinio da funcdo pulmonar e
deterioracdo pulmonar aguda com bacteremia, pneumonia necrozante, sinais de
septicemia e evolucdo rapida do paciente ao o6bito: caracterizando a “sindrome
cepacia” (Coenye et al., 2000; Vinion-Dubiel et al., 2004, Govan, Brown & Jones,
2007).

Outros BGN-NF sao isolados dos pacientes com FC em menor freqiéncia,
como Stenotrophomonas maltophilia, cujo potencial patogénico ainda ndo esta
definido, e Achromobacter xylosoxidans, frequentemente associado com
exacerbacdes dos sintomas pulmonares (Denton et al.,, 1998; Saiman et al., 2001,
Rabin & Surette, 2006). Burkholderia pseudomallei e espécies do género Pandoraea
spp. também ja& foram isoladas, porém os efeitos da colonizacdo por estes
microrganismos no curso da doenca destes pacientes permanecem desconhecidos
(Barth et al., 2007; Pimentel & Macleod, 2008).

Pseudomonas aeruginosa e a FC

P. aeruginosa € um BGN-NF com grande versatilidade nutricional, sendo
capaz de utilizar diversos compostos organicos, assim como é capaz de crescer em
meios de cultura contendo somente acetato como fonte de carbono e sulfato de

amonio como fonte de nitrogénio. E um microrganismo aerébio, mas pode crescer
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em condi¢des de anaerobiose utilizando o nitrato ou a arginina como aceptor final de
elétrons. E moével devido a presenca de flagelo polar monotriqueo e produz
pigmentos hidrossoluveis, tais como a pioverdina (pigmento fluorescente) e a
piocianina (pigmento fenazina de cor azul). A combinacdo destes dois pigmentos é
responsavel pela cor verde brilhante, caracteristica patognomonica das colénias de
P. aeruginosa. Algumas amostras também produzem outros pigmentos
hidrossollveis como piorrubina ou piomelanina (Vasil, 1986; Pollack, 1995).

P. aeruginosa é uma bactéria ubiqua, com predilecdo por ambientes Umidos,
sendo encontrada no solo, 4gua e plantas. S&o pouco freqiientes como constituintes
da microbiota de individuos saudaveis (Kiska & Gilligan, 2001). Trata-se de um
microrganismo com elevado potencial adaptativo, sendo um patégeno oportunista
causador de uma variedade de infecgbes em humanos e outros animais (Goldberg &
Pier, 2000).

Este microrganismo € o principal patégeno, tanto em importancia quanto em
prevaléncia, encontrado no pulmé&o dos pacientes com FC (Singh et al., 2000). A
colonizacdo crbnica por esta bactéria associada a inflamacdo das vias aéreas
conduz a um dano progressivo do tecido pulmonar, que tem como conseqiiéncia a
faléncia respiratdria e morte em cerca de 85% dos fibrocisticos (Hoiby, 1993; Welsh,
et al., 1995; Gibson, Burns & Ramsey, 2003).

A colonizacédo do pulméao destes pacientes pela P. aeruginosa pode ocorrer
antes dos seis meses de idade, podendo se tornar crénica ja na primeira década de
vida, com aumento da frequéncia das exacerbacdes pulmonares (Armstrong et al.,
1997; Rosenfeld et al., 2001). A partir da adolescéncia, mais de 80% dos pacientes
com FC sé&o considerados cronicamente infectados por P. aeruginosa (Heijerman,
2005; Moreau-Marquis, Stanton & O’'Toole, 2007).

Caracteristicas fisiopatoldgicas resultantes do funcionamento inadequado da
proteina CFTR tornam o tecido pulmonar do fibrocistico particularmente susceptivel
a colonizacdo por P. aeruginosa (Hutchison & Govan, 1999). O aumento da
expressdo de asialo-GM1 na superficie apical das células do epitélio respiratorio
favorece a adesao destes microrganismos (Saiman & Prince, 1993; De Bentzmann
et al., 1996; Davies et al., 1997). Além disso, a elevada viscosidade e osmolaridade
do fluido da superficie das vias aéreas afetam a atuacdo de peptideos

antimicrobianos e defensinas no combate a P. aeruginosa, permitindo que a bactéria
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se estabeleca causando um quadro infeccioso (Smith et al., 1996; Goldman et al.,
1997).

A colonizacao inicial pode ser resultado do contato social ou da aquisicdo em
visitas a hospitais ou clinicas, porém a grande diversidade clonal dos isolados
sugere uma origem ambiental (Speert & Campbell, 1987; Burns et al., 2001).
Normalmente, o morfotipo ndo mucdide (NM) € o responsavel por esta colonizacéo
inicial e pelo inicio da patogénese, devido ao arsenal de fatores de viruléncia que
expressa como: lipolissacarideo, pili, sistema de secrecao do tipo Ill, exotoxina A,
elastases e proteases; fatores estes que, associados a resposta inflamatéria causam
o dano tecidual no pulméo (Matrtin et al., 1994; O’Toole & Kolter, 1998; Terada et al.,
1999; Hentzer et al., 2001; Finnam et al., 2004).

Estudos longitudinais mostram que este morfotipo NM adquirido inicialmente,
pode permanecer no pulméao dos fibrocisticos por varios anos (Mahenthiralingam et
al., 1996; Renders et al., 1996). A caracterizacdo do estagio de infeccao cronica,
normalmente se da pelo aumento das exacerbacfes e pela conversdo do morfotipo
NM para o mucoide (M) (Liczak, Cannom & Pier, 2002). Este fenotipo € resultado da
hiperproducéo de alginato, um polimero acetilado composto por monédmeros de p-1,4
associados aos acidos D-manurbnico e L-glucurénico (Ryder, Byrd & Wozniak,
2007). A conversao para o morfotipo M esta associada a mutacbes no gene
regulador muc A que capacitam a bactéria a sobreviver no ambiente hostil que é o
pulmao do fibrocistico (Martin et al., 1993; Mahenthiralingam et al., 1994; Drenkard &
Ausubel, 2002).

O aparecimento do morfotipo M esta associado a um pior progndéstico para 0s
pacientes, com aumento da deterioracdo pulmonar. Estudos mostram que uma
minoria de pacientes que ndo apresenta o morfotipo M possui a fungcéo pulmonar
significativamente melhor do que aqueles que colonizados por este fendétipo (Parad
et al., 1999; Sener et al., 2001; Bagge et al., 2004; Heijerman, 2005). O alginato atua
como um importante fator de protecdo contra a acdo das imunidades inata e
adquirida, protegendo o microrganismo contra a fagocitose, o estresse oxidativo e o
sistema complemento, além de agir como uma relevante barreira a acao de
antimicrobianos, garantindo assim a persisténcia da P. aeruginosa no pulmao dos
fibrocisticos (Gilligan, 1991; May, Shinabarged & Mahara, 1991; Moss, 1995;
Hentzer et al., 2001, Liczak, Cannom & Pier, 2002).
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Antibioticoterapia na FC

A antibioticoterapia traz importantes contribuigcbes para os pacientes com FC,
pois diminui a densidade bacteriana, erradica 0s microrganismos e trata a
exacerbacéo pulmonar, reduzindo a morbidade e aumentando a expectativa de vida
destes pacientes (Beaulac et al., 1996; Ratijen, 2001a; Finnan et al., 2004; Garcia et
al.,, 2004). Existem alguns documentos orientativos para o tratamento desses
pacientes, porém a maioria das decisfes a respeito de quando tratar e quais
antibioticos utilizar € empirica e baseada na idade dos pacientes, nos
microrganismos infectantes e na severidade da exacerbacao pulmonar e, portanto, a
conduta pode ser variavel entre os diferentes centros de atendimento. (Doring et al.,
2000; Liczak, Cannom & Pier, 2002).

A antibioticoterapia é necessaria para impedir o rapido declineo da funcéo
respiratoria dos pacientes infectados por P. aeruginosa, entretanto o tratamento é
muito dificil, j& que dos antimicrobianos que mostram atividade in vitro, somente uma
minoria é eficaz nas concentracdes recomendaveis para a terapéutica (Deretic et al.,
1995; Giamarellou & Antoniadou, 2001). Além disso, mesmo quando o tratamento é
adequado, a presenca do morfotipo M torna a erradicacdo deste microrganismo rara
(Macia et al., 2004; Manno et al., 2005).

Alguns pB-lactamicos s&@o ativos contra estes microrganismos, como as
carboxipenicilinas (carbenicilina e ticarcilina), as ureidopenicilinas (azlocilina e
piperacilina), as cefalosporinas (ceftazidima e cefepime), o monobactamico
aztreonam e os carbapenens (imipenem e meropenem). Além disso, também podem
ser empregados aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e tobramicina) e
quinolonas (ciprofloxacina) (Livermore, 2001; Geller et al., 2002; Saiman & Siegel,
2003; Smyth et al., 2005).

Esquemas terapéuticos utilizando monoterapia ou terapia combinada com
antimicrobianos por via oral, para o tratamento de infeccbes leves, e por via
intravenosa, para infeccdbes moderadas ou graves, tém sido propostos para o
combate & doencga pulmonar causada por P. aeruginosa (Liczak, Cannom & Pier,
2002). Segundo o Consenso Europeu de FC, o tratamento primario da infeccédo

precoce por P. aeruginosa consiste na utilizacdo de antimicrobianos via oral e
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inalatoria e no caso de exacerbacfes deve-se utilizar terapia intravenosa (Doring et
al., 2000).

O tratamento com quinolonas por via oral, em particular a ciprofloxacina, que
é tao eficaz por esta via quanto por via intravenosa, vem sendo utilizado juntamente
com a nebulizacdo de tobramicina ou polimixina, pois o uso de antimicrobiano por
via inalatoria permite que se consiga altas concentracdes nas vias aéreas, com boa
eficicia clinica e baixa incidéncia de efeitos adversos, uma vez que a absor¢cao
sistémica é praticamente nula (Sermet-Gaudelus et al., 2002). Contudo o uso da
ciprofloxacina é limitado, devido a sua toxicicidade para pacientes pediatricos e a
rapida emergéncia de resisténcia (Church et al., 1997).

Outro esquema terapéutico baseia-se na administracao sistémica juntamente
com a nebulizacdo. Como terapia intravenosa foi descrita a associacdo de um
aminoglicosideo com um f-lactamico, ou a combinacdo deste Ultimo com a
ciprofloxacina e para nebulizagdo, colistina ou tobramicina. Além disso, a
nebulizacdo tem sido empregada na antibioticoterapia profilatica (Manno et al.,
2005).

No Brasil, um dos esquemas utilizados para a erradicagdo da P. aeruginosa
do pulméo dos fibrocisticos, durante as fases iniciais da colonizacdo, consiste na
administracdo intravenosa de ceftazidima associada ao uso de um aminoglicosideo
por via inalatdria (amicacina ou tobramicina). A partir do estabelecimento da infeccao
crbnica, acrescentam-se ciclos intermitentes de tobramicina inalatéria a fim de se
evitar os quadros de exacerbacdo pulmonar (Frederiksen et al., 1997). A melhor
opcao de tratamento ainda ndo esta estabelecida e, a despeito de uma intervencao
precoce e agressiva, pode ndo ser possivel erradicar a P. aeruginosa das vias
respiratérias de pacientes com FC, devido, em parte, a capacidade de formacao de
biofilme desta bactéria (Doring et al., 2000; Costerton, 2001).

Biofilme

Biofilmes podem ser definidos simplesmente como comunidades de
microrganismos aderidos a uma superficie (O’Toole, Kaplan & Kolter, 2000a). Estas

células bacterianas encontram-se embebidas em uma matriz composta por
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proteinas, polissacarideos e acido nucléico que é secretada pelos proprios
componentes do biofilme (Costerton et al., 1995; Whitchurch et al., 2002).

O crescimento em biofiilme é uma alternativa a vida plancténica, sendo
considerado uma estratégia de sobrevivéncia da bactéria (Hoiby et al., 2001). Trata-
se de uma forma de desenvolvimento microbiano, pois estas bactérias sofrem
alteracdes na forma e funcdo que passam a ter um papel proeminente no ciclo de
vida destes microrganismos (Shimkets & Brun, 1999). O biofilme representa um
sistema bioldégico com elevado nivel de organizagdo, onde as bactérias formam
comunidades estruturadas, coordenadas e funcionais (O'Toole, Kaplan & Kolter,
2000a).

Os biofilmes podem ser compostos por uma ou mais espécies microbianas e
podem ser formados em uma ampla gama de superficies biodticas e abibticas.
Enquanto que os biofilmes polimicrobianos predominam na maioria dos ambientes
os biofilmes monomicrobianos existem em varias infeccées e na superficie de
dispositivos médicos (Dickinson & Bisno, 1993; Adal & Farr, 1996; Archibald &
Gaynes; 1997).

A formacao do biofilme pelas bactérias € um processo que pode ser dividido
em quatro estagios: adesdo a uma superficie, estabelecimento de uma
monocamada de bactérias, formacdo de microcolbnias e por ultimo a maturagao
deste biofiime (Head & Yu, 2004). Esta formacdo tem inicio quando a bactéria
identifica condicbes ambientais, como alteracfes na temperatura, na osmolaridade,
no pH e na disponibilidade de ferro e oxigénio, que sinalizam a transicdo para o
crescimento em biofilme (Wang et al., 1996; Palmer & White, 1997; Wimpenny &
Colasanti, 1997; Pratt & Kolter, 1998; Stoodley et al., 1999; Waltnick & Kolter, 1999;
O’'Toole et al., 2000Db).

Para crescer em biofilme a bactéria precisa ser capaz de aderir e se mover
em superficies, estimar a densidade bacteriana através da quantidade de moléculas
sinalizadoras da comunicacéo intercelular e formar uma estrutura tridimensional de
células embebidas por uma matriz (O’'Toole, Kaplan & Kolter, 2000a). Desta forma a
bactéria podera formar uma comunidade e obter beneficios adicionais da
versatilidade fenotipica das bactérias vizinhas (Davey & O’Toole, 2000). Os
organismos podem viver de forma independente no ambiente, porém em muitos

casos eles proliferam mais efetivamente interagindo e formando comunidades, por
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isso 0 crescimento em biofilme parece ser uma caracteristica critica para a
persisténcia das bactérias (Caldwell et al., 1997).

Em mais de 65% das infec¢cdes humanas de etiologia bacteriana, verifica-se a
presenca de biofilme, sendo este uma importante forma de persisténcia da bactéria
e a principal causa de episédios recorrentes (Gander, 1996; Mittelman, 1997,
Costerton, Stewart & Greenberg, 1999; Potera, 1999). Particularmente, nas
infecgbes pulmonares cronicas dos pacientes fibrocisticos, a persisténcia da P.
aeruginosa tem sido associada a sua habilidade desta bactéria em formar biofilme,
tendo um papel importante na patogénese (Costerton et al., 1999; Singh et al., 2000;
Worlitzsch et al., 2002; O’May et al., 2006).

Grandes aglomerados de P. aeruginosa tém sido encontrados em secc¢des do
tecido pulmonar, em abscessos e no escarro de pacientes portadores de FC, sendo
estas estruturas analogas as microcolénias comumente observadas quando esta
bactéria forma biofilme em superficies abioticas. Este dado associado a deteccédo de
moléculas sinalizadoras da comunicacao intercelular, no escarro destes individuos,
sdo evidéncias de que a P. aeruginosa forma biofilme no pulm&o dos pacientes
fibrocisticos (Govan & Deretic, 1996; Heydorn et al., 2000; Singh et al., 2000; Hoiby
et al., 2001; Worlitzch et al., 2002; Moreau-Marquis, Stanton & O’Toole, 2008).

Em P. aeruginosa, o flagelo €& responsavel pela locomocdo da célula
bacteriana até a proximidade da superficie e, em conjunto com o lipolissacarideo
(LPS) e outras proteinas de membrana externa, medeiam as interagfes iniciais e
promove a formacdo de uma monocamada de bactérias (Saiman et al., 1990;
Ramphal et al., 1991; Prince, 1992; Ramphal & Lory, 1992; Fletcher et al., 1993;
Grant et al., 1993; Makin & Beveridge, 1996; Simpson, Smyth et al., 1996; St. Geme
& Cutter, 1996; Ottemann & Miller, 1997). A formagé&o das microcolonias depende do
pili tipo-1V, responsavel pela mobilidade do tipo “twitching”, usada pela bactéria para
se locomover através da superficie na qual ela esta aderida (Davies et al., 1998). H&
indicagBes de que a bactéria utiliza este tipo de mobilidade quando esta em contato
com outras bactérias, sugerindo um comportamento comunitario (Semmler,
Whitchurch & Mattick, 1999).

Apbs os estagios iniciais de interacdo da P. aeruginosa com a superficie e da
formacdo de microcolonias, ocorrem alteracdes na expressao génica que levam a
diferenciacdo das bactérias e a formacao da estrutura do biofilme, fatos estes que

caracterizam a etapa de maturacdo do biofiime (Davies et al., 1998; Davey &
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O’'Toole, 2000; Singh et al., 2000). Estas sao adaptacdes do microrganismo a vida
em biofilme e consistem em respostas as condi¢des fisico-quimicas na comunidade
bacteriana (Van Loosdrecht, Picioreanu & Heinen, 1997; Wimpenny & Colasanti,
1997).

Em P. aeruginosa, as alteracdes na expressao génica sdo provocadas pela
acdo das moléculas sinalizadoras da comunicacdo intercelular, conhecidas como
acylnomoserina lactonas (acyl-HSLs) no modelo de regulacdo dependente da
densidade bacteriana (Pesci & Iglewski, 1997; Whiteley, Lee & Greenberg, 2000).
Duas importantes moléculas que atuam neste complexo sistema regulatorio sédo a N-
(3-oxododecanoyl)-L-homoserina lactona (30C12-HSL) e a N-butiryl-L-HSL (C4-
HSL), e s&o os principais sinalizadores da maturagao do biofilme em P. aeruginosa,
pois sao capazes de se difundir livremente entre a membrana celular e entre as
células (Tang et al., 1996; Rumbaugh, Griswold & Hamood, 1999).

Estudos mostram que, dentre estas alteracdes destacam-se a regulacéo
negativa da sintese do flagelo que acarreta num fendtipo imovel por parte da
bactéria e a regulacdo positiva da producdo de moléculas componentes da matriz
extracelular, como por exemplo, a hiperproducdo do exopolissacarideo (Garret,
Perlegas & Wozniak, 1999).

Um dos principais aspectos do biofilme bacteriano é sua resisténcia aos
agentes antimicrobianos, que no caso das infec¢bes pulmonares cronicas por P.
aeruginosa na FC, seria um dos fatores relacionados com a recorréncia dos
sintomas, apds o término da antibioticoterapia (Davey & O’Toole, 2000; Drenkard,
2003).

Biofilme e resisténcia

O biofilme pode ser até mil vezes mais resistente a erradicacédo por agentes
antimicrobianos do que as células planctonicas, dificultando o tratamento e tornando
a infeccdo cronica (Ceri et al., 1999). In vivo, 0os antimicrobianos podem suprimir 0s
sintomas da infeccdo matando as bactérias planctbnicas, mas falham em erradicar
aguelas que estdo no interior do biofilme e quando a terapia acaba o biofilme atua

como um sitio para o retorno da infec¢do (Stewart & Costerton, 2001).
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Esta resisténcia pode ser revertida quando as bactérias em biofilme séo
submetidas a condi¢Bes que permitam o seu crescimento planctonico, sugerindo que
esta resisténcia € multifatorial, e somente uma combinacdo de diferentes
mecanismos poderia responder pelos niveis de resisténcia observados no biofilme
(Donlan, 2000; Stewart & Costerton, 2001; Walters et al., 2003).

Um dos mecanismos implicados na resisténcia do biofilme de P. aeruginosa é
a penetracao restrita do antimicrobiano (Stewart, 1996). A matriz extracelular atuaria
como uma barreira efetiva, prevenindo o acesso dos antimicrobianos as células do
interior da comunidade. Esta limitacdo do transporte se daria pela ligacdo das
moléculas do agente a sitos de reacdo presentes na matriz (Thien-Fah & O’'Toole,
2001; Drenkard, 2003). Em P. aeruginosa, a matriz extracelular do biofilme € capaz
de retardar a penetracdo dos aminoglicosideos, principalmente quando o alginato
estd presente, porém parece nao ser eficaz contra outras classes de
antimicrobianos, indicando nestes casos, a presenca de outros mecanismos (Suci et
al., 1994; Shigeta et al., 1997; Vrany, Stewart & Suci, 1997).

Outro importante mecanismo descrito € a heterogeneidade metabdlica da
populacao residente no biofilme. Diferencas na densidade bacteriana determinam
gradientes de nutrientes e disponibilidade de oxigénio dentro da estrutura do
biofilme, que resultam em diferencas na taxa de crescimento e na atividade
metabolica entre as bactérias e, como 0s antimicrobianos atuam principalmente em
células metabolicamente ativas, foi postulado que a heterogeneidade induziria a
diferencas nos niveis de susceptibilidade (De Beer et al., 1994; Drenkard, 2003).

A acdo dos p-lactamicos contra o biofilme de P. aeruginosa é
significativamente afetada na presenca células com baixa taxa de crescimento ou na
fase estacionaria, jA que esta classe atua em bactérias em divisdo (Evans et al.,
1991; Tanaka et al., 1999; Brooun, Liu & Lewis, 2000).

Grande parte da populacdo do biofilme estd em condices de limitacdo de
oxigénio, cuja auséncia reduz a atividade antimicrobiana de diversos agentes.
Estudos mostram que a agcédo de quinolonas e aminoglicosideos em biofilmes de P.
aeruginosa esta restrita a areas adjacentes a interface com o ar e sua atividade
bactericida s6 ocorre em zonas com elevada concentracdo de oxigénio (Zabinski et
al., 1995; Sauer et al., 2002; Walters et al., 2003).

Outras alteracdes fenotipicas da bactéria decorrentes do crescimento em

biofilme estdo associadas a ocorréncia de resisténcia. Dentre estas alteracdes
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destacam-se a diminuicdo da permeabilidade da membrana externa, com mudancas
na estrutura do lipolissacarideo que diminuem a afinidade pelos aminoglicosideos; a
expressdo e hiperproducdo de bombas de efluxo, que extraem da célula agentes
antimicrobianos de classes distintas; e a ativacao da resposta geral ao estresse, que
leva a alteracfes fisiologicas que protegem a célula contra diversas condicfes
ambientais desfavoraveis, incluindo a presenca de agentes quimicos bactericidas.
Essas condi¢des presentes no biofilme induzem ou selecionam variantes resistentes
a elevadas concentragdes de antimicrobianos. Adicionalmente, estudos sao
necessarios para elucidar como cada um desses mecanismos contribui para a
resisténcia do crescimento em biofilme (Ma et al., 1996; Whiteley et al., 2001; Xu et
al., 2001; Sauer et al., 2002).

Tipagem molecular

Devido a importancia de P. aeruginosa como agente de infeccdes
hospitalares e o0 surgimento de amostras multirresistentes, o0s estudos
epidemioldgicos que estabelecam o grau de similaridade entre as amostras tornam-
se muito importantes, pois permitem a caracterizacdo de surtos de infeccéo,
avaliacdo de possiveis fontes de transmissao e aquisicao deste patdégeno e também
podem determinar a prevaléncia de grupos clonais dentro de uma populacéo
bacteriana, visando o monitoramento da emergéncia e disseminacdo de bactérias
mulltirresistentes e/ou potencialmente virulentas Olive & Bean, 1999; Sader et al.,
2003).

Métodos genotipicos, tais como determinacdo do perfil plasmidial,
ribotipagem, avaliacdo do polimorfismo dos fragmentos de restricdo (RFLP),
amplificacdo de segmentos do DNA empregando a reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) e principalmente, a analise dos perfis de fragmentacdo do DNA, apos
digestdo com enzimas de restricdo, através de eletroforese em gel de campo
pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE), sdo recomendados para a
tipagem de microrganismos com propoésitos epidemioldgicos. Estes métodos séo
menos sujeitos a variacdes e apresentam maior poder discriminatorio, maior

reprodutibilidade e, em alguns casos, permitem o estabelecimento de bancos de
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dados para caracterizacdo dos microrganismos (Tenover, Arbeit & Goering, 1997;
Olive & Bean, 1999; Belkum et al., 2001).

A técnica de RFLP usando sondas para a regido contigua ao gene da
exotoxina A (tox A) tem sido utilizada, mostrando bom poder discriminatorio,
inclusive em amostras isoladas de pacientes com FC. Entretanto, este método é
tecnicamente complexo, sendo realizado somente em laboratérios de referéncia
(International Pseudomonas aeruginosa typing study group, 1994).

A determinacdo do perfil plasmidial foi o primeiro método molecular a ser
usado como ferramenta para a tipagem de bactérias. O uso desta técnica para a
determinacao do grau de similaridade entre as amostras de P. aeruginosa é limitado,
pois poucas possuem plasmideos e a maioria deles carreia genes de resisténcia a
antimicrobianos que podem ser adquiridos ou perdidos durante um surto (Maslow,
Mulligan & Arbeit, 1993). Entretanto, esta técnica pode auxiliar na determinacdo da
transmissdo de plasmideos carreando um determinado gene de resisténcia entre
amostras de mesma espécie ou entre espécies distintas dentro de um mesmo
hospital (Weber, Pfaller & Herwaldt, 1997; Tenover, Arbeit & Goering, 1997).

A técnica da reacdo em cadeia da polimerase utilizando iniciadores
randémicos (Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD) tem mostrado bons
resultados em estudos epidemiolégicos de P. aeruginosa (Mahenthiralingam et al.,
1996; Renders et al., 1996; Campbell, Mahenthiralingam & Speert, 2000).

O método de macrorrestricdo € o mais discriminatorio, nele as bactérias séo
embebidas em “plugs” de agarose e lisadas “in situ”, e seu DNA gendmico é digerido
com enzimas de restricdo que clivam o cromossomo de forma infreqiente, e este
material € submetido a uma eletroforese em gel de campo pulsado (Struelens et al.,
1993; Agodi et al., 2000).

Estudos mostram um alto nivel de diversidade genotipica entre amostras de
P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC, refletindo a mesma diversidade
verificada em amostras ambientais, 0 que sugere que estes pacientes adquirem as
cepas de P. aeruginosa de maneira independente, provavelmente de reservatorios
ambientais distintos (Romling et al., 1994b; Jensen et al., 1997; Burns et al., 2001).

Tem sido demonstrado a ocorréncia de cepas de P. aeruginosa agressivas e
transmissiveis em centros de atendimento a pacientes com FC, indicando que
alguns clones tém a habilidade de se difundir entre os fibrocisticos. Esta transmissao

pode ocorrer por rota direta ou indireta e estes clones possuem vantagens evolutivas
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significativas para colonizar o pulméo dos pacientes (Fluge et al., 2001; Jones et al.,
2001; Anthony et al., 2002; Armstrong et al., 2002; O’Carrol et al., 2004). Estudos
similares sugerem que a transmissao cruzada de P. aeruginosa entre pacientes com
FC ocorre mais frequentemente quando o contato € mais intenso, principalmente
entre irmaos (Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007).

Cepas de P. aeruginosa genotipicamente diferentes podem colonizar o0s
pacientes fibrocisticos, porém normalmente é aceito que uma vez infectados estes
pacientes tendem a abrigar o mesmo clone durante o curso da doenga, indicando
gue mesmo durante os periodos de antibioticoterapia, a cepa original ndo é
erradicada (Romling, Fiedler & Bobhammer, 1994; Burns et al., 2001). Outros
pacientes parecem manter variantes de um clone original, caracterizados por
pequenas diferencas no genoma, indicando uma adaptacdo da bactéria ao
microambiente pulmonar dos pacientes com FC durante a infeccdo cronica. Este
processo corresponde as consideraveis adaptacdes genéticas e acumulacdo ou
perda por mutagdes funcionais em genes especificos da P. aeruginosa (Struelens et
al., 1993; Silbert, Barth & Sader, 2001; Smith et al., 2006).

A infeccéo e colonizacdo do pulmao dos pacientes com FC por P. aeruginosa
€ um processo muito dinamico, ja que frequentemente verifica-se uma colonizacéo
mista por diferentes clones isolados em momentos diferentes. A predominancia de
um clone varia ao longo do tempo, com um predominando em um determinado
periodo e outro clone em outro periodo, sugerindo uma co-infec¢do (Renders et al.,
1997, Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007).

Em pacientes acompanhados por longos periodos verifica-se a ocorréncia de
diversos clones distintos, com periodos de estabelecimento de uma infeccéo
seguidos pela eliminacédo de clones especificos, indicando a substituicdo de clones
infectantes. Essa troca seria resultado de uma intensa competicdo por nichos
especificos no pulmdo dos fibrocisticos, revelando que alguns clones possuem
fatores competitivos mais vantajosos, principalmente no que tange as condicdes
nutricionais e a tolerancia ao sistema imune e aos periodos de antibioticoterapia
(Boukadida et al., 1993; Silbert, Barth & Sader, 2001; Jelsbak et al., 2007).

Durante o curso da infec¢do pulmonar por P. aeruginosa na FC, normalmente
ocorre a conversdo do morfotipo NM no M. Estudos longitudinais mostram que o
desenvolvimento do fendtipo M comeca a partir de uma populacéo inicial NM e que

ambas apresentam o mesmo perfil de fragmentacdo do DNA. Em alguns casos 0s
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dois morfotipos podem co-existir, indicando que cada um ocupa um nicho especifico
diferente no pulmao do fibrocistico e que a persisténcia da bactéria neste local pode
ser decorrente da sua habilidade em formar biofilme, entretanto poucos sdo os
estudos que correlacionam grupos clonais de P. aeruginosa a sua capacidade de
formacéo de biofilme (Romling, Fiedler & Bobhammer, 1994a; Hoiby, 2004; Jelsbak
et al., 2007).

Considerac0es finais

A escolha da antibioticoterapia deve ser conduzida pelos testes de
susceptibilidade in vitro, entretanto a padronizacdo dos métodos laboratoriais
disponiveis para determinacdo da susceptibilidade a antimicrobianos visa
especificamente a terapia de infec¢gdes por P. aeruginosa de infec¢des sangiineas e
urinérias, so6 tendo sido validado para essas condi¢des. A realizacdo desses testes
para os isolados de FC, tem gerado controvérsias sobre a sua utilidade clinica, ja
gue as caracteristicas peculiares de P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC,
como a presenca de diferentes morfotipos na mesma populacdo infectante e o
crescimento em biofilme, afetam adversamente o desempenho e a interpretacdo dos
testes de sensibilidade a antimicrobianos (Smith et al., 2003; Foweraker et al., 2005).

A determinacdo do perfil de resisténcia de um microrganismo em condi¢cdes
de crescimento em biofilme prescinde de uma metodologia facil e reprodutivel, por
isso a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) ainda é o método
padrdo, apesar de so aferir a acdo dos antimicrobianos contra bactérias de vida livre.
No caso das infec¢cdes pulmonares crénicas por P. aeruginosa na FC, esta técnica
nao reflete 0 modo de crescimento da bactéria “in vivo” (Costerton et al., 1995; Ceri
et al., 1999; Moskowitz et al., 2004).

Apesar de ja existirem recomendagOes consensuais e diferenciadas para a
realizacdo dos testes de sensibilidade em P. aeruginosa na FC, de forma a otimiza-
los, como por exemplo, modificagbes no tempo de incubagéo, preparo do indculo e a
definicdo da melhor metodologia, eles ndo sao capazes de avaliar a susceptibilidade
em condicdes de formacao de biofilme. Assim, a padronizacédo e implementacao de

testes de sensibilidade simples que possam detectar essas peculiaridades
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representa um passo importante para os laboratorios de microbiologia clinica no
complexo campo das infec¢cdes pulmonares na FC e certamente tera um impacto
positivo na conduta médica frente aos pacientes, permitindo estabelecer a terapia
antimicrobiana adequada para impedir o desenvolvimento de resisténcia (Burns et
al., 2000; Smith et al., 2003; Foweraker et al., 2005).
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Determinar a influéncia do crescimento em biofilme, na susceptibilidade a
antimicrobianos de uso terapéutico, em P. aeruginosa associadas a infeccoes

pulmonares cronicas em pacientes com FC.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar através de técnica quantitativa (Concentracao Inibitéria Minima-
CIM) a susceptibilidade aos antimicrobianos amicacina, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina e tobramicina para P. aeruginosa sob crescimento
planctbnico e comparar os valores de CIM obtidos para os morfotipos N&o
Mucéide (NM) e Mucoide (M);

e Avaliar a capacidade de formacgéo de biofiime em P. aeruginosa e comparar
os resultados obtidos com os fen6tipos NM e M;

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima de amicacina, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina e tobramicina para P. aeruginosa sob a condi¢ao
de crescimento em biofilme (BIC) e comparar as BICs entre os morfotipos NM
e M;

e Comparar os resultados da susceptibidade de P. aeruginosa crescidas em
condi¢Oes de biofilme (BICs) com as determinacdes das CIMs;

e Analisar o polimorfismo genético das amostras, por técnica de Perfil de
Fragmentagcdo do DNA Cromossomico por Eletroforese em Campo Pulsado,
PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis);
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Correlacionar os grupos clonais encontrados com a densidade do biofilme e
as BICs.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Pacientes, Espécimes clinicos e Amostras bacterianas

Os pacientes incluidos neste estudo fazem acompanhamento no
Departamento de Pneumologia do Instituto Fernandes Figueira (IFF — FIOCRUZ) e
no Departamento de Pneumologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE-
UERJ), dois centros de referéncia, no Rio de Janeiro, responsaveis pelo
atendimento a pacientes com FC pediatricos e adultos, respectivamente. O
acompanhamento microbiolégico regular dos pacientes de ambos os centros é
realizado no Laboratério de Bacteriologia Clinica do Hospital Universitario Pedro
Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (LABAC-UERJ), onde os
espécimes respiratorios sdo processados e 0s patdogenos identificados.

Para este estudo foram selecionados 20 pacientes, sendo 14 atendidos no
IFF — FIOCRUZ e seis atendidos no HUPE — UERJ. Os pacientes foram incluidos
por apresentarem infeccdo pulmonar crbénica por P. aeruginosa, definida como: pelo
menos quatro culturas positivas para P. aeruginosa em um ano com intervalo
minimo de trés meses entre elas (Macia et al., 2005). Foram selecionadas duas
amostras por paciente, com intervalo minimo de isolamento de quatro meses, sendo
uma representante do morfotipo M e uma do NM, perfazendo em total de 40
amostras.

Todas as amostras de P. aeruginosa foram estocadas em solucdo de leite
desnatado a 10% (Skim Milk; Difco Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) contendo
glicerol a 10% e mantidas a -20°C até a realizacdo dos testes, quando foram entao
avaliadas quanto a pureza e tiveram sua identificacdo confirmada atraves de testes
fisioldgicos convencionais, tais como a caracterizacdo morfo-tintorial apos coloracéo
pelo método de Gram, avaliagdo do metabolismo oxidativo da glicose, detec¢édo da
producdo de oxidase, mobilidade, descarboxilagéo da arginina, crescimento a 42°C
(Schreckenberger, 2000) e producdo de pigmentos utilizando-se os meios King A
(deteccéao de piocianina e piorrubina) e King B (deteccéo de pioverdina) (King, Ward
& Raney, 1954).
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2.2 Determinacdo das Concentracdes Inibitérias Minimas de antimicrobianos

para P. aeruginosa

As Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) foram determinadas pelo
método de microdiluicAo em caldo de acordo com as recomendacdes de execucao
descritas no National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003) e
os critérios de leitura obedeceram as orientagBes descritas no Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2007). Foram selecionados representantes das principais
classes de antimicrobianos utilizadas no tratamento das infeccfes pulmonares por P.
aeruginosa: amicacina (AMI), ceftazidima (CAZ), gentamicina (GEN), tobramicina
(TOB) e ciprofloxacina (CIP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Mo.).

Foram preparadas solu¢cdes estoque, em solucdo de carbonato de sédio para
ceftazidima e em &gua de osmose reversa (Mili-Q) estéril para os outros
antimicrobianos, dez vezes mais concentradas que a maior concentragdo utilizada. A
partir das solugcbes estoques foram realizadas diluicbes dos antimicrobianos em
meio Cation-Adjusted Mueller Hinton Broth (CAMHB; Difco, Detroit, Mich.)
previamente distribuidos em microplacas de 96 pocos (Nalgene Nunc International,
Rochester, N.Y.). As concentracdes utilizadas corresponderam a faixa de 0,06 ug/mL
a 64ug/mL para todos os antimicrobianos testados.

A partir de cultura recente em agar Cystine Lactose Electrolyte Deficient
(CLED; Difco, Detroit, Mich) foram selecionadas de trés a cinco colbnias para
obtencdo de uma suspensao padronizada, em solucdo salina fisiolégica, com
turbidez equivalente a do padrdo 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente foi
realizada uma diluicdo de 1:100 em solugdo salina esterilizada e aliquotas de 5uL
foram aplicadas em cada orificio da microplaca, resultando em um in6culo contendo
cerca de 10* UFC/mL.

As placas de microtitulacdo foram incubadas em aerobiose a 35+2°C por 16-
20h. A CIM foi considerada como a menor concentracao do antimicrobiano capaz de
inibir visualmente o crescimento bacteriano. Como controle foi utilizada a amostra P.
aeruginosa ATCC 27853.
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2.3 Formacao de Biofilme

O teste para formacéo de biofilme em amostras de P. aeruginosa foi feito de
acordo com Moskowitz et al., 2004.

Apods estoque a -20° C as amostras foram submetidas a duas passagens em
agar-CLED (Difco, Detroit, Mich), duas a trés colénias foram semeadas em CAMHB
(Difco, Detroit, Mich) acrescido de 0,4% de L-arginina (Sigma, St. Louis, Mo.) a
35+2°C por 18 a 24 horas. Apds 0 ajuste desta cultura para uma suspensao
equivalente a 0,5 na escala de McFarland em um novo tubo com CAMHB, 100uL
foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos (Nalgene Nunc International,
Rochester, N.Y. catalogo n° 269787). Cada amostra foi testada em triplicata e trés
pocos contendo apenas CAMHB foram utilizados como controle negativo. O biofilme
foi formado numa tampa especial de poliestireno contendo pinos: a tampa com pinos
(Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y. catalogo n°. 445497) que foram
imersos nos orificios da microplaca. Este sistema foi incubado a 35+2°C por 20h
sem agitacao.

Apébs a incubacéo, a tampa com pinos foi lavada trés vezes com agua Mili-Q
estéril para retirar as bactérias que ndo fazem parte do biofilme. Para corar este
biofilme, a tampa com pinos foi colocada em uma solucéo aquosa de cristal violeta a
0,1% por 15 minutos. A seguir foi lavada mais trés vezes com agua Mili-Q para
retirar 0 excesso de cristal violeta e deixado em temperatura ambiente por varias
horas para secar.

A fim de solubilizar o cristal violeta adsorvido, a tampa com pinos foi incubada
em 95% de etanol (150uL por poc¢o da microplaca) por 15 minutos. Apés este tempo,
a microplaca foi submetida a um espectofotdmetro (Spectramax 190 Gemini ELISA,
Molecular Devices Corp. Sunnyvale, Calif.) e a absorbancia foi medida a 590nm.

Para quantificacdo da densidade do biofilme foi utilizada como controle para o
teste a cepa de P. aeruginosa PAO1, que é sabidamente uma forte formadora de
biofiime e as amostras foram classificadas quanto a capacidade de formar biofilme
proporcionalmente ao resultado da cepa controle como: fracas, até 0,33 vezes o
biofilme da PAO1; moderadas, de 0,34 a 0,66 vezes o biofilme da PAO1 ou fortes,

acima de 0,67 vezes o biofime da PAO1l. Também foi incluida a cepa ATCC,
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considerada uma fraca produtora de biofilme a fim de validar a execucéo do teste
(Head e Yu, 2004 e Lee et al., 2005).

2.4 Determinacédo da Concentracdao Inibitéria Minima de antimicrobianos em P.

aeruginosa sob crescimento em Biofilme (BIC)

A concentracao inibitéria minima dos cinco antimicrobianos foi determinada
também nas populacfes bacterianas apds estimulacdo para formacdo de biofilme
(Concentracao Inibitoria do Biofilme — BIC), de acordo com o descrito por Moskowitz
et al., 2004.

Apoés estoque a -20° C as amostras foram submetidas a duas passagens em
agar-CLED (Difco, Detroit, Mich), duas a trés colénias foram semeadas em CAMHB
(Difco, Detroit, Mich) acrescido de 0,4% de L-arginina (Sigma, St. Louis, Mo.) a
35+2°C por 18 a 24 horas. Apés 0 ajuste desta cultura para uma suspensao
equivalente a 0,5 na escala de McFarland em um novo tubo com CAMHB, 100uL
foram transferidos para uma microplaca de 96 pocos (Nalgene Nunc International,
Rochester, N.Y. catalogo n°. 269787). Cada amostra foi testada em triplicata e trés
pocos contendo apenas CAMHB foram utilizados como controle negativo. O biofilme
foi formado numa tampa com pinos (Nalgene Nunc International, Rochester, N.Y.
catalogo n°. 445497) que foram imersos nos orificios da microplaca. Este sistema foi
incubado a 35+2°C por 20 horas sem agitacao (Figura 1).

ApoOs a incubacédo, a tampa com pinos foi lavada trés vezes com agua Mili-Q
estéril, para retirar as bactérias frouxamente aderidas e entdo colocada em
microplacas contendo diluicdes seriadas (logz) do antimicrobiano em 100uL de
CAMHB por pogo, exceto nos pocos controles. O intervalo de concentragdes foi de
0,5ug/mL a 1024ug/mL, e o sistema foi incubado a 35+2°C por 18 a 20h (Figura 1).

ApOs a incubagdo com o antimicrobiano, a tampa com pinos foi lavada trés
vezes com agua Mili-Q estéril, a fim de se retirar residuos do antimicrobiano, e
colocada em uma nova microplaca contendo apenas CAMHB (100uL por pogo).
Com o objetivo de transferir o biofilme da tampa com pinos para 0s pogos, este

sistema foi submetido a centrifugacdo a 805xg por 20 minutos. A tampa com pinos
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foi entdo descartada e substituida por uma tampa de microplaca comum (Nalgene
Nunc International, Rochester, N.Y.). A densidade 6tica a 650nm (DOsso) foi medida
em um espectofotdmetro (Spectramax 190 Gemini ELISA, Molecular Devices Corp.
Sunnyvale, Calif.), antes e apds uma incubacao a 35+2°C por 6h (Figura 1).

A formacéo adequada de biofilme para os controles positivos € definida por
uma diferenca na DOeso (DOss0 ap0os as 6h de incubacdo menos a DOsso antes desta
incubacgdo) maior ou igual a 0,05. A BIC é definida como a menor concentracdo do
antimicrobiano que resultou em uma diferenca de DOsso menor ou igual que 10% do
resultado do controle positivo. O ponto de corte de 10% representa uma diferenca de
crescimento ap6s 6h de incubacéo correspondente a 1-logio. Como controles para
esta técnica foram utilizadas as cepas de P. aeruginosa, formadoras de biofilme,
ATCC 27853 e PAOL.

Figura 1 - Representacdo esquematica do teste de susceptibilidade para o

crescimento em biofilme

| I |

L \_)l I'\_H L '\_JI I\_r L | |

| ‘ RIBIRINIRID L
Substituir a tampa com pinos por

L 1 X
uma comum e medir a DO, antes

Suspenséo 0,5 McFarland ) ; ? X
em CAMHB + 0,4%Arginina e apos 6h de incubagdo a 35:2°C .

(100pL por pogo)

! )

Lavar a tampa 3 vezes em agua mili-Q Lavar a tampa 3 vezes em agua mili-Q

| | | | ma TTTTITIT] |
| | | | NUENE N

[ 1 L 1 [

Formac&o do hicfilme: Microplacas contendo diluicbes Transferir por centrifugacéo o
x o do antimicrobiano em CAMHB biofilme da tampa para CAMHB
Incubacdo de 20h a 35+2°C (100pL por pogo). (100uL por pogo).

Incubacéo de 18 a 20h a 35+2°C

Legenda: CAMHB - Cation-Adjusted Mueller Hinton Broth; DO — Densidade 6tica
Fonte: Ferreira, 2008



35

2.5 Perfil de Fragmentacdo do DNA Cromossémico por Eletroforese em Campo
Pulsado, PFGE (Pulsed-Field Gel Electrophoresis)

A analise dos perfis de fragmentacdo do DNA cromossémico das amostras de
P. aeruginosa foi realizada conforme descrito por Carvalho et al., 2006. As
amostras bacterianas foram semeadas em placas contendo Tryptcase Soy Agar
(TSA; Difco, Detroit, Mich.) e incubadas a 36+1°C por 18-24h. A seguir, as células
bacterianas foram suspensas em 500uL de tampéo PIV (1M NaCl, 10mM Tris-HCI,
pH 7,6) de forma a ter turvacao equivalente a do padréo 5 da escala de McFarland.
A suspensdo bacteriana foi adicionado igual volume de agarose de baixo ponto de
fusdo (NuSieve GTG agarose; FMC BioProducts, Rockland, Maine, EUA) a 2%
preparada em tampao PIV. A mistura obtida foi vertida em moldes apropriados para
a obtencao de blocos.

Apés a solidificagcdo da agarose, os blocos foram colocados em 3,5mL de
solucéo de lise (6mM Tris-HCI, pH 7,6; 1M NaCl; 100mM EDTA; 0,5% Brij-58; 0,2%
desoxicolato sodico; 0,5% lauril sarcosinato de sodio; 1mg/mL de lisozima) e
incubados por 15-18h a 36+1°C, sob agitacdo branda. Apos esse periodo, os tubos
foram resfriados a 4°C - 8°C e a solucao foi substituida por 2,0mL de solu¢cdo ESP
(0,5M EDTA, pH 8,0; 1% Sarcosyl; 0,1mg/mL de proteinase K) com incubacao por
18-24h a 50+1°C sob leve agitacdo. A seguir, a solucdo foi substituida por nova
solucdo ESP e incubada durante 18-24h a 50+1°C. Os blocos foram, entdo, lavados
em tampao TE (10mM Tris-HCI, pH 7,6; 0,1mM EDTA) por 5 vezes a 36+1°C, sob
agitacao branda (trés lavagens de 20 a 30 minutos cada, duas lavagens de 2h cada
e uma lavagem de 24h).

Um ou dois blocos de cada amostra foram colocados em 200uL do tampéo da
enzima (20uL do tampéo; 180uL de agua milliQ esterilizada) e incubados por 2h a
36+1°C. ApoOs esse periodo, os blocos foram submetidos ao tratamento com solucao
contendo 15U da enzima de restricdo Spel (Boehringer Mannheim Corporation,
Indianapolis, Ind, EUA) por 16-18h a 36+1°C em aerobiose.

A enzima de restricdo foi retirada e os blocos contendo o DNA digerido foram
fundidos a 72°C e aplicados em gel de agarose (SeaKem GTG agarose; FMC) a

1,0% em 0,4X TBE. A separacao eletroforética foi realizada no sistema CHEF DRIII
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(Bio-Rad Laboratories, Richmond, California, EUA) por 18h a 6V/cm, com pulso
inicial de 5 segundos e pulso final de 35 segundos, a 14°C. Para a visualizacdo das
bandas obtidas, o gel de agarose foi imerso em solugdo de brometo de etidio
(0,5ug/mL) por 30 minutos, sob agitacdo, descorado em agua por no minimo 2h,
observado em transiluminador de UV e posteriormente fotografado.

Os resultados obtidos foram analisados visualmente seguindo os critérios de
Tenover et al. (1995): amostras bacterianas que apresentam o mesmo perfil sdo
consideradas idénticas. As que possuem diferenca de uma a trés bandas, refletindo
um evento genético, sdo consideradas muito relacionadas. Amostras com diferencas
de quatro a seis bandas, representando dois eventos genéticos distintos, sdo
consideradas como possivelmente relacionadas. Aquelas contendo sete ou mais
bandas de diferenca, representando trés ou mais eventos genéticos, Sao
consideradas nao correlacionadas.

As amostras também foram analisadas com auxilio do aplicativo GelCompar
versao 3 (Applied Maths) e os percentuais de similaridadeforam determinados pelo
Coeficiente de Dice. Os dendrogramas foram construidos usando-se tolerancia de
1,5 % e otimizagdo de 1,5 %. Foram considerados clones idénticos aqueles com
percentuais de similaridades iguais ou superiores a 85%.

Para validar a analise comparativa entre as diferentes situagdes abordadas
neste estudo foram utilizados o teste-t e o teste Exato de Fisher. Os dados foram
avaliados no aplicativo Prisma (GraphPad, Inc., versédo 4.0). Qualquer diferenca foi

considerada significativa quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas da amostragem

As 40 amostras de P. aeruginosa foram selecionadas no periodo de maio de
2002 a fevereiro de 2006, a partir de culturas do escarro de 20 pacientes com
infeccdo pulmonar crénica, sendo 11 do sexo feminino e nove do sexo masculino.
Os 14 pacientes atendidos no IFF possuiam uma média de idade de 11,8 anos, na
faixa etaria de cinco a 20 anos. Os seis pacientes atendidos no HUPE tinham idade
média de 30,4 anos, na faixa etaria de 23 a 44 anos. De cada paciente foram
estudadas duas amostras, sendo uma representante do morfotipo NM e outra do M.

O intervalo minimo de isolamento entre elas variou de quatro a 41 meses (Tabela 1).



Tabela 1 - Caracteristicas da amostragem estudada

38

Amostras de

Data de Centro de ;
Paciente Sexo ) ) P. aerruginosa Data de Isolamento
Nascimento Origem -
Isolado Morfotipo
NM 8/10/2003

1 F 18/04/1980 HUPE

B M 23/3/2005

A M 6/10/2003
2 F 22/05/2003 IFF

B NM 9/12/2004

A M 26/6/2003
3 M 10/09/1996 IFF

B NM 17/2/2005

A M 10/7/2003
4 M 11/05/1989 IFF

B NM 12/5/2005

A NM 18/3/2004
5 F 31/03/1988 IFF

B M 22/7/2004

A M 10/7/2003
6 M 10/11/1996 IFF

B NM 20/10/2005

A M 25/11/2003
7 M 05/03/1985 HUPE

B NM 11/3/2005

A NM 4/4/2003
8 M 27/09/1983 HUPE

B M 20/5/2005

A NM 5/5/2003
9 F 9/07/1999 IFF

B M 14/4/2005

A NM 15/5/2003
10 F 23/09/1996 IFF

B M 15/9/2005

A NM 28/8/2003
11 F 22/03/2002 IFF

B M 9/12/2004

A M 26/6/2003
12 F 7/10/1991 IFF

B NM 14/4/2005

A NM 1/12/2003
13 M 1/12/1992 IFF

B M 27/1/2005

A NM 7/5/2002
14 M 16/07/1975 HUPE

B M 7/10/2005

A M 18/9/2003
15 F 31/07/1998 IFF

B NM 12/5/2005

A NM 15/5/2003
16 F 1/06/2000 IFF

B M 16/9/2004

A M 14/8/2003
17 F 2/05/1997 IFF

B NM 9/12/2004

A M 15/5/2003
18 M 20/11/2000 IFF

B NM 15/9/2005

A M 18/6/2003
19 F 29/10/1963 HUPE

B NM 1/4/2005

A NM 25/11/2003
20 M 23/02/1985 HUPE

B M 10/2/2006

Legenda: NM - Nao mucoide; M — Mucéide IFF - Instituto Fernandes Figueira; HUPE - Hospital

Universitario Pedro Ernesto; M — Masculino; F — Feminino.

[ Intervalo minimo (4 meses) [___] Intervalo maximo (41 meses)

Fonte: Ferreira, 2008
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3.2 Concentracéo Inibitoria Minima de antimicrobianos para P. aeruginosa

A determinagdo da CIM para P. aeruginosa em condigbes de crescimento
plancténico foi feita pela técnica de microdiluicdo em caldo para os antimicrobianos:
AMI, CAZ, CIP, GEN e TOB. A maioria das amostras foi susceptivel para CAZ
(92,5%, n=37), com 50% (n=20) dos isolados apresentando CIM de 2ug/mL (n=20).
Apenas duas amostras apresentaram sensibilidade intermediéria (CIM=16ug/mL) e
uma revelou resisténcia plena ao antimicrobiano (CIM=64ug/mL) Todas as amostras
foram sensiveis aos trés aminoglicosideos testados. Com relacédo a AMI e TOB, a
CIM mais frequente foi 0,25ug/mL, encontrada em 32,5% (n=13) e 42,5% (n=17) das
amostras, respectivamente. Com relagdo a GEN a CIM mais frequente foi 0,5ug/mL,
resultado obtido para 45% das amostras (n=18). A andlise da CIM de CIP mostrou
que 92,5% (n=37) foram sensiveis (CIM < 1ug/mL), com 35% destas amostras
apresentando CIM de 0,06ug/mL. Trés amostras apresentaram perfil intermediario

para este antimicrobiano, com CIM de 2ug/m (Tabela 2).
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Tabela 2 - Concentracfes inibitérias minimas de antimicrobianos para 40 amostras

de P. aeruginosa

N° de amostras (%)

Concentracéo (ng/mL)

AMI CAZ cIP GEN TOB
0,06 0 0 14 (35) 0 4 (10)
0,125 0 0 9 (22,5) 5 (12,5) 8 (20)
0,25 13 (32,5) 1(2,5) 6 (15) 9 (22,5) 17 (42,5)
0,5 8 (20) 1(2,5) 4 (10) 18 (45) 9 (22,5)
1 10 (25) 6 (15) 4 (10) 6 (15) 2 (5)
2 5 (12,5) 20 (50) 3(7.5) 1(2,5) 0
4 2 (5) 5 (12,5) 0 1(2,5) 0
8 2 (5) 4 (10) 0 0 0
16 0 2 (5) 0 0 0
32 0 0 0 0 0
64 0 1(2,5) 0 0 0

Legenda: AMI — Amicacina - susceptivel < 16ug/mL, intermediario = 32ug/mL, resistente > 64 pg/mL
(CLSI2007); CAZ — Ceftazidima - susceptivel < 8ug/mL, intermediario = 16ug/mL, resistente > 32
pg/mL (CLSI2007); CIP — Ciprofloxacina - susceptivel < 1ug/mL, intermediério = 2ug/mL, resistente >
4 ng/mL (CLSI2007); GEN — Gentamicina, TOB — Tobramicina - susceptivel < 4ug/mL, intermediario =
8ug/mL, resistente > 16ug/mL (CLSI2007).

Fonte: Ferreira, 2008.

Considerando a andlise comparativa da distribuicdo das CIMs para os dois
morfotipos (NM e M) de P. aeruginosa, pode-se notar que ndo houve diferenca

estatisticamente significativa (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribuicdo das concentracfes inibitérias minimas para P. aeruginosa

nao mucoide e mucobide

N° de Amostras (%)

Antimicrobianos Mucdéide Nao Mucdide
<1 2_8 >16 <1 2_8 >16 P
pg/mL pug/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pug/mL
Amicacina 14 (70) 6 (30) 0 17(85)  3(15) 0 0,45

Ceftazidima 6(30) 12(60) 2(10) 2(10)  17(85) 1(5) 0,12

Ciprofloxacina 18 (90) 2 (10) 0 19 (95) 1(5) 0 1,00
Gentamicina 18 (90) 2 (10) 0 20 (100) 0 0 0,48
Tobramicina 20 (100) 0 0 20 (100) 0 0 -

Legenda: p — Teste Exato de Fisher (significativo quando p < 0,05).
Fonte: Ferreira, 2008.

3.3 Formacao de Biofilme

Ao analisar a formacgédo do biofilme da cepa controle PAO1, cuja DO foi de
1,216 as amostras que apresentaram uma DO de até 0,400 foram consideradas
fracas formadoras de biofilme, aquelas que apresentaram uma DO entre 0,401 e
0,800 foram identificadas como formadoras moderadas e as amostras que revelaram
uma DO acima de 0,801 foram classificadas como fortes formadoras de biofilme. A
cepa ATCC 27853, considerada uma fraca formadora de biofilme apresentou uma
DO de 0,310.

A figura 2 ilustra o resultado visual das trés categorias encontradas a partir da

densidade do biofilme das amostras de P. aeruginosa estudadas.
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Figura 2 - Representacdo do resultado mostrando as trés categorias (fraco,
moderado e forte) no teste de formacéo do biofilme em P. aeruginosa
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Todas as 40 amostras de P. aeruginosa estudadas foram capazes de formar
biofilme, destas 19 (47,5%) revelaram uma capacidade moderada de formacéo de
biofilme, enquanto que outras 18 (45%) amostras mostraram uma fraca capacidade.
Apenas trés (7,5%) amostras mostraram uma capacidade forte de formar biofilme.
As amostras classificadas como fracas formadoras de biofilme apresentaram uma
DO média de 0,246 e o intervalo de variacao foi de 0,099 a 0,384, as moderadas
variaram entre 0,429 e 0,773, com DO média de 0,575. As trés amostras (4B, 11B e
18A) que revelaram uma formagé&o de biofilme forte apresentaram uma DO maior do

gue a cepa controle (>1,200) (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacao da capacidade de formacéo de biofilme em P. aeruginosa

Capacidade de formacéo o Intervalo de variagéo
o N° de amostras (%) DO média
de biofilme da DO
Fraca 18 (45) 0,246 0,099 - 0,384
Moderada 19 (47,5) 0,575 0,429 - 0,773
Forte 3(7,5) 1,459 1,299 - 1,685

Legenda: DO — Densidade otica.
Fonte, Ferreira, 2008.

A analise comparativa entre a média das DOs dos morfotipos NM e M,
mostrou que apesar da DO média ter sido maior para o morfotipo M (0,568) em
relacio ao NM (0,461), esta diferenca nédo foi estatisticamente significativa
(p=0,3326) (Figura 3).
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Figura 3 - Comparacéao entre a formacéo de biofilme em P. aeruginosa ndo mucoéide

e mucoide
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]
1.50=
]
1.25= A
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0.50= [ A A
]
A,LAA
0.25- = o0 AAA
m™ N
0.00 Y Y
M NM

Morfotipo ,
Legenda: p = 0,3326 (Teste t); NM — Nao mucoide; M — Mucodide; DO — Densidade Otica

Fonte: Ferreira, 2008.

Na andlise estratificada dos morfotipos, de acordo com a densidade do

biofilme, também nao foi verificada nenhuma diferenca significativa (Tabela 5).
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Tabela 5 - Comparacdo entre P. aeruginosa ndo mucoéide e mucéide quanto a

capacidade de formacéo de biofilme

N° de amostras (%)
Formacao de biofilme

N&o mucoide Mucoide
Fraca 10 (50) 8 (40)
Moderada 9 (45) 10 (50)
Forte 1(5) 2 (10)

Legenda: p=0,60 (Teste Exato de Fisher).
Fonte: Ferreira, 2008.

A analise comparativa da formacao de biofilme entre o primeiro e o segundo
isolado nos 20 pacientes, mostrou que ndo houve aumento nem diminuicao
significativos (Figura 4). Para esta andlise foram avaliadas duas condi¢fes, uma na
gual os pacientes possuiam o primeiro isolado NM e o segundo isolado M e a outra
naqueles pacientes cuja seqiéncia de isolamento era o inverso, porém nas duas

situacdes ndo houve diferenga significativa.
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Figura 4 - Comparacao entre a formacao de biofilme entre o primeiro e o segundo

isolado de P. aeruginosa
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Legenda: p = 0,8608 (Teste t); DO — Densidade Otica.
Fonte: Ferreira, 2008.

Na distribuicdo das DOs das 40 amostras, analisadas agora por paciente
individualmente, verificamos que em oito deles (2, 3, 4, 8, 11, 12, 16 e 20) houve um
aumento na densidade do biofiime do segundo isolado em relacdo ao primeiro,
porém apenas no caso dos pacientes 4, 11 e 20 foram verificados aumentos
significativos. Por outro lado, em 11 pacientes (1, 5, 6, 7, 9, 10, 13, 14, 15, 18 e 19)
houve decréscimo na densidade do biofilme entre o primeiro e o segundo isolado e
em cinco deles (5, 7, 13, 18 e 19) pode-se verificar uma reducao significativa. As
duas amostras do paciente 17 apresentaram uma densidade bacteriana similar
(Figura 5).
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Figura 5 - Distribuicdo das densidades bacterianas do biofilme em 40 amostras de P.

aeruginosa, analisada por paciente

18
16
14
1.2
1
08
0,6 5 —
04 1 =
0z l
04

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 C

DOs90

Pacientes
Legenda: DO — Densidade Otica; C — Cepa controle (PAO1).
Fonte: Ferreira, 2008.

3.4 Concentracdao Inibitéria Minima de antimicrobianos para P. aeruginosa sob

crescimento em biofilme (BIC)

A determinacdo da concentracao inibitéria minima dos cinco antimicrobianos
para P. aeruginosa quando em condi¢des de crescimento em biofilme mostrou em
relacdo a CAZ que todas as amostras apresentaram uma BIC > 2ug/mL e 22 delas
(55%) apresentaram valores entre 16ug/mL e 128ug/mL. O crescimento em
concentracbes maiores que 128ug/mL foi verificado em 32,5% (n=13) das amostras
(Tabela 6).

No caso dos aminoglicosideos, para AMI todas as amostras apresentaram
uma BIC > 2ug/mL e 24 delas (60%) apresentaram BIC entre 16ug/mL e 128ug/mL.
Niveis acima de 128ug/mL foram encontrados em 22,5% (n=9) das amostras. Para
GEN, 40% (n=16) apresentaram BIC de 32ug/mL, enquanto que 10% (n=4)

revelaram crescimento em concentragdes elevadas do antimicrobiano (> 256ug/mL).
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Quanto a TOB, 55% (n=22) das amostras apresentaram BIC entre 32 e 64ug/mL e
10% (n=4) delas apresentaram BIC maior que 128ug/mL (Tabela 6).

Para CIP, 12,5% (n=5) das amostras apresentaram BIC de 0,5ug/mL,
enquanto que 65% (n=29) revelaram BIC entre 2 e 64ug/mL, duas amostras

apresentaram BIC de 256 e 1024ug/mL (Tabela 6).

Tabela 6 - Concentracfes inibitérias minimas de antimicrobianos para 40 amostras

de P. aeruginosa sob crescimento em biofilme

N° de amostras (%)
Concentracdo (ng/mL)

AMI CAZ cIp GEN TOB
0,5 0 0 5 (12,5) 1(2,5) 0
1 0 0 0 0 0
2 1(2,5) 1(2,5) 6 (15) 1(2,5) 1(2,5)
4 5 (12,5) 1(2,5) 5 (12,5) 1(2,5) 1(2,5)
8 1(2,5) 3(7.5) 4 (10) 3(7,5) 1(2,5)
16 5 (12,5) 7 (17,5) 6 (15) 5 (12,5) 4 (10)
32 10 (25) 5 (12,5) 5 (12,5) 16 (40) 10 (25)
64 6 (15) 5 (12,5) 3(7,5) 7 (17,5) 12 (30)
128 3(7.5) 5 (12,5) 2 (5) 2 (5) 7 (17.,5)
256 4 (10) 6 (15) 2 (5) 2 (5) 3(7.5)
512 2 (5) 2 (5) 0 1(2,5) 1(2,5)
1024 3(7.5) 5 (12,5) 2 (5) 1(2,5) 0

Legenda: AMI — Amicacina; CAZ — Ceftazidima; CIP — Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; TOB —
Tobramicina.
Fonte: Ferreira, 2008

A anélise comparativa dos valores da BIC entre os dois morfotipos estudados
revelou que ndo houve diferenca significativa para nenhum dos cinco

antimicrobianos testados (Tabela 7).
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Tabela 7 - Distribuicdo das concentracdes inibitérias minimas de antimicrobianos

para P. aeruginosa ndo mucoide e mucoide crescidas em biofilme

N° de Amostras (%)

Antimicrobianos Nao Mucoide Mucoéide
<1 2-8 =16 <1 2-8 > 16 P
pg/mL  ug/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Amicacina 0 5(25) 15 (75) 0 2(10) 18(90) 0,40
Ceftazidima 1(5) 3(15) 16 (80) 0 1(5) 19 (95) 0,40
Ciprofloxacina 2 (10) 7 (35) 11 (55) 0 9 (45) 11 (55) 0,75
Gentamicina 0 4(20) 16 (80) 0 2(10) 18(90) 0,66
Tobramicina 0 1 (5) 19 (95) 0 2(10) 18(90) 1,00

Legenda: p — Teste Exato de Fisher (significativo quando p < 0,05).
Fonte: Ferreira, 2008.

3.5 Andlise comparativa entre as Concentracdes Inibitérias Minimas em P.
aeruginosa sob as condi¢cdes de crescimento plancténico (CIM) e em biofilme
(BIC)

Comparando-se a média das concentragdes inibitérias minimas obtidas sob
as condicdes de crescimento planctonico (CIM) e em biofilme (BIC) das 40 amostras
de P. aeruginosa, verificou-se haver para todos os antimicrobianos testados uma
diferenga estatisticamente significativa. Para CAZ, a média das CIMs foi de
4,8ug/mL e a das BICs foi de 223ug/mL (P < 0,0001) (Figura 6). Para TOB, as
médias das CIMs e das BICs foram 0,2ug/mL e 83ug/mL (P < 0,0001),
respectivamente (Figura 7) e para AMI verificou-se médias de 1,2ug/mL para as
CIMs e 158ug/mL para as BICs (P =0,0006) (Figura 8). As médias para GEN foram
0,5ug/mL e 84ug/mL, para CIMs e BICs (P = 0,0039), respectivamente (Figura 9) e
para CIP,as médias foram 0,3ug/mL para CIMs e 83ug/mL para BICs (P = 0,0234)
(Figura 10).



Figura 6 - Comparacéao entre os valores de CIM e BIC para ceftazidima
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Legenda: P = 0,0001 (Teste t); CIM — Concentracao inibitéria minima; BIC - Concentracao inibitoria

minima em biofilme.
Fonte: Ferreira, 2008.

Figura 7- Comparacao entre os valores de CIM e BIC para tobramicina
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Legenda: P = 0,0001 (Teste t); CIM — Concentragdo inibitéria minima; BIC - Concentracao inibitoria

minima em biofilme.
Fonte: Ferreira, 2008.



Figura 8 - Comparacéao entre os valores de CIM e BIC para amicacina
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Legenda: P = 0,0006 (Teste t); CIM — Concentragéo inibitéria minima; BIC - Concentracao inibitoria

minima em biofilme.
Fonte: Ferreira, 2008.

Figura 9 - Comparacao entre os valores de CIM e BIC para gentamicina
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Legenda: P = 0,0039 (Teste t); CIM — Concentragéo inibitéria minima; BIC - Concentracao inibitoria

minima em biofilme.
Fonte: Ferreira, 2008.
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Figura 10 - Comparacéao entre os valores de CIM e BIC para ciprofloxacina
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Legenda: P = 0,0234 (Teste t); CIM — Concentragéo inibitéria minima; BIC - Concentracao inibitoria
minima em biofilme.

Fonte: Ferreira, 2008.

Comparamos também as concentracdes inibitérias minimas para 50% das
amostras nas duas condi¢cdes (BICso e a CIMso) e observamos uma expressiva
diferenca entre elas. Para TOB foi visto um aumento de 256 vezes da BICso em
relacdo a CIMso. O intervalo de variacdo das CIMs foi de 0,06 a 1ug/mL, enquanto
que os da BICs foi de 2 a 512ug/mL (Tabela 8).

No caso dos outros dois aminoglicosideos, o aumento foi de 64 vezes da
BICso (32ug/mL) em relagéo a ClMso (0,5ug/mL). Quanto aos intervalos de variagéo,
houve uma pequena diferenca para a AMI em que as CIMs variaram de 0,25 a
8ug/mL e as BICs de 2 a 1024ug/mL, enquanto que para a GEN as CIMs variaram
de 0,125 a 4ug/mL e as BICs de 0,5 a 1024ug/mL (Tabela 8).

A BICso de CIP mostrou-se 128 vezes maior do que a CIMso, enquanto que o
intervalo de variacdo das CIMs foi de 0,06 a 2ug/mL o das BICs foi de 0,5 a 1024.
Para CAZ verificou-se 0 menor aumento na relacéo entre BICso e CIMso, cerca de 30
vezes, e as concentracdes variaram de 0,06 a 2ug/mL, no caso das CIMs e de 0,5 a

1024ug/mL no caso das BICs (Tabela 8).
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Tabela 8 - Comparacéo da CIMso e BICso em 40 amostras de P. aeruginosa

Concentragao (ug/mL)

Antimicrobianos CIM BIC
ClIMsg Intervalo BICso Intervalo
Amicacina 0,5 0,25-8 32 2-1024
Ceftazidima 2 0,25-64 64 2-1024
Ciprofloxacina 0,125 0,06-2 16 0,5-1024
Gentamicina 0,5 0,125-4 32 0,5-1024
Tobramicina 0,25 0,06-1 64 2-512

Legenda: CIM - Concentragdo inibitéria minima; BIC - Concentragéo inibitéria minima na condigdo de
crescimento em biofilme.
Fonte: Ferreira, 2008.

Como nédo ha critérios de interpretacdo padronizados para a categorizacao
das amostras a partir das concentragdes inibitérias minimas do crescimento em
biofilme, utilizamos os critérios de leitura definidos pelo CLSI para analise da CIM na
caracterizacao dos perfis de resisténcia nas duas situagdes: CIM e BIC. Desta forma
verificou-se um aumento significativo no nimero de amostras resistentes para todos
0s antimicrobianos quando testadas sob a condicdo de biofilme. No caso dos trés
aminoglicosideos todas as amostras mostraram-se susceptiveis pela CIM, enquanto
que na BIC para AMI, 10 (25%) e 18 (45%) das amostras mostraram-se com
resisténcia intermediéria e plena, respectivamente. Para GEN e TOB, 34 (85%) e 37
(92,5%) amostras foram classificadas como resistentes, respectivamente. O Unico
antimicrobiano testado que apresentou amostras resistentes pela CIM foi a CAZ,
com 7,5% (n=3) das amostras, ja no caso da BIC este valor sobe para 87,5% (n=35)
das amostras. Para CIP né&o verificamos amostras resistentes pela CIM, apenas
intermediérias (7,5%; n=3), ja no caso da BIC a taxas foram 15% (n=6) de amostras
intermediarias e 72,5% (n=29) resistentes. Dentre 0s cinco antimicrobianos, o maior
indice de resisténcia foi verificado para TOB, com 38 (n=95%) amostras e 0 menor
para AMI, 28 (n=70%) amostras (Tabela 9).
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Tabela 9- Comparacao do perfil de susceptibilidade entre amostras de P. aeruginosa

com crescimento plancténico (CIM) e em biofilme (BIC)

N° de Amostras (%)

Antimicrobianos CIM BIC

Amicacina 40 (100) 0 0 12(30) 10(25) 18(45)  <0,0001

Ceftazidima 37925 2() 1(25) 5(125) 7(17,5) 28(70)  <0,0001

Ciprofloxacina 37(92,5 3(7,5 0 5(12,5) 6(15) 29 (72,5) <0,0001
Gentamicina 40 (100) 0 0 3(7,5) 3(7,5) 34 (85) <0,0001
Tobramicina 40 (100) 0 0 2 (5) 1(2,5) 37(92,5) <0,0001

Legenda: S — Sensivel; | — Intermediario; R — Resistente (Considerando os pontos de corte da CIM

estabelecidos pelo CLSI 2007 para P. aeruginosa); p — Teste Exato de Fisher (signficativo quando p <
0,05).
Fonte: Ferreira, 2008.

Ao compararmos os perfis de resisténcia das 40 amostras considerando 0s
resultados obtidos através da determinacdo da BIC, verificamos que todas as
amostras apresentaram resisténcia a pelo menos um dos antimicrobianos e 22
(55%) amostras apresentaram resisténcia (intermediaria e plena) a todos o0s
antimicrobianos testados, destas nove (4A, 4B, 5B, 6B, 10B, 12B, 13A, 13B e 20B)

mostraram resisténcia plena aos cinco antimicrobianos (Tabela 10).
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Tabela 10- Perfil de resisténcia das 40 amostras de P. aeruginosa de acordo com 0s

resultados obtidos na BIC

Paciente Amostra AMI CAZ CIP GEN TOB

Py
Py
py)

n n
py) po )
py)

Py
py)

Legenda: S — Suceptivel; | — Intermediario; R — Resistente (Considerando os pontos de corte da CIM
estabelecidos pelo CLSI 2007 para P. aeruginosa); AMI — Amicacina;, CAZ — Ceftazidima; CIP-
Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; TOB — Tobramicina.

Fonte: Ferreira, 2008.
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3.6 Tipagem Molecular

A andlise molecular das 40 amostras de P. aeruginosa por PFGE, mostrou
uma grande diversidade genética entre elas, com 27 perfis, ndo sendo evidenciado
nenhum grupo clonal prevalente. Ao comparar as amostras obtidas de pacientes dos
dois centros de atendimento aos fibrocisticos (IFF e HUPE) também ndao
identificamos nenhum grupo clonal prevalente.

As duas cepas obtidas do mesmo paciente em diferentes periodos mostraram
ser de clones distintos na maioria dos casos, apenas Cinco pacientes apresentaram-
se colonizados pelo mesmo clone (pacientes 2, 4, 8, 14 e 20). Clones idénticos ou
muito relacionados também foram encontrados em pacientes distintos, tanto intra
guanto inter pacientes atendidos, nos dois centros de referéncia. (pacientes 1 e 2:
clone O; pacientes 3 e 7: clone S; pacientes 9, 10 e 13: clone Q; pacientes 14 e 19:

clone E; pacientes 7, 15 e 19; clone G; pacientes 17 e 18: clone D) (Figura 11).
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Paciente/

amostra
.18B
.12B

Perfil

Perfil de bandas

14A
19A
14B
168
11B
158
198
7B
3B
7A
20B
20A
6B
5A
1B
8A
8B
12A

.13B
11A
6A
10A
16A
178
18A
5B
1A
2A
2B
3A
9B
10B
13A
4A
4B
15A
17A
9A

Percentual de similaridade

Dice (Opt1.50%) (Tol 1 5%-15%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE2

Figura 11- Dendrograma mostrando os coeficientes de similaridade entre os perfis
gerados por PFGE das 40 amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC

|:| Clones Idénticos no mesmo paciente
|:| Clones idénticos em pacientes distintos

Legenda:

Fonte: Ferreira, 2008.
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A tabela 11 correlaciona os perfis de fragmentacdo com a capacidade de
formacdo do biofiilme nas 40 amostras de P. aeruginosa. A grande diversidade
genotipica (27 perfis de PFGE) foi acompanhada de uma significativa variabilidade
quanto a formacéo de biofilme e n&o foi possivel estabelecer nenhuma associacao

entre um grupo clonal e um perfil de densidade do biofilme.
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Tabela 11 - Comparacao entre os perfis genotipicos e a capacidade de formacao do

biofilme
. . ) Formacéao de
Paciente Amostra Morfotipo Data de Isolamento Perfil PFGE o
Biofilme
. NM 8/10/2003 (0] +
B M 23/3/2005 z +

‘

M 26/6/2003 | 4
B NM 17/2/2005 S A

‘

NM 18/3/2004 BB ++
B M 22/7/2004 J +

A

M 25/11/2003 S ++
B NM 11/3/2005 G +

A NM 5/5/2003 A ++
B M 14/4/2005 Q ++

A NM 28/8/2003 U +
B M 9/12/2004 C +++

11

A NM 1/12/2003
B M 27/1/2005

O
+
T

13

<
+

A M 18/9/2003 R ++
B NM 12/5/2005 G ++

15

A M 14/8/2003 B +
B NM 9/12/2004 D +

17

‘

M 18/6/2003 E ++
B NM 1/4/2005 G +

19

Legenda: NM - N&o mucdide; M — Mucoide IFF - Instituto Fernandes Figueira; HUPE - Hospital
Universitario Pedro Ernesto; + fraca; ++ moderada; +++ forte.
Fonte: Ferreira, 2008.
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A comparacao entre as amostras de mesmo perfil PFGE e suas respectivas
BICs ndo mostrou uma associagdo entre estes parametros, pois todas as amostras
que mostram um mesmo genaotipo, apresentaram fendtipos distintos (Tabela 12).

Analisando-se esses aspectos em relagcdo aos isolados de mesmo grupo
clonal em um mesmo paciente, observou-se que em quatro dos cinco pacientes foi
possivel constatar um aumento na densidade bacteriana do biofilme quando
comparados o primeiro e o segundo isolado, sendo que em dois deles (pacientes 4 e
20) o aumento correspondeu a mudanca na classificacdo da intensidade do biofilme
houve.

Em relacdo aos resultados das BICs , embora sem diferencas importantes,
observamos, de um modo geral, uma tendéncia ao aumento BIC encontrada no
segundo isolado em relacdo ao primeiro. Fazendo a mesma analise por
antimicrobiano, verificamos que apenas para CAZ houve um aumento da BIC entre o
primeiro e o0 segundo para 0s cinco pacientes. Para TOB o comportamento foi
diferente, j& que em quatro pacientes houve decréscimo no valor da BIC entre o
primeiro e o segundo isolado (Tabela 12).

Observamos que as amostras dos pacientes quatro e 20, para 0s quais houve
0 aumento expressivo da densidade de biofilme, foram as que mostraram um
aumento da BICs para o maior nimero de antimicrobianos: quatro e cinco,

respectivamente (Tabela 12).
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Tabela 12 — Comparacdo entre os perfis de PFGE idénticos e as concentracoes

inibitérias minimas das amostras de P. aeruginosa crescidas em biofilme

BIC (ng/mL)

Paciente/ Perfil DO do

Amostras PFGE Biofilme AMI CAZ CIP GEN TOB
1A (0] 0,154 256 2 256 4 512
2A (@] 0,257 128 16 32 16 32
2B (@] 0,344 32 16 64 64 16
3A 0,475 32 8 16 8 128
7A 0,429 512 16 16 64 64
4A DD 0,678 512 256 16 256 128
4B DD 1,299 1024 1024 8 1024 32
8A L 0,239 4 8 0,5 32 128
8B L 0,281 16 32 8 64 32
9B Q 0,560 32 128 2 32 128
10B Q 0,492 256 256 128 256 256
13A Q 0,506 256 64 32 32 64
14A 0,773 32 32 16 32 64
14B E 0,663 32 512 4 64 32
19A 0,833 2 128 0,5 8 64
7B G 0,216 128 4 1024 512 64
15B G 0,672 64 16 16 128 32
19B G 0,384 64 1024 0,5 64 128
17B 0,181 4 32 2 0,5 64
18A 1,395 4 1024 4 32 32
20A AA 0,233 32 256 32 16 32
20B AA 0,853 128 1024 256 64 64

Legenda: BIC — Concentragdo inibitéria minima para o crescimento em biofilme; AMI — Amicacina;
CAZ - Ceftazidima; CIP — Ciprofloxacina; GEN — Gentamicina; TOB — Tobramicina; DO < 0,400

(fraca), DO entre 0,401 e 0,800 (moderada), DO > 0,801 (forte).

Fonte: Ferreira, 2008.
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4 DISCUSSAO

4.1 Pseudomonas aeruginosa e biofilme na Fibrose Cistica

Uma em cada seis mil criangas brasileiras tem FC, doenca genética que afeta
principalmente o pancreas e os pulmdes. No entanto apenas 3% dessas criancas
sao diagnosticadas, o que contribui para o 6bito na maioria dos casos. Nos Estados
Unidos a sobrevida média dos pacientes ultrapassa os 30 anos, mas no Brasil em
algumas regides ndo chega a 10 anos (http//www.abram.com.br Associagao
Brasileira de Assisténcia a Mucoviscidose — ABRAM- 2008).

A infeccdo pulmonar crénica é a principal causa de morbidade e mortalidade
nestes pacientes, destacando-se em frequéncia e gravidade as infeccbes por P.
aeruginosa, presente em mais de 80% dos pacientes. A infec¢cdo por este patdgeno,
em geral, ocorre antes dos trés anos de idade e a partir do estabelecimento da
infeccdo crénica o paciente € acometido por episodios de exacerbacdes que
requerem antibioticoterapia (Burns et al., 2001; Cantén et al., 2002; Foweraker et al.,
2005).

O pulmdo do paciente fibrocistco € um ambiente bastante hostil,
caracterizado pela desidratacdo, influxo de leucécitos e uma resposta inflamatéria
exacerbada, com um aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio, que
provocam a deterioracdo do tecido pulmonar, estes fatores associados a freqtiente
e, muitas vezes, prolongada antibioticoterapia exige da P. aeruginosa uma
adaptacdo a este ambiente. Neste sentido o crescimento em biofiime é uma
estratégia essencial para a persisténcia deste microrganismo, pois protege a
bactéria da acdo do sistema imune e dos antimicrobianos (Oliver et al., 2000;
O’'Toole, Kaplan & Kolter, 2000; Ciofu et al., 2005).

Biofilmes sdo comunidades bacterianas aderidas a uma superficie e
embebidas por uma matriz extracelular polimérica secretada pelos seus
componentes. Eles podem causar problemas significativos em diversas areas:
industrial, sistema de distribuicdo de agua e processamento de alimentos. Na area

meédica estima-se que os biofilmes estejam envolvidos em 65 a 80% das infec¢des
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microbianas (Donlan & Costerton, 2002; Flemming, 2002; Fux et al., 2005; Wagner &
Iglewski, 2008).

Singh et al. (2000) evidenciaram a presenca do crescimento em biofilme da P.
aeruginosa no pulmédo dos pacientes com FC através da deteccdo de moléculas
sinalizadoras da comunicacéao intercelular, que coordenam a formacéo do biofilme,
no escarro destes pacientes, comprovando a hipotese de que esta estratégia de
crescimento desempenha um importante papel na infeccao cronica por esta bactéria.

A deteccdo in vitro da formacdo de biofime em P. aeruginosa tem sido
demonstrada em diversos trabalhos. Em geral, a maioria mostra que 100% das
amostras formam biofilme, embora variem na intensidade dos mesmos (Head & Yu,
2004). Verificamos que as 40 amostras incluidas em nosso estudo, mostraram-se
capazes de formar biofilme in vitro em niveis variaveis. A maioria apresentou uma
capacidade moderada (47,5%) e fraca (45%) de formacdo de biofilme e 7,5% das
amostras mostraram uma capacidade forte de formar biofilme.

Lee et al., (2005) ao estudarem a formacéo de biofilme em 20 amostras de P.
aeruginosa isoladas de oito pacientes com FC, encontram diferentes niveis de
formacéo de biofilme ndo s6 entre amostras de pacientes distintos, bem como nos
isolados de um mesmo paciente. Nosso estudo também revelou diversidade entre as
amostras obtidas de um mesmo paciente, o que provavelmente reflete um
comportamento adaptado a diferentes momentos da infec¢éo cronica.

Ao compararmos 0s primeiros e 0s segundos isolados de cada paciente
verificamos que ndo houve diferenca significativa quanto a formacgéo do biofilme, ao
contrario de Lee et al., (2005), que verificaram uma reducdo na capacidade de
formar biofilme nos isolados das fases mais avancadas da infeccdo cronica e
propuseram que a sobrevivéncia longitudinal da P. aeruginosa no pulméo dos
fibrocisticos envolveria estratégias néo relacionadas ao desenvolvimento de biofilme.
Esta diferenca pode ser justificada pelo fato de que em nosso trabalho o intervalo
maximo de isolamento entre duas amostras do mesmo paciente foi de 41 meses,
enquanto que no estudo citado os intervalos foram em meédia 14 anos, 0 que
indicaria que o crescimento em biofilme seria importante nos estagios iniciais da
infeccdo crénica.

Uma das caracteristicas mais marcantes da infeccdo do pulmé&o do paciente
com FC por P. aeruginosa € a conversdao desta bactéria para o morfotipo M,

caracterizado pela hiperproducdo de alginato, que confere uma vantagem seletiva
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para este microrganismo no ambiente pulmonar, pois atua na evasao do sistema
imune e na protecdo contra a acao dos antimicrobianos. Neste sentido considerava-
se gque a formacéo de biofilme era dependente da presenca do alginato, pois este
seria o principal componente da matriz. Recentemente comprovou-se que a sintese
de alginato ndo é necessaria para o desenvolvimento do biofime e que este
polissacarideo ndo € um dos principais componentes da matriz extracelular, neste
caso a formacéo de biofilme precederia a conversao para o morfotipo M (Nivens et
al., 2001; Liczak, Cannon & Pier, 2002; Wozniak et al., 2003; Stapper et al., 2004;
Ryder, Byrd & Wozniak, 2007).

Moskowitz et al., (2004) compararam seis amostras de P. aeruginosa NM e
seis M e nao detectaram nenhuma diferenca entre elas quanto a formacao de
biofilme. Em nosso estudo, também ndo encontramos diferenca entre os morfotipos
NM e M em nenhuma das situacdes: casos em que 0 primeiro isolado de um
paciente era NM e o segundo NM e casos em gque a ordem de isolamento foi
inversa.

E importante ressaltar que a metodologia empregada para a andlise da
formacéo de biofilme se baseia no uso de cristal violeta, um corante basico que se
liga a moléculas de superficie carregadas negativamente e que, portanto, afere
apenas a biomassa do biofilme, ndo fornecendo nenhuma informacdo sobre os
componentes da matriz extracelular (Peeters, Nelis & Coenye, 2008). Desta forma,
apesar do alginato ndo ser importante para a formacéo do biofilme, sua auséncia

pode implicar em alteracdes na estrutura e nas propriedades do biofilme.

4.2 Biofilme e Resisténcia

As infecgbes por microrganismos formadores de biofilme s&o caracterizadas
pela recorréncia dos sintomas mesmo apods tratamentos repetidos com
antimicrobianos, isso ocorre porque in vivo, 0s antibiéticos séo capazes de eliminar a
populacdo de bactérias planctdnicas, mas ndo as bactérias em biofilme. Em geral,
as bactérias residentes nesta comunidade podem apresentar-se até 1000 vezes
mais resistentes aos antimicrobianos do que as de planctdnica, desta forma os

agentes da antibioticoterapia falham em eliminar as bactérias em biofilme e, quando
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o tratamento é interrompido este atua como um sitio para a recorréncia da infeccao
(Ceri et al., 1999; Davey & O’'Toole, 2000; Stewart & Costerton, 2001; Hoiby, 2002).

Este modelo aplica-se adequadamente as infec¢cdes pulmonares crénicas por
P. aeruginosa nos pacientes fibrocisticos, jA& que eles sdo acometidos
constantemente por exacerbacfes e submetidos freqiientemente a antibioticoterapia
(Liczak, Cannon & Pier, 2002).

Diversos estudos mostram que amostras de P. aeruginosa S&o0 menos
susceptiveis a acdo de antimicrobianos quando crescem em biofilme, embora com
algumas diferencas nos resultados encontradas para algumas classes (Brooun, Liu
& Lewis, 2000; De Kievit et al., 2001; Drenkard & Ausubel, 2002; Walters et al.,
2003). Ceri et al., (1999) determinaram a CIM e a BIC da cepa controle de P.
aeruginosa ATCC 27853 para oito antimicrobianos (amicacina, aztreonam,
ceftazidima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, piperacilina e tobramicina),
verificando aumentos significativos para todos eles quando CIM e BIC foram
comparadas. Destacando-se a maior diferenca para CAZ, cuja BIC foi 1000 vezes
maior do que a CIM. Para os aminoglicosideos, o destaque foi para a GEN com a
BIC 60 vezes maior.

Spoering & Lewis, (2001) também fizeram a comparacdo entre CIM e BIC,
utilizando outra cepa controle de P. aeruginosa, a PAO1, e demonstraram que a
concentracdo de TOB necessaria para eliminar 90% das células do biofilme era de
50ug/mL, que corresponde a cinco vezes a concentracdo maxima que este
antimicrobiano atinge clinicamente.

Poucos sdo os trabalhos com amostras clinicas. Moskowitz et al., (2004)
analisaram a CIM e a BIC para 94 amostras de P. aeruginosa isoladas de 41
pacientes com FC e ndo encontraram diferencas significativas entre os dois valores
para AMI, CIP, GEN e TOB, porém para CAZ os valores da CIMso e da BICso foram
de 2ug/mL e 128ug/mL, respectivamente. Hill et al., (2005) determinaram a BIC para
16 amostras de P. aeruginosa e mostraram que AMI e CAZ nédo foram efetivas
contra nenhum dos isolados na condi¢do de biofilme.

Em nosso trabalho, ao compararmos a CIM e a BIC das 40 amostras de P.
aeruginosa para cinco antimicrobianos largamente utilizados no tratamento das
infeccbes crbnicas dos pacientes fibrocisticos (AMI, CAZ, CIP, GEN e TOB)
verificamos que, assim como no estudo que envolveu a cepa ATCC 27853, houve

um aumento significativo entre CIM e BIC para todos eles, o que pode ser explicado
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pelo fato de que a maioria das nossas amostras apresentou-se muito sensivel pela
CIM, comportamento semelhante a esta cepa controle. Em relacdo aos trabalhos
que utilizaram amostras clinicas e ndo verificaram alteracbes significativas para
todos os antimicrobianos, a diferenca pode estar no fato de que todos os isolados
selecionados eram multirresistentes (Hill et al., 2005).

No caso dos aminoglicosideos todas as amostras mostraram-se sensiveis
pela CIM, enquanto que pela BIC, 92,5%, 85 % e 45% foram resistentes a TOB,
GEN e AMI respectivamente. Para TOB destaca-se o intervalo de variacdo das
concentracdes, na CIM foi 0,06pg/mL a 1pug/mL, enquanto que na BIC foi de 2ug/mL
a 512ug/mL, ou seja a menor concentracdo encontrada pela BIC ficou uma diluicdo
acima da maior concentragéo determinada pela CIM.

Os aminoglicosideos sao antimicrobianos carregados positivamente e a
resisténcia do biofilme de P. aeruginosa a esta classe seria mediada pela adsor¢éo
dos antimicrobianos a moléculas da matriz carregadas negativamente, o que
retardaria a penetracdo destes agentes (Shigeta et al., 1997). Para Walters et al.,
(2003) outro fator determinante para a resisténcia do biofilme aos aminoglicosideos
seria a limitacdo de oxigénio e baixa atividade metabdlica encontrada em algumas
regides do biofilme, pois a acdo destes antimicrobianos depende da sua
internalizacdo através de um mecanismo de transporte que exige fosfoforilacdo
oxidativa.

No caso da CIP verificamos um aumento de 120 vezes na relacdo BICso e
CIMsp, 16ug/mL e 0,125ug/mL respectivamente e enquanto 92,5% das amostras
mostraram-se sensiveis pela CIM, na BIC este valor caiu para apenas 12,5%, ja que
87,5% das amostras apresentaram perfil intermediario ou resistente. Vrany, Stewart
& Suci, (1997) demonstraram que a penetracdo da CIP através do biofilme de P.
aeruginosa nao é retardada significativamente, o que sugere que a resisténcia a este
antimicrobiano envolve outros mecanismos celulares.

Walters et al., (2003) demonstraram que a acdo da CIP em biofilmes de P.
aeruginosa € limitada a areas adjacentes a interface com o ar, o que indica que a
limitacdo de oxigénio é um fator que aumenta a resisténcia do biofilme a este
antimicrobiano. Outro importante mecanismo de resisténcia foi proposto por Brooun,
Liu & Lewis, (2000), que indicaram a presenca de uma bomba de efluxo expressa no
biofilme de P. aeruginosa, cuja afinidade seria maior para CIP.



67

Para o B-lactamico testado (CAZ) verificamos que a BICso (64ug/mL) foi 30
vezes maior do que a CIMso (2ug/mL) e na comparacao das taxas de resisténcia 0s
valores foram semelhantes a CIP, 92,5% das amostras mostraram-se sensiveis pela
CIM enquanto 87,5% apresentaram resisténcia a este antimicrobiano (perfil
intermediario ou resistente).

De acordo com Borriello et al., (2004), a resisténcia do biofilme aos B-
lactamicos é explicada em parte pela baixa disponibilidade de nutrientes em
algumas regifes do biofilme, o que acarretaria huma menor atividade metabdlica
destas células, limitando a acdo destes antimicrobianos que sdo mais efetivos contra
bactérias com elevada taxa de divisdo. Bagge et al., (2004) demonstraram que outro
fator determinante para a resisténcia do biofilme de P. aeruginosa a CAZ seria 0
fendtipo de hiperproducdo de uma pB-lactamase cromossomal, que degradaria o
antimicrobiano retardando sua penetragéo, nesta condi¢cdo de crescimento.

Segundo Banerjee & Stableforth, (2000) os antimicrobianos mais comuns
para o tratamento das infec¢des pulmonares por P. aeruginosa em pacientes com
FC sado p-lactdmicos, aminoglicosideos, quinolonas e polimixinas. Os autores
sugerem o tratamento com a associacdo de um B-lactdmico e um aminoglicosideo,
esquema que é adotado em um dos centros de referéncia no atendimento a alguns
dos pacientes incluidos em nosso estudo. Na condicdo de biofilme verificamos
elevadas taxas de resisténcia para os dois grupos de antimicrobianos, o que pode
justificar a dificuldade em erradicar a P. aeruginosa do pulméao destes pacientes, ja
que as bactérias em biofilme seriam capazes de sobreviver ao periodo de
antibioticoterapia e apds o fim do tratamento atuariam como sitio de recorréncia para
um novo quadro clinico.

Conway et al, (2003) indicam um tratamento preventivo contra as
exacerbacbes nestes pacientes cronicamente colonizados utilizando por via
inalatoria antimicrobianos como a TOB, pois 0 agente atinge concentracdes mais
eficazes no local da infeccdo. Porém o uso prolongado deste regime pode ser
responsavel pelos altos indices de resisténcia a esta droga na condicéo de biofilme
gue encontramos em nossas amostras (92,5%).

Alguns consensos propdéem o tratamento baseado nas quinolonas,
particularmente a CIP que é tdo eficaz pela via oral quanto pela intravenosa,

associada ao uso de um aminoglicosideo de forma inalatéria. Em nosso estudo, as
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elevadas taxas de resisténcia a CIP (87,5%) e aos trés aminoglicosideos estudados
na condicdo de biofilme, demonstram a necessidade de um monitoramento da
resposta clinica da antibioticoterapia.

Segundo Van Devanter & Van Dalfsen, (2005), a exacerbacado pulmonar
causada pela P. aeruginosa representaria a combinacdo das duas formas de
crescimento bacteriano, com o biofilme sendo o responsavel pela infeccéao crbnica e
as bactérias plancténicas, que se desprendem desta estrutura, causadoras do
quadro agudo. Neste sentido, um tratamento adequado para estes pacientes requer
diferentes abordagens: periodos de estabilidade clinica devem ser mantidos atraves
de uma terapia que iniba o crescimento do biofilme, enquanto que nos periodos de
exacerbacdo os dois componentes da infeccdo, biofiime e células plancténicas
devem ser alvos da antibioticoterapia.

Segundo Alkawash, Soothill & Schiller, (2006) apesar da sintese de alginato
nao ser indispensavel ao desenvolvimento do biofilme, a presenca deste
polissacarideo levaria a alteragdes na arquitetura e na resisténcia do biofilme, pois
atuaria como uma barreira para a penetracédo dos antimicrobianos. Ao compararmos
as BICs entre as amostras dos morfotipos NM e M néo verificamos diferencas
significativas, o que indica que a hiperproducdo de alginato ndo foi um fator
importante para a resisténcia das nossas amostras no crescimento em biofilme.

A antibioticoterapia traz importantes contribuicbes para 0s pacientes
fibrocisticos, pois visa reduzir ou eliminar as bactérias do ambiente pulmonar, tratar
0os quadros de exacerbacdo pulmonar, diminuindo a morbidade e a mortalidade
(Ratijen, 2001; Finnan et al., 2004; Garcia et al., 2004). Ela se baseia nos resultados
dos testes de susceptibilidade padronizados e de uso corrente em laboratérios
clinicos (disco-difusdo e CIM). Estes testes seguem as orientacdes de execucdo e
interpretacdo de documentos de consenso e, dentre eles, o documento americano
(CLSI) é o mais utilizado, inclusive no Brasil. Os critérios interpretativos desses
testes foram desenvolvidos para a terapia direta no tratamento de infeccdes da
corrente sanguinea e do trato urinario e que sO foram validados para estas
infeccbes, pois utilizam como referéncia a maior concentracdo que 0S
antimicrobianos atingem no soro. Além disto, esses testes sdo padronizados para
bactérias crescidas em vida livre e 0 que se observa nestes pacientes é que dos
antimicrobianos que mostram atividade in vitro, apenas uma minoria é eficaz in vivo,

pois nesta condicdo os microrganismos crescem em biofilme, que € mais resistente
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a atividade dos antimicrobianos (Giamarellou et al., 2001; Bellais et al., 2002; Macia
et al., 2004; Manno et al., 2005).

A realizacéo de testes de susceptibilidade realizados com a bactéria crescidas
em biofilme seria mais indicada, pois eles mimetizam a fisiologia da infeccao
pulmonar cronica por P. aeruginosa nos pacientes com FC, e, portanto,
representariam melhor a condicdo in vivo. Porém, existem limitacbes para a sua
aplicabilidade, j& que n&o ha critérios padronizados para a interpretacdo do teste de
susceptibilidade em bactérias sob esta forma de crescimento (Moskowitz et al.,
2005). Alem disso, ainda n&o foi comprovado se os dados obtidos pela BIC predizem
de maneira mais adequada do que os testes convencionais a resposta clinica a
antibioticoterapia em pacientes com FC, ja que sdo necessarios estudos clinicos
laboratoriais para responder a essas questoes.

A maioria das amostras, quando crescidas sob a condicdo de biofilme
apresentaram in vitro resisténcia a todos os antimicrobianos testados, portanto a
adocao de um esquema adequado para o tratamento das infecgbes pulmonares por
P. aeruginosa nos pacientes fibrocisticos incluidos em nosso estudo representa um

grande desafio para os profissionais da saude.

4.3 Tipagem Molecular

A técnica de eletroforese de campo pulsado em gel de agarose (PFGE) é
considerada o método de tipagem baseado em DNA mais discriminatério para
analisar P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC. Esta técnica permite separar
fragmentos de DNA com alto peso molecular, variando entre 10 a 800 Kb e
possibilita a diferenciacdo de cepas com base nas variacdes qualitativas e
quantitativas dos fragmentos gerados e é utilizada, essencialmente, para tipagem de
amostras de uma mesma espécie, com base em suas diferencas clonais (Olive &
Bean, 1999; Agodi et al., 2000).

Em nosso estudo, a digestdo do DNA cromossémico das amostras de P.
aeruginosa com a enzima de restricdo Spel gerou de 13 a 23 fragmentos de DNA no
gel de eletroforese, o dendrograma gerado pelo método UPGMA mostrou
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percentuais de similaridade que variaram de 57% a 100%. Para a caracterizacao de
grupos clonais utilizamos os critérios recomendados por Tenover et al. (1995).

Avaliamos a relacéo clonal das 40 amostras de P. aeruginosa, através da
técnica de PFGE e os resultados obtidos foram analisados com o0s seguintes
objetivos: a) verificar a ocorréncia de um grupo clonal prevalente b) avaliar a relacédo
clonal entre os dois isolados de um mesmo paciente c) correlacionar a presenca de
grupos clonais com a capacidade de formar biofilme e o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos nesta condi¢ao de crescimento.

O encontro de cepas epidémicas é incomum na FC e durante muito tempo
prevaleceu a idéia de que cada paciente é colonizado por cepas individualizadas e
que tendem a ser mantidas durante todo o periodo de infec¢do crénica, sendo a
infecgao cruzada uma ocorréncia rara. Entretanto, em 1996 Cheng et al, relataram a
disseminacdo de cepas de P. aeruginosa multiresistentes entre 55 pacientes
pediatricos atendidos no Alder Hey Children Hospital (Centro de Referéncia de FC
em Liverpool). Todos estavam colonizados por P. aeruginosa pertencente ao mesmo
grupo clonal, denominado: Liverpool Epidemic Strain (LES).

Posteriormente, McCallum et al.,, (2001) relataram que alguns pacientes
adultos atendidos no Cardiothoracic Center em Liverpool, apresentavam infeccéo e,
em alguns casos, a substituicAo da amostra infectante original pelo clone LES.
Também no Reino Unido, em um centro regional em Manchester, foi descrita a
ocorréncia de um clone transmissivel multirresistente (clone MA) (Jones et al., 2001).

A presenca de cepas epidémicas em centros regionais no Reino Unido
motivou estudos de vigilancia para estabelecer a distribuicdo desses clones a nivel
nacional. Aproximadamente 1200 amostras de P. aeruginosa obtidas de 31 hospitais
da Inglaterra e de Gales foram avaliadas. O clone LES foi identificado em 11% dos
pacientes em 15 destes centros, seguido do clone Midlands 1, recuperados de 86
pacientes em 9 centros (Scott & Pitt, 2004). Outros trabalhos também tém mostrado
a presenca desses e de outros clones epidémicos em diversas partes do mundo,
embora alguns estudos de monitoramento ndo evidenciem a infeccdo cruzada
dentro de suas unidades hospitalares (Armstrong et al, 2002; Speert et al, 2002).

Em nosso trabalho verificamos grande diversidade clonal (n=27) dentre as 40
amostras de P. aeruginosa, e nenhum grupo clonal prevalente. Ao compararmos as
amostras obtidas de pacientes dos dois centros de atendimento aos fibrocisticos

(IFF e HUPE) também néo identificamos nenhum grupo clonal prevalente.
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Parece ainda ser consensual que a maioria dos pacientes alberga, ao longo
da evolucdo clinica, uma cepa de mesma origem clonal, independente do fendtipo.
(Hunfeld et al., 1999 ; Agodi et al., 2000; Burns et al., 2001). Em trabalho realizado
em um centro na regido Sul do Brasil, a analise de 97 isolados obtidos de 43
pacientes, mostrou grande diversidade de perfis PFGE sem a prevaléncia de um
clone especifico. Também ao avaliarem isolados coletados de um mesmo paciente
em diferentes periodos, foi observado que a maioria era colonizada de forma
persistente pelo mesmo gendtipo de P. aeruginosa, independente do fenétipo NM ou
M (Silbert, Barth & Sader, 2001)

Campana et al., (2004) realizaram a tipagem molecular de 36 amostras de P.
aeruginosa obtidas de 18 pacientes fibrocisticos, sendo uma amostra representante
de cada mofotipo para cada paciente e verificaram que em todos eles os dois
isolados apresentaram perfil de fragmentacéao idéntico.

Em nosso estudo, porém, as duas cepas obtidas do mesmo paciente (NM e
M) em diferentes periodos, mostraram ser de clones distintos em 75% dos
pacientes, indicando que estes pacientes ja foram colonizados por mais de um clone
de P. aeruginosa durante a evolucdo da doenca pulmonar. Esses dados séo
concordantes com outros estudos que mostram a colonizacdo por diferentes clones
em um mesmo paciente, indicando heterogeneidade na populacdo infectante
durante o curso da infecgcédo cronica e que, em alguns casos, a mudanca de clones
se associava com a antibioticoterapia (Boukadida et al., 1993; Renders et al., 1997).

Entendemos que estudos prospectivos nos pacientes atendidos nos dois
centros, incluindo um nimero maior de isolados por paciente, sdo necessarios para
corroborar esses achados. Por outro lado, essa diversidade validou a amostragem
incluida neste estudo, ja que a maior diversidade de clones exclui a possibilidade de
um resultado tendencioso nos testes de biofilme diante da ocorréncia de um mesmo
genaotipo entre varias amostras.

Um dado que consideramos bastante relevante em nosso estudo foi que 12
dos 20 pacientes compartilhavam clones idénticos ou muito relacionados (1, 2, 3, 7,
9, 10, 13, 14, 1517, 18 e 19), e em alguns casos o0s clones eram compartilhados por
pacientes atendidos em centros diferentes (paciente 1 e 2: clone O; pacientes 7 e 15
:.clone G). Esses dados podem indicar a possibilidade de transmissao entre 0s
pacientes ou podem refletir aquisicdo independente dessas cepas a partir de

diferentes origens.
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A persisténcia da P. aeruginosa no pulmédo dos pacientes fibrocisticos pode
estar ligada a sua capacidade de formar biofilme e resisténcia aos antimicrobianos
nesta condicao, porém poucos estudos avaliam a correlacdo entre o perfil genotipico
e estes parametros fenotipicos. Head & Yu, (2004) estudaram em 101 amostras de
P. aeruginosa de pacientes fibrocisticos o perfil de fragmentacdo do PFGE e a
formacdo de biofilme, obtendo uma grande diversidade genotipica e verificando
diferentes capacidades de formacao de biofilme entre as amostras, sem identificar
nenhuma associagao entre estes dois aspectos.

Em nosso trabalho néo verificamos nenhuma relacéo entre os perfis de PFGE
e a formacado de biofilme, j& que constatamos uma grande variabilidade nas duas
abordagens. Em apenas cinco dos 27 perfis clonais encontrados os isolados
apresentaram uma capacidade semelhante de formacgao de biofilme. A comparacao
feita entre os perfis clonais e as concentracfes inibitorias para a condicdo de
crescimento em biofilme das amostras revelou ndo haver nenhuma correlacéo entre
o perfil genotipico e perfil de resisténcia para os cinco antimicrobianos testados
(AMI, CAZ, CIP, GEN e TOB). Apesar disto podemos notar uma tendéncia a um
aumento das BICs em amostras idénticas de um mesmo paciente isoladas em datas
diferentes, o que sugere um aumento da resisténcia do biofilme em decorréncia da
continua antibioticoterapia a qual os pacientes fibrocisticos sdo submetidos.

Nossos dados estdo de acordo com a literatura, que indica nédo haver
associacdo entre o genotipo e o fendtipo (formacédo de biofilme e resisténcia) em
amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes com FC, pois trata-se de um
microrganismo bastante versatil e capaz de se adaptar as constantes flutuacdes que
ocorrem no ambiente pulmonar destes pacientes durante o curso da infeccao
cronica.

Nosso trabalho destaca-se por ser o primeiro no Brasil a abordar a resisténcia
aos antimicrobianos na presenca do biofilme em amostras de P. aeruginosa em
pacientes com FC. A informagdo da elevada resisténcia na presencga do biofilme
contrastando com os dados dos testes de sensibilidade realizados nos laboratorios,
0s quais os clinicos se orientam para a antibioticoterapia, reforca a necessidade de
padronizacdo e implementagdo de testes in vitro que possam detectar essas
peculiaridades e que representem de maneira mais fidedigna a verdadeira fisiologia
das infeccbes pulmonares por P. aeruginosa, impactando de forma positiva na

conduta médica frente aos pacientes.
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CONCLUSOES

e O teste de susceptibilidade para a determinacdo da CIM, executado e
interpretado pelos critérios padronizados e utilizados nos laboratorios clinicos,
revelou que todas as amostras de Pseudomonas aeruginosa mostraram
sensiveis para o0s aminoglicosideos e 92,5% para ceftazidima e
ciprofloxacina; ndo havendo diferencga entre os morfotipos NM e M.

e Todas as amostras foram capazes de formar o biofilme, com grande
diversidade quanto a densidade do mesmo. Nao houve diferenca significativa
entre o biofiilme das amostras NM e M, sugerindo que o alginato ndo seja

essencial para a formacgéao de biofiime em P. aeruginosa;

e As Concentracdes Inibitdrias das amostras sob crescimento em biofilme (BIC)
mostraram-se mais elevadas do que as CIMs para todos os antimicrobianos.
Utilizando os critérios de interpretacdo dos testes padronizados para inferir a
susceptilidade das amostras em biofilme, observamos que a maioria se
mostrou resistente para todos o0s antimicrobianos, variando de 45%
(amicacina) a 92,5% (tobramicina). Estes dados indicam que o crescimento
em biofilme foi um fator significativo para a ocorréncia de resisténcia em

nossas amostras;

e Nao houve diferenca entre os morfotipos NM e M na comparacdo entre as
BICs, indicando que a hiperproducdo de alginato pode ndo ser um fator

determinante para a resisténcia na nossa amostragem;

e Através da analise do polimorfismo genético verificamos grande diversidade e
nenhum grupo clonal prevalente em nossa amostragem. Esta diversidade
validou a amostragem incluida neste estudo, excluindo a possibilidade de um
resultado tendencioso nos testes de biofilme diante da ocorréncia de um

mesmo genoétipo entre varias amostras.
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N&o houve nenhuma associagcdo entre os grupos clonais encontrados, a
capacidade de formar biofilme e a resisténcia verificada nesta condicéo de
crescimento, indicando que em nossas amostras de P. aeruginosa a grande
diversidade genotipica é acompanhada de uma significativa variabilidade

fenotipica.

Nossos resultados reforcam a necessidade de padronizacao e implementacao
de testes in vitro que possam detectar essas peculiaridades e que
representem de maneira mais fidedigna a verdadeira fisiologia das infecgbes
pulmonares por P. aeruginosa, impactando de forma positiva a conduta

médica frente aos pacientes.
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