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1. INTRODUCAO

As infec¢des bacterianas representam um grande desafio para a saude
publica, causando significativa morbimortalidade em hospitais no mundo todo. Um
fato que agrava a situacao € o surgimento de cepas que apresentam resisténcia a
uma ampla gama de antimicrobianos (VAZQUEZ-LOPEZ, et al 2020).

Um dos fatores que contribuem para essa resisténcia € a capacidade de
formar biofilme, que pode ser apresentada por diversos micro-organismos,
incluindo as bactérias das espécies Acinetobacter baumanni e Pseudomonas
aeruginosa (THUMEEPAK R. et al., 2018; MAURICE et al., 2018). Biofilmes s&o
comunidades bacterianas ligadas a uma superficie e incorporadas a uma matriz
extracelular, que torna as bactérias menos suscetiveis aos antimicrobianos, e a
morte por mecanismos imunoldgicos do hospedeiro (DEL POZO, 2017; JING YAN
& BASSLER B. L., 2019). Bactérias com capacidade de formar biofilme s&o
responsaveis por diversas infec¢des, como endocardite, infecgdes no trato urinario
e infecgbes pulmonares, sendo desta forma uma questdo crescente de
preocupacao (DEL POZO, 2017).

Diante disso, o0 objetivo desta pesquisa foi avaliar a capacidade de formacéo
de biofilme em isolados clinicos de A. baumannii e P. aeruginosa, obtidos de
pacientes internados em um hospital da cidade de Pelotas, RS, Brasil.

2. METODOLOGIA

Para as analises microbiologicas foram utilizadas as cepas padrdo de A.
baumannii ATCC 19606 e P. aeruginosa ATCC 27853, bem como, 6 isolados de A.
baumannii (Ab02, Ab03, Ab10, Ab13, Ab15 e Ab47) e 3 isolados de P. aeruginosa
(Pa02, Pa03 e Pa04) de origem hospitalar, identificados bioquimica e
molecularmente.

Os micro-organismos foram classificados quanto a sua capacidade de formar
biofilme de acordo com STEPANOVIC et al. (2007). Para o ensaio foram utilizadas
microplacas com 96 cavidades, nas quais foram adicionados aos pocos, 20uL do
indculo bacteriano na concentracdo de 1 x 108 UFC/mL, exceto nos pogos controle,
nos quais foram colocados apenas 200 pL de Trypticase Soy Broth (TSB).
Posteriormente a placa foi incubada em estufa a 37°C durante 24 horas.

ApoOs o periodo de incubacéo, foi descartado o contetdo contendo as células
plancténicas e os pocos foram lavados com solucao de cloreto de sodio (NaCl) a
0,9% (solucdo salina). Para a fixacdo do biofilme, foram adicionados
posteriormente a lavagem, 200uL de cristal violeta a 0,5% por 15 min, e logo os
pocos foram lavados cuidadosamente com solucdo salina até ser retirado
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totalmente o excesso do corante. A placa foi levemente seca com papel toalha
absorvente e foram adicionados 200uL de alcool etilico 95%, durante 30 minutos.
Apos isso, foi realizada a leitura da densidade 6ética (DO) a um comprimento de
onda de 540nm (DOsa0) dos biofilmes bacterianos formados, com o auxilio de um
espectrofotdmetro. Em seguida, as cepas foram classificadas como: nao formadora
de biofilme (DObiofime < DOcontrole), fraca formadora de biofilme (DOcontrole < D Obiofilme
< 2X DOcontrole), moderada formadora de biofilme (2x DOcontrole < DObiofime < 4X
DOcontrole) € forte formadora de biofilme (4x DOcontrole < DObiofilme).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo, referentes a capacidade de formacéao de
biofilme estdo apresentados na Tabela 1. O método proposto por STEPANOVIC et
al. (2007), foi utilizado para classificar os isolados e cepas padrdo como néo
formadores, fracos, moderados ou fortes formadores de biofilme. Para essa
classificacao foi usada a medida da DOs4onm do controle negativo (DOcontrole). NOS
experimentos com A. baumannii foi obtida uma DOcontrole de 0,06, e foi feita a
seguinte classificagdo: ndo formador, DObictime < 0,06; fraco formador, 0,06 <
DOpbiofime < 0,12; moderado formador, 0,12 < DOwictime < 0,24 e forte formador,
DOviofime = 0,24. J& no experimento para P. aeruginosa foi obtida uma DOcontrole de
0,09, e feita a seguinte classificacédo: ndo formador, DObiofime < 0,09; fraco formador,
0,09 < DOpiofime < 0,18; moderado formador, 0,18 < DOvicfime < 0,36 € forte formador,
DOviofiime 2 0,36.

Tabela 1. Capacidade de formacéao de biofilme por cepas padréo e isolados clinicos
de A. baumannii e P. aeruginosa.

Cepas DOs40nm Classificacdo*
C- 0,06
A. baumannii ATCC 19606 1,63 Forte formador
Ab02 0,63 Forte formador
Abl10 1,83 Forte formador
Ab13 1,01 Forte formador
Ab15 1,28 Forte formador
Ab47 1,12 Forte formador
C- 0,09
P. aeruginosa ATCC 27853 0,13 Fraco formador
Pa02 0,11 Fraco formador
Pa03 0,09 Nao formador
Pa04 1,79 Forte formador

*STEPANOVIC et al. (2007); Ab: Acinetobacter baumannii; Pa: Pseudomonas aeruginosa; DO:
Densidade dtica.

A cepa padrdo A. baumannii ATCC 19606 apresentou maior capacidade de
formacao de biofilme quando comparado com P. aeruginosa ATCC 27853, DO =
1,63 e 0,13, respectivamente. O mesmo pode ser observado quando analisamos
os isolados das duas espécies. Todos os isolados de A. baumannii foram
classificados como fortes formadores de biofilme, ja dos isolados de P. aeruginosa,
apenas um (Pa04) mostrou-se forte formador de biofilme, enquanto que os demais
iIsolados obtiveram a classificacdo de fraco formador (Pa02) e ndo formador de
biofilme (Pa03) (Tabela 1).

ZEIGHAMI et al. (2019) testando 100 isolados de A. baumannii observaram
gue todos os isolados foram capazes de formar biofilme, sendo 42 isolados
moderados formadores e 58 fortes formadores. LIN et al. (2020) utilizando em seu
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experimento 33 diferentes cepas de A. baumannii, incluindo 21 isolados clinicos,
observou que a grande maioria dos isolados foi forte formadora de biofilme (20),
com excecdo de dois que foram classificados como moderados formadores.
ALAMRI et al., (2020) utilizando um método diferente, com agar vermelho congo e
método de placa de cultura de tecido padrédo, analisou 183 isolados clinicos
multidroga resistente (MDR) de A. baumannii e obteve como resultado, 98 dos
isolados como fortes formadores, 72 como moderados formadores e 13 como
fracos formadores. Segundo YOUNG-SUNG (2018), a taxa de formacéao de biofilme
em A. baumannii € de 80-90%, sendo assim, maior que de outras espécies (5-24%).

KARAMI et al., (2019) testando 58 isolados clinicos de P. aeruginosa, obteve
a classificacao de forte formador de biofilme para 35 isolados, com somente 3 n&o
formadores. Assim como CHO et al., (2018), que testando 82 isolados de P.
aeruginosa obteve como resultado, 76 isolados fortes formadores de biofilme e 6
nao formadores de biofiime. E ABDELRAHEEM et al., (2020) que de 100 isolados
de P. aeruginosa testados, obteve 14 isolados classificados como fortes
formadores, 7 moderados e 6 fracos formadores de biofilme.

4. CONCLUSOES
A partir dos resultados obtidos, foi possivel observar que os isolados clinicos
e a cepa padrao de A. baumannii mostraram-se fortes formadores de biofilme.
Enguanto para P. aeruginosa, a classificacao foi de fraco formador de biofilme para
a cepa padrao e Pa02, ndo formador para Pa03 e forte formador de biofilme para
Pa04.
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