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RESUMO

Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) € um patégeno emergente causador de
diarréia aguda e persistente em todo o mundo. A formacédo de biofilme, um aspecto
notavel da sua patogenicidade, esta relacionada a persisténcia da infec¢do e requer
tratamento antimicrobiano, sendo sugerido o uso de ampicilina, quinolona,
sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclina. Como as técnicas habituais de
determinacao de suscetibilidade néo refletem a atividade em biofilme tivemos como
objetivo determinar a concentragcdo minima inibitéria de biofiime (MBIC) de nove
antimicrobianos de oito classes, e determinar a concentracdo minima de erradicacao
do biofilme (MBEC), por meio do sistema Calgary (peg-lid), para amostras clinicas
de EAEC, para as cepas protétipos EAEC 042 e EAEC 17-2 e para cepa de
referéncia ATCC 25922. Concentracdo minima inibitéria (CMI) foi determinada para
35 amostras por diluicio em &agar e foram selecionadas 20 sensiveis aos
antimicrobianos ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, cloranfenicol, ciprofloxacina,
tetraciclina e tobramicina e 19 a sulfametoxazol/trimetoprim para determinacdo da
MBIC. Biofilme foi formado em Meio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco com
glicose 0,4% e foram determinados o tempo de maturacdo do biofime e a
intensidade de formacdo, tanto no po¢o da microplaca quanto no peg-lid. A
maturacdo do biofilme foi atingida com 24 h; oito e 12 amostras foram classificadas
como fortes e fracas formadoras de biofilme, respectivamente. Biofilme de 24 h foi
submetido a diluicbes dobradas dos antimicrobianos em caldo Mueller-Hinton
ajustado com cation e densidade o6ptica a 650 nm (DOeso) foi medida apds a
recuperacado do biofilme por ultrasom, antes e apos a incubacéo a 37°C por 6 horas.
A MBIC revelou que os biofilmes foram: (i) 100% (20/20) resistentes a tetraciclina,
cloranfenicol e sulfametoxazol/trimetoprim e 90% (18/20) a ampicilina; (i) 90%
(18/20) com resisténcia intermediaria a ceftriaxona e cefotaxima, (iii) 95% (19/20),
sensiveis a ciprofloxacina, 80% (16/20) a cefoxitina e 75% (15/20) a tobramicina.
Biofilme aumentou a concentracédo inibitdria dos antimicrobianos em 2 vezes a até
4.266,7 vezes a CMI e amostras fortes formadoras aumentaram a MBIC de
ampicilina, ceftriaxona e tobramicina mais do que as fracas formadoras (p<0,05). A
MBEC foi sempre superior a MBIC e a ultima concentragéo testada, com excecao de
cefoxitina e cefotaxima para uma amostra. Tempo de maturacéo de biofilme de 48h,

e 72h nao interferiu na MBIC. Em concluséo, a ciprofloxacina apresentou otima



atividade para biofiime de EAEC, seguida por cefoxitina e tobramicina e que né&o
devem ser preconizados 0s antimicrobianos que se mostraram ineficazes como

ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclinas para tratamento de infeccéo por
EAEC.

Palavras-chave: Escherichia coli enteroagregativa. Biofilme. Susceptibilidade

antimicrobiana. Concentragdo Minima Inibitoria de Biofilme.



ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathogen that causes
acute and persistent diarrhea worldwide. Biofilm formation, a notable aspect of its
pathogenicity, is related to the persistence of infection and requires antimicrobial
treatment, and the use of ampicillin, quinolone, sulfamethoxazole/trimethoprim and
tetracycline is suggested. As usual techniques of determination of susceptibility do
not reflect biofilm activity we aimed to determine the minimum inhibitory
concentration of biofilm (MBIC) of nine antimicrobials of eight classes, and to
determine the minimum concentration of biofilm eradication (MBEC) by means of
(peg-lid), for EAEC clinical samples, for prototype strains EAEC042 and EAEC17-2
and for reference strain ATCC 25922. Minimum inhibitory concentration (MIC) was
determined for 35 samples per agar dilution and 20 antimicrobial susceptible
samples were selected for ampicillin, cefotaxime, ceftriaxone, chloramphenicol,
ciprofloxacin, tetracycline and tobramycin and 19 to sulfamethoxazole/trimethoprim
for determination of MBIC. Biofiim was formed in Dulbecco's Modified Eagle
Minimum Medium with 0.4% glucose and the biofilm maturation time and formation
intensity were determined both in the microplate well and in the peg-lid. The biofilm
maturation was achieved with 24 h; eight and 12 samples were classified as strong
and weak biofilm forming, respectively. 24 h Biofilm was subjected to folded dilutions
of the antimicrobials in Mueller-Hinton broth adjusted with cation and optical density
at 650 nm (ODeso0) was measured after ultrasonic biofilm recovery, before and after
incubation at 37 ° C for 6 hours. MBIC revealed that the biofilms were: (i) 100%
(20/20) resistant to tetracycline, chloramphenicol and sulfamethoxazole/trimethoprim
and 90% (18/20) to ampicillin; (i) 90% (18/20) with intermediate resistance to
ceftriaxone and cefotaxime, (iii) 95% (19/20), ciprofloxacin-sensitive, 80% (16/20) to
cefoxitin and 75% (15/20) to tobramycin. Biofilm increased the inhibitory
concentration of the antimicrobials by 2 to 4,266.7 times the MIC and the strong
forming samples increased the MBIC of ampicillin, ceftriaxone and tobramycin more
than the weak formers (p <0.05). The MBEC was always superior to the MBIC and to
the last concentration tested, with the exception of cefoxitin and cefotaxime for a
sample. Biofilm maturation time of 48h, and 72h did not interfere with MBIC. In
conclusion, ciprofloxacin presented excellent activity for EAEC biofilm, followed by

cefoxitin and tobramycin, and antimicrobials that were ineffective as ampicillin,



sulfamethoxazole/trimethoprim and tetracyclines for the treatment of EAEC infection
should not be recommended.

Keywords: Enteroaggregative Escherichia coli. Biofilm. Antimicrobial susceptibility.
Minimum Biofilm Inhibitory Concentration.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Representacdo esquematica da patogénese resumida dos seis patotipos
diarreiogénicos de Escherichia coli (Adaptado de KAPER et al., 2004)...........c........ 24

Figura 2 - Padrdo de aderéncia agregativa em células HEp-2, na forma de “tijolo-
empilhado” (NATARO & KAPER, 1998)......ccciiiiiiiiiieieeiiee e e e e e ee e 25

Figura 3 - Estagios da patogénese da EAEC. (1) Aderéncia ao epitélio intestinal
facilitada por adesinas. (2) Hipersecrecdo de muco. (3a) Secrecédo de toxinas. (3b)
Inducéo de resposta inflamataéria (Adaptado
dehttp://pt.slideshare.net/Wishofnightl3/master-thesis-presentation-11402753)......28

Figura 4 - llustracdo das fases de formacdo do biofilme: (1) aderéncia inicial; (2)
aderéncia irreversivel; (3) desenvolvimento inicial do biofilme (4) formacdo de
microcolénias dentro do biofilme (5) dispersédo de células do biofilme (Adaptado de
MONROE, 2007)..11ttteeiiiiiiietee s ettt e e e s st e e e e s et e e e e e et e e eaaeesssssassbaeeeeeesaansssnenaeeans 30

Figura 5 - A complexa estrutura do biofilme bacteriano. A. Microcolbnias no
biofilme bacteriano sdo caracterizadas por matriz de substancias poliméricas
extracelulares (EPS), composta de DNA extracelular, polissacarideos, proteinas,
fibras amiléides e bacteriéfago. B. Ao passar do tempo, ocorre dispersao das células
do biofilme, muitas células bacterianas morrem e ocorre a variagdo genotipica e
fenotipica das células em biofilme (Adaptado de MCDOUGALD et al., 2012).......... 30

Figura 6 - Quorum-sensing envolve dois componentes regulatorios: a proteina
ativadora transcripcional (Proteina R) e as moléculas autoindutoras (Al) produzidas
pela autoindutora sintase. Acumulacdo de Al ocorre de uma maneira célula-
dependente da densidade até que um nivel limite seja atingido. Neste momento, o Al
se liga e ativa a proteina R, que por sua vez induz expressao de genes-alvo. A
proteina R consiste de dois dominios: a terminagdo N da proteina que interage com
0 AHL e terminacdo C que esta envolvida na ligacdo do DNA. (Adaptado de KIEVIT,
IGLEWSKI, 2000).......uueiiieeeeiiiiiiie e e e seiieee e e e e ettt ae e e e e s e e e e e s enssssassaeaeeesssnssnneeeeesannnes 31

Figura 7 - Representagédo das moléculas dos trés principais exopolissacarideos da

matriz de biofilme de ESCheriChia COli.... .. 32


http://pt.slideshare.net/Wishofnight13/master-thesis-presentation-11402753

Figura 8 - Representacdo de trés hipéteses de mecanismos de resisténcia a
antimicrobianos em biofilmes: 1. Em amarelo - baixa penetracdo - o0s
antimicrobianos nao penetram no biofilme, podendo ser inativados ou adsorvidos na
superficie do biofilme; 2. Em verde — podem ocorrer alteracbes fenotipicas no
microambiente do biofiime; 3. Em vermelho — nas zonas mais profundas do biofilme,
pode ocorrer diminuicdo do metabolismo do microrganismo. (STEWART &
CONSTERTON, 2001)...cciiuitiiiteeeeiiiiiie e e e e e siieee e e e e s et ee e e e snnseeeeeeeeessnssseeeeeesannsenenas 34

Figura 9 - Sistema para producdo de biofilme constituido por pegs em tampa de
poliestireno modificadas (peg-lid) para microplaca de 96 pocos, que constitui o

“DISPOSItIVO Calary”..... ...ttt e e e e e e e 36

Figura 10: Mapa do Brasil destacando o Estado do Espirito Santo e, em verde
escuro e claro, os Municipios de Sédo Mateus e Conceicdo da Barra
respectivamente, de onde foram obtidas as amostras clinicas de criangas de
comunidades QUIIOMDBDOIAS..........uuiiiiiiii e 40

Figura 11 - Controle do in6culo bacteriano demonstrando crescimento de repique de
10 pL de suspensdo ajustada em placas de Agar Nutriente das diluicées de 1,5x10
(A) a 1,5x10° (F) UFC/mL, demonstrando em F crescimento de colbnias
10 1AV o [ = 14> T - T3PS 54

Figura 12 - Controle da homogeneidade na formacédo do biofilme recuperado dos
pegs, representado pelo repique em placas de Agar Nutriente de diluicdo sequencial
correspondente a quatro pocos contendo (a) EAEC 042 linha D e (b) EAEC 042 linha

Figura 13 - Microplaca de biofilme recuperado por sonicacdo, apos tratamento com
ceftriaxona (0,12 — 3,84 pg/mL) e incubacdo com TTC 0,05%. Controle de
esterilidade: somente CAMHB. Controle de crescimento: bactéria com CAMHB.
Diluicbes de antimicrobiano: bactéria e CAMHB com antimicrobiano. CAMBH: caldo

Mueller HINton-Cation ajuStado...............oevviiiiiiiiiiiii e, 68

Figura 14 - Placa de agar nutriente com repique de amostra de EAEC 164A tratada
com ceftriaxona para detec¢éo de células viadveis apos incubacdo da microplaca com
LRI X1 TS 68



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 1 - Protocolo de determinagéo da concentragcdo minima inibitéria (CMI).
A esquerda, esquema para determinacdo da CMI e a direita, esquema para preparo
das placas de MH com antimicrobianos. AN: agar nutriente; MC: agar MacConkey;
MH: Mueller Hinton; ST: solucdo de trabalho; MHA: Mueller Hinton

Fluxograma 2 - Estabelecimento e calibragéo do sistema peg-lid, demonstrando em
(A) preparo do in6culo, (B) procedimento para controle do indculo, (C) verificacao da
homogeneidade de formacéo de biofilme em todos os pocos. AN: Agar Nutriente;

LB: Luria Bertani; DMEM: Meio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco............. 46

Fluxograma 3 - Protocolo de formacdo de biofiime com a determinacdo da
concentracdo minima inibitéria de biofime (MBIC) e a determinacdo da
concentracdo minima de erradicacao de biofiime (MBEC), conforme previamente
estabelecido por HARRISON et al., 2010. DOeso, leitura densidade Optica a 650 nm;
T=0, tempo=zero; T=6, teMPO= 6 N.......uuuiiiiiiiiiiee e eeeaaeees 50



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Fatores de viruléncia do patotipo de Escherichia colienteroagregativa

(EAEC) e respectivos mecaniSMOS A€ ACAOD..........uuuuuuuiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeennnrnnnanneeens 26
Quadro 2 - Estudos que utlizaram o sistema peg-lid e respectivos
a1 oT o] o F=T 0TS 1 0 1S 38

Quadro 3 - Classes e respectivos antimicrobianos utilizados com faixas de
concentracdo testadas na determinacdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e

concentracdo minima inibitéria em biofilme (MBIC).........ccccooiiiiiiiiiiiiiie, 41

Quadro 4 - Caracterizacdo das amostras em forte e fraca formadora de biofilme,

conforme férmula proposta por Stepanovic et al. (2007)*.........ccooeeeiiiiiiieeeeeiiiiieeenn. 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Frequéncia de sensibilidade, intervalo de concentracdo minima inibitoria
das amostras de EAEC (n=35), CMIso e CMlgo determinada pelo método de diluicdo

L= 0 =T - PSPPI 53

Tabela 2 - Média da densidade Optica em cristal violeta e safranina em poco de
microplaca e em peg-lid para caracterizacdo em forte e fraca formadoras de biofilme

e mediana das médias das DOs obtidas em poloS € PegS.......ccveeeeeeeeeiiiiieeeiiiiiinnnnns 56

Tabela 3 - Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) (ug/mL) e Concentracdo Minima
Inibitéria de Biofilme (MBIC) (ug/mL) e relacdo MBIC/CMI para as amostras de
EAEC produtoras de biofilme e para os protétipos EAEC 042, EAEC 17-2 e cepa de
E. coli ATCC 25922 em sistema peg-lid...........cooorermiiiiiiiiiiiiie e 60

Tabela 4 - Intervalo de MBIC, MBICso e MBICgo para as 20 amostras de EAEC
formadoras de biofilme em sistema peg-lidemrelacdo com o intervalo de CMI, CMiIso

Tabela 5 - Frequéncia da susceptibilidade das amostras de EAEC formadoras de

biofilme frente aos nove antimiCrobIiaNOS..........oe e, 63

Tabela 6 - Média geométrica e Mediana do valor da CMI e do valor da MBIC das

amostras de EAEC formadoras de DIofilmMe. .. ..o 64

Tabela 7 - Distribuicdo de biofilme fracos e fortes por nimero de antimicrobianos

para 0s quais apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria........................ 64

Tabela 8 - Média geométrica e Mediana do valor de MBIC das amostras Forte e

Fraca formadoras de DIOfIME. .. ...t 65

Tabela 9 - Concentracdo minima inibitéria de biofilme (MBIC) de amostras de EAEC

em biofilme em diferentes tempos de crescimento (24, 48 e 72 horas)..................... 67

Tabela 10 - Concentracdo Minima de Erradicacéo de Biofiime (MBEC) de amostras
de EAEC em biofilme para alguns antimicrobianos com adicdo de cloreto de
trifeniltetrazolio 0,05% e deteccdo de células VIAveis............oovvvveveeevviiiiiiiiiiiieee e, 69



Tabela 11 - Valores de MBIC e MBEC em sistema peg-lid pela contagem de células
viaveis de amostras de EAEC (N=13)..ciiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e 70



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Cinética de formacéo do biofilme nos tempos de crescimento (0, 3, 6, 9,
12, 24, 36, 48 e 72 horas) para as amostras EAEC 042, fortes formadoras de
biofilme (Q255D e Q340A) e fracas formadoras de biofilme (89A e 110C)............... 55

Gréfico 2 - Médias das densidades épticas obtidas de biofilme formado em pocos de
microplacas e nos peg-lids apos coloracdo com cristal violeta (A) em DOsgonm OU
safranina (B) em DOssonm, referente ao controle positivo (ATCC 25922), aos
controles negativos (HB101 e DH5a) e as amostras de Escherichia coli

LT (Lo T Vo (=T T L 1)Y= VRSP 57

Gréfico 3 - Densidade 6ptica de amostras de EAEC frente aos antimicrobianos
testados. Linha horizontal indica o ponto de corte (diferenca de 10% da média da
leitura DOeso do controle positivo no tempo 0 e 6h) para cada antimicrobiano testado,
acima da qual os biofilmes séo resistentes ou de resisténcia intermediaria (AMP=
0,008, CFO= 0,0175, CTX= 0,0083, CRO= 0,0099, CIP= 0,0113, TOB= 0,0121,
TET= 0,0116, CLO= 0,0114, SXT= 0,0115). AMP- ampicilina, CFO- cefoxitina, CTX-
cefotaxima, CRO-ceftriaxona, CIP- ciprofloxacina, TOB- tobramicina, TET-

tetraciclina, CLO- cloranfenicol, SXT- sulfametoxazol/trimetoprim..............ccccceeeenn... 59

Gréafico 4 — Densidade ¢ptica da biomassa recuperada de peg-lids de amostras
fortes e fracas formadoras de biofilmes categorizadas como sensiveis ou resistentes
aos antimicrobianos (p>0,05) (Teste T de Student). (¢) DO acima do valor maximo

7z Lo = 1] o[ o) TSP ERSR 65

Grafico 5 - Relacao da densidade Optica entre amostras fortes e fracas formadoras
de biofilme para cada antimicrobiano testado. DO significantemente superior para
amostras fortes formadoras de biofilme frente a AMP, CRO e TOB (*) (p<0,05 Teste
T de Student). AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima, CRO-
ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO-
cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprimM.........oooveiiiiiiiiii e 66



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
X — Média
AA — Aderéncia Agregativa
AAF — Aggregate adhesion fimbriae (Fimbria de aderéncia agregativa)

aEPEC — Enteropathogenic Escherichia coli atypical (E. coli enteropatogénica

atipica)

AggR - regulador transcripcional

aggR — gene que codifica o regulador transcripcional AggR
AMP — ampicilina

AN — Agar nutriente

CAMHB - Cation-Adjusted Mueller-Hinton Broth (Caldo Mueller Hinton céation)

ajustado)
CC — controle de crescimento

CLO - cloranfenicol
CMI — Concentracdo minima inibitéria

CLSI - Clinical & Laboratory Standards Institute (Instituto de Normas Clinicas e

Laboratério)

CIP — ciprofloxacina
CFO - cefoxitina
CRO - ceftriaxona

CTX — cefotaxima
DAEC - Diffusely adherent E. coli (E. coli de aderéncia difusa)

DEC - Diareheogenic E. coli (E. coli diarreiogénica)



DMEM — Dulbecco’s minimum essential medium (Meio Minimo de Eagle Modificado

por Dulbecco)
DNA — Deoxyribonucleid acid (Acido desoxirribonucleico)

DO - Densidade 6ptica

EAEC — Enteroaggregative E. coli (Escherichia coli enteroagregativa)

EAST 1 — EAEC heat-stable enterotoxin 1 (Toxina termoestavel tipo 1 de EAEC)
EIEC — Enteroinvasive E. coli (E. coli enteroinvasora)

EHEC — Enterohaemorrhagic E. coli (E. coli enteroemorrragica)

EPS — Extracellular Polymeric Substances (Substancia Polimérica Extraceluar)

ETEC — Enterotoxigenic E. coli (E. coli enterotoxigénica)

EUCAST - European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
HEp-2 e/ou HelLa - Tipo de célula usada em pesquisas cientificas

QS — Quorum Sensing

LB — Luria Bertani (caldo Luria Bertani)
MC — Agar MacConkey

MDa — Megadalton

MH — Caldo Mueller Hinton

MHA — Agar Mueller Hinton

MBIC — Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (Concentragdo minima inibitoria de

Biofilme)
OMS - Organizacado Mundial da Saude
pAA — Plasmid of Aggregative Adherence (Plasmidio de aderéncia agregativa)

PBS — Phosphate buffered saline (Tampéao fosfatosalino)



SHET 1 — Shigella enterotoxin 1 (Enterotoxina tipo 1 deShigella)

peg-lid — Tampa com pinos (para microplaca de 96 pogos)

PET — Plasmid encoded toxin (toxina produzida pela E. coli)

PIC - Protein involved in intestinal colonization (toxina produzida pela E. coli)

ST — Solucéo de trabalho

TET — tetraciclina

tEPEC — Enteropathogenic E. coli typical (E. coli enteropatogénica tipica)
TOB — tobramicina

UFC/mL — Unidade formadora de colonia por mililitro
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1 INTRODUCAO

A diarreia, normalmente um sintoma de infeccdo gastrointestinal, é definida pela
Organizacdo Mundial da Saude como a eliminacédo de trés ou mais fezes liquidas
por dia ou de consisténcia reduzida, ou em namero de vezes maior do que o usual.
Ela pode ser classificada em aguda, quando tem duragéo inferior a 14 dias, ou em
persistente, quando a duracdo € de pelo menos 14 dias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016). A forma grave da doenca é uma das principais causas de
morbidade e mortalidade entre criancas, a maior parte ocorrendo em paises em
desenvolvimento (BLACK et al., 2010; CROXEN et al., 2013; NATARO, 2013).

Diversos sdo 0s agentes etiologicos da diarreia de natureza infecciosa, podendo ser
devido a bactérias, virus e parasitas. Dentre 0s agentes bacterianos, os patotipos
diarreiogénicos de Escherichia coli (DEC) tem um papel importante e representam
um dos maiores problemas de saulde publica em paises em desenvolvimento
(CROXEN et al., 2013). Existem seis patotipos de DEC e destes, a E. coli
enteroagregativa (EAEC) tém emergido como um importante patdgeno de
gastroenterite, relacionada tanto a diarreia aguda quanto persistente em criancas e
adultos (NATARO & KAPER, 1998; NATARO, 2005; JAFARI et al., 2013).

A EAEC é um patotipo heterogéneo com uma patogénese complexa relacionada a
aderéncia ao epitélio intestinal, a producdo de um amplo repertério de enzimas e
toxinas e a capacidade de producado de biofiime (CROXEN et al., 2013; JENSEN et
al., 2014). Devido a sua associacao com infeccdo persistente, desnutricdo, retardo
do crescimento e deficiéncia de vitamina A, a Organizacdo Mundial da Saude e o
Ministério da Saude recomendam a terapia com antimicrobianos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016; TRABULSI, ALTERTHUM, 2008). A selecao dos
antimicrobianos a serem usados deve ser idealmente baseada em testes de
susceptibilidade. Entretanto, os testes padronizados qualitativos e quantitativos
usuais como de difusdo do disco, diluicho em agar ou microdiluicio em caldo
revelam apenas as propriedades fisioldgicas da bactéria em sua forma planténica,
gue sao diversas das do biofilme, quando as bactérias sédo de dificil ou impossivel
erradicacao (HGIBY et al.,, 2010; TAGLIABUE et al., 2010). Devido a aspectos de
estrutura bioquimica do biofilme (matriz polimérica extracelular- EPS), tempo de

formacdo e da natureza dos antimicrobianos, a interacdo pode se dar de modo
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diverso e a atividade antibacteriana ser ou néo eficaz (COSTERTON et al., 1999;
MONROE, 2007).

Neste sentido, o conhecimento da susceptibilidade aos antimicrobianos de bactérias
em biofilme € necesséario para a indicacdo adequada da terapia antibacteriana.
Porém, pelo menos dois desafios séo interpostos. Primeiro, embora a E. coli seja
facilmente identificada em diagndstico laboratorial de rotina, a caracterizacdo do
patotipo EAEC requer a realizacdo de aderéncia em cultura de células, considerada
padrdao ouro, ou de métodos moleculares, o que somente sado realizados em
laboratérios especializados de pesquisa (NATARO et al.,, 1987; TOKUDA et al.,
2010). Segundo, os testes para determinacdo da concentracdo minima inibitéria de
biofiime (MBIC), como propostos a partir do final da década de 90 em pocos de
microplacas de poliestireno ou pegs de tampas de microplacas modificadas (peg lid)
(CERI et al., 1999; MOSKOVITZ et al., 2004; HARRISON et al., 2010; MACIA et al.,
2014), sao procedimentos extremamente laboriosos para serem implantados na
rotina laboratorial e ainda, ndo padronizados por agéncias reguladoras como Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI) ou European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST).

Cabe destacar ainda que, até o0 momento, ndo existe na literatura estudos realizados
que determinem a MBIC para EAEC e somente poucos estudos foram realizados
para essas bactérias em sua forma plantoénica (Anexo 1). O tratamento empirico com
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclinas e quinolonas é sugerido para
infecgdo por EAEC (KONG et al., 2015), mas ndo sabemos se efetivamente esses

antimicrobianos apresentariam atividade em biofilme.

Neste sentido, propusemos analisar o impacto do biofilme na susceptibilidade de
amostras de EAEC a oito classes de antimicrobianos, incluindo as quatro classes
sugeridas para tratamento, a fim de evidenciar aqueles que teriam ou néo eficacia

no tratamento empirico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESCHERICHIA COLI E PATOTIPOS DIARREIOGENICOS

Escherichia coli € um bacilo gram-negativo da familia Enterobacteriaceae, anaerdbio
facultativo que pode ser imével ou movel, com flagelos peritriquios. Coloniza o
intestino de vertebrados e invertebrados e faz parte da microbiota normal de
humanos a partir das primeiras horas ap6s o nascimento (KAPER et al., 2004,
TRABULSI, ALTERTHUM, 2005). O nicho de E. coli comensal é a camada mucosa
do célon de mamiferos, sendo um competidor altamente bem sucedido neste local e
0 anaerobio facultativo mais abundante da microbiota intestinal humana (NATARO &
KAPER, 1998).

E. coli € uma bactéria altamente versatil e, evolutivamente, varias estirpes
adquiriram fatores de viruléncia especificos, gerando patotipos capazes de se
adaptar a novos nichos e de causar um amplo espectro de doencas (KAPER et al.,
2004). Estes patotipos podem causar desde infeccfes extraintestinais, como do trato
urinario, sepse e meningite, a infec¢des intestinais, sendo estes denominados
patotipos diarreiogénicos de E.coli (DEC) e implicados na diarreia em todo o mundo
(NATARO & KAPER, 1998; OKEKE, NATARO, 2001; HUANG et al., 2006, 2007).
Assim, grandes grupos de genes de viruléncia, ilhas de patogenicidade, podem ser
encontrados em plasmidios ou integrados no cromossomo das E. coli patogénicas,
mas ndo nas nao patogénicas (CROXEN & FINLAY, 2010; CROXEN et al., 2013;
TRUNG et al., 2016).

Seis patotipos de DEC tém sido definidos baseando-se nos mecanismos de
viruléncia, patogénese e manifestagdes clinicas: E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroemorragica (EHEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli de aderéncia
difusa (DAEC) (KAPER et al., 2004) (Figura 1). Destes, a EAEC, considerada um
patotipo emergente, € o objeto deste estudo e sera caracterizada a seguir.
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Figura 1 — Representacdo esquematica da patogénese resumida dos seis patotipos diarreiogénicos
de Escherichia coli (Adaptado de KAPER et al., 2004). EPEC (E. coli enteropatogéncia): possui o
pilus BFP (EPEC tipica) responsavel por aderéncia bactéria-bactéria e bactéria a células epiteliais e
causa lesao A/E (Attaching/Effacing) (EPEC tipica e atipica). EHEC (E. coli enteroemorragica): produz
a toxina Stx e causa lesdo A/E. ETEC (E. coli enterotoxigénica): adere por meio de fator de
colonizagdo (CFA) ao enterdcito e produz enterotoxinas termo labil (LT) e/ou termo estavel (ST).
EAEC (E. coli enteroagregativa): adere por meio de fimbrias de aderéncia agregativa (AAFs) dentre
outras, produz biofilme e enterotoxinas. EIEC (E. coli enteroinvasora): invade células epiteliais
disseminando lateralmente por meio de polimerizagdo polar de actina. DAEC (E. coli de aderéncia
difusa): induz a formacéao de projec¢des longas e finas da superficie celular, que envolve a bactéria e a
protege da acdo de antimicrobianos. BFP: Bundle-forming pilus. Stx: toxina Shiga-like. ShET1:
Enterotoxina tipo 1 de Shigella. Pic: toxina autotransportadora. EAST1: Toxina termoestavel tipo 1 de
EAEC. Pet: plasmid encoded toxin.

2.2 ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA (EAEC)
2.2.1 Aspectos gerais e diagnostico laboratorial

A EAEC é um dos ultimos patotipos descritos, que foi identificada em criancas

chilenas com diarreia persistente por meio da observacdo de um novo padréo de
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aderéncia em cultura de células humanas HEp-2 e/ou HeLa (NATARO et al., 1987).
Este padrdo de aderéncia foi denominado de aderéncia agregativa (AA) por
aderirem numa configuracdo semelhante a “tijolo empilhado” a superficie das
células, sobre a laminula livre de células, ou até mesmo umas as outras (Figura 2)
(NATARO et al., 1987). Esse fenétipo AA é codificado em plasmidios de 60-65 MDa,
denominados de pAA (plasmid Aggregative Adherence) (VIAL et al., 1988).

A EAEC é classificada em tipica (tEAEC) ou atipica (aEAEC) conforme a presenca
ou auséncia do regulon AggR, respectivamente, que € definido como a presenca do
gene aggR que codifica o regulador transcripcional AggR e dos genes que codificam
as fimbrias de aderéncia agregativa (AAF), o gene aap, que codifica a proteina de
superficie dispersina e o gene aat, que codifica o sistema de secrecdo para o
transporte da dispersina na superficie bacteriana que s&o por ele regulados
(HARRINGTON et al., 2005; MORIN et al., 2013).

Figura 2 — Padrédo de aderéncia agregativa em células HEp-2, na forma de “tijolo-empilhado” (seta)
(NATARO & KAPER, 1998).

Este patotipo € caracterizado pela grande heterogeneidade entre os isolados quanto
aos seus potenciais fatores de viruléncia (SCHMDIT et al., 1995; HUANG et al.,
2006; CROXEN & FINLAY, 2010; ALI et al., 2014). Adesinas e toxinas e varios
outros fatores de viruléncia tem sido descritos em isolados de EAEC, codificados por
genes plasmidiais e cromossomicos (NATARO & KAPER, 1998) (Quadro 1).

A heterogeneidade da EAEC guanto aos provaveis fatores de viruléncia, torna a sua
identificagdo um desafio para o diagndstico laboratorial por ndo apresentar um

marcador que seja comum a todas as amostras (HUANG et al., 2006; CROXEN &
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FINLAY, 2010). Por este motivo, o padrdo-ouro de identificacdo se mantém a
aderéncia em cultura de células (NATARO et al., 1987; BANGAR & MAMATHA,
2008; JENKINS et al., 2006).

Quadro 1 - Fatores de viruléncia do patotipo de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) e

respectivos mecanismos de agéo

Fatores de Mecanismo de acdo Referéncias

Viruléncia

Adesinas fimbriais Fimbrias de aderéncia agregativa que JONSSON et al., 2015
AAF/I -V | viabilizam a aderéncia inicial no epitélio

intestinal. Todas sao reguladas pelo regulador
transcripcional AggR e presentes no plasmidio
AA.

Adesinas afimbriais

Adesinas que auxiliam na aderéncia agregativa.
Codificadas no plasmidio AA.

CROXEN et al., 2013

Dispersina Induz alteragGes na superficie eletrostatica | OKHUYSEN & DUPONT,
lipopolissacaridea das bactérias, importante | 2010
para as propriedades de aderéncia e de
dispersdao na mucosa intestinal da EAEC.
Toxinas
EAST-1 Enterotoxina termoestavel que ativa adenilato | SAVARINO et al., 1991
ciclase induzindo aumento dos niveis de GMP
ciclico. Esta associada a diarreia aquosa.
ShET1 Enterotoxina, identificada primeiramente em | JENSEN et al., 2014
Shigella flexneri, provoca aumento de fluidos,
sendo associada com diarreia secretéria.
Serinoprotease autotransportadora que cliva | NAVARRO-GARCIA et
Pet espectrina no citoesqueleto epitelial e esta | al., 1998
associada a fezes mucéides.
Mucinase que pode interferir na integridade da | DURAND et al., 2016
Pic membrana mucosa e induzir hemaglutinagao.
AggR Regulador  transcripcional presente  no | JENSEN et al., 2014

plasmidio pAA, que controla a expressao de
varios fatores de viruléncia e de grupos de
genes relacionados a patogenicidade tanto
plasmidiais quanto cromossGmicos.

Técnicas moleculares tém sido desenvolvidas para detectar EAEC como métodos de

hibridizacdo do DNA, por meio da sonda para o plasmidio da cepa EAEC 17-2

(pCVD432 ou pAA) ou metodos de PCR para amplificar alguns genes de viruléncia
(BAULDRY et al., 1990; CERNA et al., 2003; GOMES et al., 2016). No entanto,

devido a heterogeneidade e ao fato da viruléncia de EAEC resultar da combinacao

de multiplos fatores, torna-se um desafio diferenciar as estirpes patogénicas das nao

patogénicas pelos métodos moleculares utilizados atualmente.
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2.2.2 Patogénese e aspectos clinicos

A EAEC é relatada como causa de diarreia aguda e persistente (214 dias de
duracdo) em criancas e adultos de paises desenvolvidos e em desenvolvimento, de
diarreia dos viajantes, de surtos, além de ser um patdégeno oportunista associado a
diarreia em pacientes imunodeficientes (HIV positivos) e criangcas desnutridas
(OKEKE e NATARO, 2001; HUANG, OKHUYSEN, et al., 2004; HUANG et al., 2006;
HILL & BEECHING, 2010; NAVARRO-GARCIA & ELIAS, 2011). No Brasil, a EAEC é
descrita em diversos estudos, inclusive sendo um dos patotipos mais
frequentemente isolados (GOMES, BLAKE, TRABULSI, 1989; SCALETSKY et al.,
2002; ARAUJO et al., 2007; SPANO, SADOVSKY, SEGUI et al., 2008; IKUMAPAY],
et al., 2017).

A transmissdo da EAEC ocorre pela via fecal-oral, por meio de ingestdo de
alimentos e agua contaminados (OKEKE & NATARO, 2001; KOO et al., 2008; VIGIL
et al., 2009; OKHUYSEN & DUPONT, 2010; ALI et al., 2014). Os fatores de risco
para infeccdo incluem higiene precéria, viagem a paises em desenvolvimento e
susceptibilidade do hospedeiro (SMITH et al., 1997; HUANG, MOHANTY, DUPONT,
2006; OUNDO et al., 2008).

Embora a patogénese da EAEC seja muito complexa (STEINER et al., 1998; ELIAS
et al., 2002; BASU et al., 2004; HARRINGTON et al., 2005), Nataro e Kaper (1998)
propuseram um modelo constituido por trés etapas: (i) adesdo inicial & mucosa
intestinal; (ii) producédo de biofilme, o que favorece uma colonizacao persistente e
ma-absorcdo de nutrientes; e (iii) producdo de toxinas e inducdo de processo
inflamatério, que resulta em danos & mucosa e secrecdo intestinal, com

desencadeamento da diarreia (Figura 3).
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Figura 3 — Estagios da patogénese da EAEC. (1) Aderéncia ao epitélio intestinal facilitada por
adesinas. (2) Hipersecrecdo de muco. (3a) Secregcdo de toxinas. (3b) Indugcdo de resposta
inflamatéria  (Adaptado de  https:/pt.slideshare.net/Wishofnightl3/master-thesis-presentation-
11402753).

O padréao agregativo dessas bactérias parece contribuir para a ligacdo a superficie
celular e autoagregacdo (JENSEN et al., 2014). A aderéncia inicial ao epitélio
intestinal é facilitada por adesinas fimbriais, as denominadas fimbrias de aderéncia
agregativa (AAF), e afimbriais, sendo o primeiro passo da colonizacdo bacteriana no
intestino (NATARO et al., 1992; HUANG, MOHANTY, DUPONT, 2006; ESTRADA-
GARCIA, NAVARRO-GARCIA, 2012; CROXEN et al., 2013) (Figura 3, Quadro 1). A
fimbria se liga aos componentes da matriz extracelular das células epiteliais

intestinais como laminina, colageno tipo IV e fibronectina (IZQUIERDO et al.,2014).

A inducdo da hipersecrecdo de muco pelo estimulo das células caliciformes e
formacdo do biofilme que ocorrem apds a colonizacdo sao aspectos marcantes da
infecgcdo pela EAEC (STEINER et al.,, 1998; MONDAL et al., 2009; NAVARRO-
GARCIA et al., 2010; JENSEN et al., 2014). O biofilme contribui para a infeccao
persistente, pois permite que as bactérias escapem do sistema imunologico local e
confere limitacdo & acdo dos agentes antimicrobianos (VAN HOUDT et al., 2004,
OKHUYSEN & DUPONT, 2010; JENSEN et al., 2014; MITTAL et al.,, 2015).
Consequentemente ocorrem mais danos ao epitélio intestinal causados pela
liberacdo de toxinas bacterianas que desempenham um papel importante na diarreia

secretora, tipica manifestacao clinica da infeccdo por EAEC (JENSEN et al., 2014).
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As manifestagBes clinicas de EAEC mais comumente reportadas sdo diarreia
aguosa com ou sem sangue ou muco, dores abdominais, nauseas, vomitos e febre
(STEINER et al., 1998; NATARO et al.,, 2006; HUANG et al., 2007; MENDEZ-
ARANCIBIA et al., 2008; FLORES e OKHUYSEN, 2009; OKEKE et al., 2011). O
comprometimento cronico no funcionamento do intestino causado pela infeccao
persistente tem sido associado a desnutricdo e ao baixo desenvolvimento fisico e
intelectual em criancas (NATARO et al., 1998; OPINTAN et al., 2010; OKHUYSEN &
DUPONT, 2010). Ainda, a presenca de marcadores fecais inflamatérios, como
lactoferrina fecal e interleucinas (IL-8 e IL-1), foi associada a dificuldade de ganho de
peso e de estatura de criangas com enterite causada por EAEC (LIMA et al., 1992).

2.3 BIOFILME BACTERIANO
2.3.1 Definic&o e formacgé&o do biofilme

Biofilme bacteriano € caracterizado por ser uma comunidade complexa de
microrganismos envoltos em material polissacaridico extracelular aderido a
superficies bidticas e abidticas (COSTERTON et al.,, 1995, COSTERTON et al.,
1999; VAN HOUDT et al., 2004; HOIBY et al., 2010; LEMBRE et al., 2012). Os
microrganismos em biofilme séo beneficiados devido ao ambiente polimicrobiano
envolto por uma matriz polimérica, que confere protecdo contra os antimicrobianos e
contra a resposta imunoldgica humoral e celular do hospedeiro (VAN HOUDT et al.,
2004).

A formacdo do biofilme é um processo de mdultiplas etapas que envolvem: (i)
aderéncia inicial e reversivel das bactérias plantdnicas a superficies; (ii) transi¢cdo da
aderéncia reversivel para a irreversivel, mediada por adesinas e/ou por producéo de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) pela bactéria; (iii) desenvolvimento
inicial da arquitetura do biofilme; (iv) formacdo de microcol6nias dentro do biofilme
maduro e; (v) dispersdo de células do biofiime para o ambiente ao redor, com
retorno ao estado plantbnico e possibilidade de colonizagdo de novo ambiente
(Figura 4) (MONROE, 2007; CHENG et al., 2010).
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Figura 4 — llustracdo das fases de formacdo do biofilme: (1) aderéncia inicial; (2) aderéncia
irreversivel; (3) desenvolvimento inicial do biofilme (4) formac&o de microcol6nias dentro do biofilme
(5) dispersao de células do biofilme (Adaptado de MONROE, 2007).

O crescimento tridimensional que ocorre com a maturacdo do biofilme gera um
ambiente fisico-quimico heterogéneo contendo, além do EPS, uma variedade de
macromoléculas incluindo proteinas, lipidios, polissacarideos e DNA (BELOIN et al.,
2010) (Figura 5). As EPS sé&o reconhecidas como elementos essenciais para dar
forma e porte estrutural ao biofiime (SUTHERLAND, 2001; LEMBRE et al., 2012).
Estas substancias séo diversificadas e estdo frequentemente envolvidas no
estabelecimento do contato célula-célula (BRANDA et al., 2005; SIMM et al., 2005).

Quorum

é ‘N sensing

@D cepa“irmy’ “wpdl €ONA s, Acidos graxos 8 Tempo
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Figura 5 — A complexa estrutura do biofilme bacteriano. A. Microcol6nias no biofilme bacteriano
sdo caracterizadas por matriz de substancias poliméricas extracelulares (EPS), composta de DNA
extracelular, polissacarideos, proteinas, fibras amildides e bacteriéfago. B. Ao passar do tempo,
ocorre dispersao das células do biofilme, muitas células bacterianas morrem e ocorre a variagao
genotipica e fenotipica das células em biofilme (Adaptado de MCDOUGALD et al., 2012).

Neste ambiente, a bactéria difere dos seus homaologos planténicos onde, em adicéo
a sintese de EPS, os microrganismos estabelecem um sistema denominado quorum

sensing (QS), em que produzem e secretam pequenas moléculas difusiveis
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sinalizadoras (autoindutoras), relacionadas a comunicacao intercelular dependente
da densidade bacteriana, que sdo detectadas por receptores de outra bactéria (VAN
HOUDT et al., 2004; BRITO et al., 2013) (Figuras 5 e 6).

Baixa densidade celular Alta densidade celular

Baixa [Al] Alta [Al]
J | = “ e “
- = ——
. L =
Sem transcrigao de Transcrigao
genes-alvo de genes-alvo
= = Autoindutorss [Al]
- FroteinzR
Figura 6 - Quorum-sensing envolve dois componentes regulatérios: a proteina ativadora

transcripcional (Proteina R) e as moléculas autoindutoras (Al) produzidas pela autoindutora sintase.
Acumulacdo de Al ocorre de uma maneira célula-dependente da densidade até que um nivel limite
sejaatingido. Neste momento, o Al se liga e ativa a proteina R, que por sua vez induz expressao de
genes-alvo. A proteina R consiste de dois dominios: a terminacao N da proteina que interage com o

AHL e terminacdo C que esta envolvida na ligacdo do DNA (Adaptado de KIEVIT & IGLEWSKI,
2000).

As moléculas de sinalizacdo podem desempenhar papéis no biofilme, tais como o
desencadeamento de um biofilme especifico mediante estresse e resisténcia a
biocidas (VAN HOUDT et al., 2006). Como biofiimes sdo comunidades mistas, a
resisténcia pode ser desencadeada em membros da comunidade do biofilme nos
quais ndo foram produzidas moléculas sinalizadoras (VAN HOUDT et al., 2004).
Além de utilizar a detec¢do de QS como meio de comunicacdo para a formacao e
desenvolvimento de biofilmes, estas moléculas sinalizadoras regulam a producéo de
fatores de viruléncia, como no estudo com Pseudomonas aeruginosa (proteases,

Exotoxina A e piocianina) e tem sido implicada na resisténcia aos antimicrobianos
(WAGNER et al., 2003).

2.3.2 Componentes do biofilme de E. coli

Trés exopolissacarideos tém sido mostrados como importantes na constituicdo do
biofilme de E. coli: (i) polimero de B-1,6-N-acetil-D-glucosamina (PGA), (i) acido
colanico e (iii) celulose (HANNA et al., 2003; SCHEMBRI et al., 2004; AGLADZE et

al., 2005) (Figura 7). O PGA esta envolvido tanto na adesao célula-célula quanto a
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superficies (WANG et al.,, 2004; AGLADZE et al., 2005). A celulose, um
homopolissacarideo componente de parede celular vegetal, estd associada com
rigidez do biofilme na interface ar-liquido, caracteristica esta que varia entre estirpes
e é altamente dependente das condicbes ambientais (CZAJA et al., 2006). O acido
colanico € um polimero carregado negativamente de glicose, galactose, fucose e
acido glicurénico, que forma uma matriz protetora ao redor da célula bacteriana
(BELOIN et al.,, 2010). Foi demonstrado que o &cido colanico é induzido por
antimicrobianos B-lactamicos em concentracdes quase letais, podendo exacerbar a

formacao e a persisténcia do biofilme (SAILER et al., 2003).
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Figura 7: Representagdo das moléculas dos trés principais exopolissacarideos da matriz de biofilme

de Escherichia coli.

2.3.3 Intensidade de formacéo de biofilme

Os microrganismos séo classificados como formadores ou nédo de biofilme e, sendo
formadores, classificados quanto a espessura da matriz de exopolissacarideo como
forte ou fracos formadores de biofilme, por meio do ensaio de quantificacdo de
biofiime (CHRISTENSEN et al., 1985). O método comumente utilizado para corar o
biofime é a coloracdo com cristal violeta (CHRISTENSEN et al., 1985; LI et al.,
2003; PITTS et al., 2003; PEETERS et al., 2008; STEPANOQOVIC et al., 2007; XU et
al., 2016), mas outros estudos utilizam a safranina para corar o biofilme (HEILMANN
et al.,, 1996; CRAMTON et al., 2001; DEIGHTON et al., 2001; MORETRO et al.,
2003; TORMO et al., 2005). O cristal violeta € um corante basico que cora moléculas
de superficie carregadas negativamente de proteinas, matriz extracelular de
exopolissacarideo, células mortas e vivas, ou seja, cora a biomassa total do biofilme
(LI et al., 2003). A safranina € um corante basico que cora a matriz de

exopolissacarideo. O corante solubilizado do biofilme é entdo submetido a leitura da
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densidade oOptica (DO) e apartir da média da DO e do desvio padrdo do controle
negativo (ndo formador de biofilme), a bactéria é classificada como forte ou fraca
formadora se maior ou menor do que 2x X DOcn+3XDPcn, respectivamente
(STEPANOQVIC et al., 2007).

2.3.4 Implicacéo clinica da formacédo de biofilme no controle da infeccdo com

antimicrobiano

Tem sido estimado que 90% das infecgdes microbianas estdo associadas com a
formacdo de biofilme, o que contribui para a cronicidade de muitas delas
(BARSOUMIAN et al., 2015). Em biofilme, as bactérias podem ser de 100 a 1000
vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos do que as células plantdnicas,
sendo um problema crucial para tratamento de infec¢gdes cronicas (HOYLE,
ALCANTARA, COSTERTON, 1992; COSTERTON, STEWART, GREENBERG,
1999; MAH & O'TOOLE, 2001; DONLAN, COSTERTON, 2002; MONROE, 2007; ITO
et al., 2009; HZIBY et al., 2010; BRACKMAN & COENYE, 2014; JENSEN et al.,
2014).

Alguns mecanismos que justificariam a resisténcia aos agentes antimicrobianos
pelas bactérias em biofilme tem sido descritos, como: (i) falha da penetracdo do
antimicrobiano visto que as substancias poliméricas que constituem a matriz do
biofilme retardariam a difusdo dos antimicrobianos, agindo como uma barreira e
impedindo a acdo dos antimicrobianos; (i) adeséo fisica do antimicrobiano aos
componentes da matriz do biofilme apds a penetracdo; (iii) limitacdo de agua,
nutrientes e oxigénio em zonas mais profundas do biofilme, o que faz com as
bactérias entrem em um estado de crescimento lento ou de ndo crescimento; (iv)
inducdo de um fenotipo de resisténcia em uma subpopulacéo bacteriana que resulta
na expressao de mecanismos ativos, como alteracbes na permeabilidade da
membrana e expressdao de bombas de efluxo; (v) acimulo de residuos &acidos
ocasionando em reducdo do pH e inativacdo da acdo do antimicrobiano; (vi)
capacidade das bactérias em acumular enzimas que degradam antimicrobianos,
como beta-lactamases; (vii) aumento da frequéncia de mutacdo e intercdmbio
genético horizontal que proporcionam uma alta densidade do niumero de bactérias
resistentes (vii) Aumento da biomassa do biofilme, que com o aumento do nimero

de células na matriz do biofilme dificulta a acdo do antimicrobiano (COSTERTON,
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STEWART, GREENBERG, 1999; MAH & OTOOLE, 2001; STEWART &
CONSTERTON, 2001; LEWIS, 2008; LAZAR & CHIFIRIUC, 2010; JOLIVET-
GOUGEON & BONNAURE-MALLET, 2014). A Figura 8 ilustra alguns mecanismos
relacionados a resisténcia antimicrobiana de biofilme, conforme apresentado por
Stewart & Costerton (2001).

Figura 8 — Representacdo de trés hipéteses de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos em
biofilmes: 1. Em amarelo - baixa penetragdo — 0s antimicrobianos ndo penetram no biofilme, podendo
ser inativados ou adsorvidos na superficie do biofilme; 2. Em verde — podem ocorrer alteracbes
fenotipicas no microambiente do biofilme; 3. Em vermelho — nas zonas mais profundas do biofilme,
pode ocorrer diminuicdo do metabolismo do microrganismo (STEWART & CONSTERTON, 2001).

2.4 ANTIMICROBIANOS E E.coli ENTEROAGREGATIVA

As infecgdes por EAEC sdo usualmente autolimitadas e a decisdo para utilizar a
terapia antimicrobiana deve ser feita individualmente (HUANG et al., 2004; KAUR et
al., 2010). Porém, a fim de garantir a resolucdo e evitar os casos graves e
persistentes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e o Ministério da Saude do
Brasil indicam reidratacdo oral nos quadros de diarreia aguda e antibioticoterapia
nos casos de diarreia persistente (TRABULSI, ALTERTHUM, 2008; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

De acordo com Kong et al. (2015), ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim,
tetraciclinas e quinolonas, sdo os antimicrobianos considerados de primeira linha
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para tratamento de infeccdo por EAEC devido a disponibilidade e baixo custo.
Entretanto, a resisténcia descrita para amostras de EAEC isoladas em alguns paises
do mundo, conforme apresentado no Anexo A, variaram de 32,4-100% para
ampicilina, 20-97% para tetraciclina, 23,8-100% para sulfametoxazol/trimetoprim e
de 0-100% para ciprofloxacina, mas com medianas de resisténcia de 81% para
ampicilina, de 70% para tetraciclina, 72,4% para sulfametoxazol/trimetoprim e de
somente 1,1% para ciprofloxacina. Logo, esses dados s&o preocupantes, pois
observamos alta resisténcia a trés dos quatro antimicrobianos preconizados ou mais

comumente utilizados.

O uso inadequado do antimicrobiano pode acarretar em insucesso terapéutico,
persisténcia da infeccdo e agravamento da situacdo clinica do paciente. A selecao
dos antimicrobianos deve ser baseada em testes de susceptibilidade. Entretanto, os
testes usuais revelam apenas as propriedades fisiol6gicas da bactéria em sua forma
plantdnica, que s&o diversas das do biofiime (TAGLIABUE et al., 2010). Sendo
assim, os resultados néo refletirdo o aumento possivel da resisténcia da bactéria em
biofilme. Tendo em vista que o tratamento com antimicrobianos é recomendado em
casos de infeccOes persistentes e os estudos de susceptibilidade para amostras de
EAEC séo escassos na literatura e somente foram realizados para forma plantonica
da bactéria (ANEXO A), € necessaria a utilizacdo de métodos apropriados que
indiguem o comportamento bacteriano em biofilme para definir aqueles que

poderiam apresentar eficacia no tratamento da infecgéo intestinal.

2.5 SISTEMAS IN VITRO PARA FORMACAO DE BIOFILME

Sistemas in vitro vem sendo desenvolvidos para inferir o comportamento das
bactérias em biofilme, como para estudos de QS e da acdo de antimicrobianos
(COSTERTON et al., 1999; STEWART & COSTERTON, 2001; COSTERTON et al.,
2003; COENYE & NELIS, 2010).

Os sistemas para a geracdo de biofilme utilizados em laboratério sédo: fluxo de
células, gotejamento de fluxo, reatores de disco e reatores de tubo. Estes modelos
apresentam diversas vantagens, incluindo o crescimento de biofilmes com altas

densidades populacionais, rendimentos elevados de biomassa, condigdes de cultura
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continua e dindmica de fluidos controlados (MACIA et al., 2014). No entanto, estes
sistemas nao possuem capacidade para produzir mais do que algumas amostras de
biofilme de uma so6 vez. Além disso, uma vez que estes reatores dependem de fluxo
continuo, requerem grandes volumes de meio de cultura e sdo propensos a
contaminagao (HARRISON et al., 2010).

Para permitir abordagens experimentais com pequenos volumes e com um ndmero
maior de amostras, dois métodos de cultura tém sido utilizados: o cultivo de biofilmes
diretamente em pocos de microplacas e em peg-lids para microplacas de 96 pocos
(CHRISTENSEN et al.,, 1985; CERI et al.,, 1999). O cultivo de biofilmes em
microplacas € o método mais frequentemente utilizado (CHRISTENSEN et al., 1985;
AMORENA et al., 1999; SHEIKH et al., 2001; PITTS et al., 2003; CERCA et al.,
2005; PETTIT et al., 2005) pois € uma técnica relativamente barata, uma vez que
pequenos volumes de reagentes sdo necessarios, permitindo a realizacdo de um

grande numero de ensaios simultaneamente (COENYE & NELIS, 2010).

Ceri et al. (1999) desenvolveram a técnica para a triagem rapida e reprodutivel de
analise da susceptibilidade aos antimicrobianos em biofiime em um sistema de
“‘pegs” em tampa de poliestireno modificadas (sistema peg-lid) (Figura 9) para
microplaca de 96 pocos, que foi denominado “dispositivo Calgary” (CERI et al.,
1999). Embora os peg-lids sejam um substrato mais caro para o cultivo de biofilme
do que as microplacas, esta técnica possui a vantagem de eliminar a preocupacao
de que a agregacao possa estar ligada a sedimentacdo dos microrganismos nos
pocos da microplaca. Além disso, 0S pegs possuem menor propensdao a
contaminacdo (HARRISON et al., 2010; KWIECINSKA-PIROG et al., 2013).
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Figura 9 - Sistema para producdo de biofilme constituido por pegs em tampa de poliestireno
modificadas (peg-lid) para microplaca de 96 pogos, que constitui o “dispositivo Calgary”.
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A partir desta técnica, € possivel determinar a MBIC, ou seja, a menor concentragdo
do antimicrobiano que impede o crescimento bacteriano no biofilme entre um tempo
inicial e seis horas apos a incubacéo, além de determinar a concentracdo minima de
erradicacao de biofilme (MBEC) (MOSKOWITZ et al., 2004). A MBIC € uma medida
de resisténcia, que é definida pela habilidade do microrganismo em continuar o
crescimento na presenca do antimicrobiano enquanto a MBEC é uma medida de
tolerancia, definida pela habilidade do microrganismo em sobreviver, mas néao
crescer na presenca de antimicrobianos, ou seja, que impede o crescimento visivel
no meio de recuperagdo utilizado para verificar as células viaveis do biofilme
(HARRISON et al., 2010). Até o momento, de nosso conhecimento, poucos estudos
utilizaram o sistema peg-lid para determinagdo da MBIC ou MBEC para bactérias

gram positivas, gram negativas e fungos (Quadro 2).



Quadro 2 - Estudos que utilizaram o sistema peg-lid e respectivos microrganismos

Microrganismos Amostra | N° Biocidas / antimicrobianos Objetivo geral Autor/Ano
Clinica Amostras | testados
Mycobacterium phlei Sim 8 Biocidas (fenol, glutaraldeido, | Determinar a erradicacéo BARDOUNIOTIS et
hipoclorito de sédio 5,25%, do biofilme al., 2001
perdxido de hidrogénio 30% e
nitrato de prata)
Staphylococcus aureus Sim 12 Ampicilina, tetraciclina, Determinar a MBIC OLSON et al., 2002
Streptococcus agalactiae gentamicina, eritromicina e
Pseudomonas aeruginosa sulfa-trimetoprim
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa Sim 94 Ciprofloxacina, tobramicina Determinar a MBIC MOSKOVITZ et al.,
cefoxitina, cloranfenicol e 2004
sulfa-trimetoprim
Burkolderia spp Sim 8 Cloranfenicol, ciprofloxacina Determinar a MBEC para TOMLIN et al., 2005
gentamicina, imipenem, mutantes de quorum
meropenem e tobramicina sensing
Candida tropicalis Sim 12 Nenhum Caracterizar a estrutura do | HARRISON et al. 2006
Escherichia coli biofilme
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus aureus
Candida spp N&o 5 (padrdo) | Carboidratos (glicose, frutose, | Avaliar o efeito de PARAHITIYAWA et
lactose, maltose e sacarose) carboidratos na formacéo al., 2006
biofilme de Candida spp
Pseudomonas aeruginosa Sim 57 Ciprofloxacina, ceftazidima, Determinar a MBIC FERNANDEZ-OLMOS
imipenem, tobramicina etal., 2012
Pseudomonas aeruginosa Sim 2 Ciprofloxacina e tobramicina Examinar a penetragdo de | TSENG et al., 2013
tobramicina e
ciprofloxacina na matriz
extracelular
Pseudomonas aeruginosa Sim 58 Nenhum Avaliar a degradacao dos DANIS-
(Fago KT28 and KTN®6) dois novos fagos em WLODARCZYK et al.,
biofilme, verificando a 2015

viabilidade celular e a
biomassa do biofilme

38
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Investigar o impacto do biofilme de E. coli enteroagregativa na susceptibilidade a

diversas classes de antimicrobianos e comparar o efeito dos antimicrobianos na fase

plantbnica e em biofilme.

3.20bjetivos Especificos

Vi)

vii)

Comparar a formacédo do biofilme de EAEC em poc¢o de microplaca e em peg-
lid (Sistema “Calgary”);

Caracterizar a intensidade de formacao do biofilme de amostras de EAEC;
Estabelecer tempo de maturacdo do biofilme de EAEC,;

Determinar o perfil de susceptibilidade das amostras de EAEC na forma
plantonica e em biofilme frente aos antimicrobianos;

Avaliar interferéncia de biofilme forte e fraco de EAEC na susceptibilidade aos
antimicrobianos;

Analisar o efeito do biofilme em diferentes tempos de maturacdo sobre a
susceptibilidade aos antimicrobianos;

Determinar a concentracdo minima dos antimicrobianos para erradicacédo do

biofilme.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO E AMOSTRAS BACTERIANAS

Trata-se de um estudo observacional descritivo realizado com 35 amostras de EAEC
formadoras de biofilme que s&o mantidas em solugéo de sacarose 25% em freezer -
20°C na bacterioteca do LabViG (Laboratoério de Virologia e Gastroenterite Infecciosa
— UFES). Estas amostras foram isoladas entre agosto de 2007 e dezembro de 2009
de fezes de criancas com até 11 anos de idade, com e sem diarreia, de populagéo
que vive em area rural semi-isolada do norte do Espirito Santo, Brasil (Figura 10)
(LOZER et al., 2013). Para fins deste estudo, dispensa-se a ap rovacao pelo CEP
por se tratar somente das amostras bacterianas sem qualquer vinculo com o sujeito

da pesquisa.

1000Km

Figura 10: Mapa do Brasil destacando o Estado do Espirito Santo e, em verde escuro e claro, o0s
Municipios de Sdo Mateus e Conceicdo da Barra respectivamente, de onde foram obtidas as

amostras clinicas de criangas de comunidades quilombolas.

Foram utilizadas ainda as cepas prototipos EAEC 042 e EAEC 17-2, E. coli HB101 e
DH5a, gentiimente fornecidas pela Dra. lIsabel Christina Affonso Scaletsky
(Universidade Federal de S&o Paulo). A cepa de referéncia E. coli ATCC 25922 foi

utilizada como controle em teste de susceptibilidade para cada antimicrobiano.
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De 35 amostras iniciais de EAEC produtoras de biofilme, foram selecionadas 20 que
apresentavam sensibilidade aos antimicrobianos utilizados no presente estudo,
previamente determinados pelo método de difusdo do disco (SILVA, 2014; Anexo 1)

e confirmados no presente estudo por meio do método de diluicdo em agar.

4.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (CMI)

Foram determinadas as CMI pelo método de diluicdo em agar para 35 amostras de
EAEC produtoras de biofilme, conforme descrito pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016) de nove antimicrobianos pertencentes a oito
classes, confome classificacdo por MAGIORAKOS et al. (2012), (Quadro 3,
Fluxograma 1). Além de confirmar resultado de susceptibilidade obtido pelo método
de difus@o do disco, este procedimento foi realizado para selecionar as cepas que
fossem sensiveis aos mesmos antimicrobianos a serem analisados e com a
finalidade de obter as concentragbes de antimicrobianos a serem utilizadas para

determinacao da MBIC.

Quadro 3 - Classes e respectivos antimicrobianos utilizados com faixas de concentragédo
testadas na determinagdo da concentragdo minima inibitéria (CMI) e concentragdo minima
inibitéria em biofilme (MBIC).

Classe de antimicrobianos Agentes Faixa de concentragao Solvente/diluente
antimicrobianos (ng /mL)
Aminoglicosideo Tobramicina 8-0,25 H20 dest/ H,0 dest
Cefalosporinas 32 geragio Cefotaxima 2-0,03 H,0 dest/ H20 dest
Ceftriaxona 2-0,03 H,0 dest/ H20 dest
Cefamicina Cefoxitina 16-0,5 H20 dest/ H,0 dest
Fenicol Cloranfenicol 64-0,5 Etanol 95%/ H20 dest
Fluoroquinolona Ciprofloxacina 0,50-0,007 H20 dest/ H,0 dest
Tetraciclinas Tetraciclina 128-1 H20 dest/ H,0 dest
Penicilina Ampicilina 16-0,5 TP* pH8 / TP* pH6
Inibidor da sintese do folato | Sulfa-trimetoprim 76/4 -0,3/0,015 H,0 dest/ H20 dest

*TP=tampao fosfato

Foram preparadas solugdes estoque dos antimicrobianos em solvente

correspondente (Quadro 3), na concentracdo de 1.000 pg/mL para todos os
antimicrobianos, com excec¢éo de tetraciclina, que foi de 10.000 pg/mL. Placas de
agar Mueller Hinton foram preparadas com diluicdes (1:2) de cada antimicrobiano
(Sigma-Aldrich®) nas faixas de concentracdes apresentadas no Quadro 3, segundo

instrucdes do CLSI (2016), a partir de solucdo de trabalho preparada de uma



42

solucdo estoque conforme a seguinte formula: V (mL) = 10 (mg) x poténcia (pg/mL) /
concentracéo solucao estoque (ug/mL). As amostras de EAEC foram repicadas em
agar MacConkey (MC) e Agar Nutriente (AN) e incubadas a 37°C por 18-24 horas, e
aproximadamente cinco colénias do AN foram suspensas em caldo Luria Bertani
(LB) e incubadas 37°C por 18-24 horas. Apés a incubacéo foi realizado o ajuste da
concentracdo bacteriana conforme escala McFarland 0,5 (1,5x108 UFC/mL) em
solucdo salina e 500 pL foram distribuidos em pocos do Replicador de Steer.
Aproximadamente 2 uL foram inoculados em placas de Agar Mueller Hinton (MHA)
contendo concentracdes dobradas do antimicrobiano, em duplicata, e incubadas a
37°C por 18 horas (Fluxograma 1). Foi utilizada a cepa de referéncia E.coli ATCC

25922 como controle e a leitura da CMI, conforme indicado pelo CLSI (2016).
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Fluxograma 1 - Protocolo de determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI). A esquerda,
esquema para determinacdo da CMI e a direita, esquema para preparo das placas de MH com
antimicrobianos. AN: &gar nutriente; MC: agar MacConkey; MH: Mueller Hinton; ST: solu¢do de
trabalho; MHA: Mueller Hinton Agar.
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4.3 ESTABELECIMENTO E CALIBRACAO DO SISTEMA PEG-LID

A formacdo de biofilme por EAEC em sistema peg-lid (Thermo Scientific™
Nalgene™) para determinacdo da MBIC foi realizada conforme previamente
estabelecido (HARRISON et al., 2010), com modificagdes. O sistema foi inicialmente
calibrado quanto ao in6culo usado e verificagdo da homogeneidade do sistema e
apresentado a seguir. Condi¢des 6timas para formacdo do biofilme pelas amostras
de EAEC foram previamente estabelecidas em nosso laboratorio (MONFARDINI,
2012).

As etapas referentes ao in6culo e ao controle da homogeneidade de formacéo de
biofilme em sistema peg-lid foram realizadas com as seguintes cepas de E. coli:
EAEC 042 (protétipo de EAEC formadora de biofilme), E. coli HB101 (ndo formadora
de biofilme) e EAEC 146A.

4.3.1 In6culo bacteriano

A calibracdo do in6culo bacteriano consiste em verificar o nimero de células ou
unidades formadoras de colénia (UFC) do in6culo inicial compativel com o esperado.
Para isso, o0 in6culo bacteriano foi preparado de amostras de EAEC produtoras de
biofiime (EAEC 042 e 146A) e de E. coli ndo produtora de biofiime (HB101)
repicadas dos estoques para agar MC e AN e incubadas por 18-24 horas a 37°C.
ApGs a incubacgao, cinco colbnias foram suspensas no caldo LB e incubadas a 37°C
por 18-24 horas. A suspensao bacteriana foi ajustada para concentracdo equivalente
a 1,5x108 UFC/mL, conforme escala 0,5 McFarland e por leitura da DOsso (Abs=
0,08-0,1) (Fluxograma 2A).

Para controle de UFC do indculo inicial, foram adicionados 180 pL de salina em uma
microplaca (Linha A — F), em quadruplicata, e posteriormente foram adicionados 20
uL da suspenséao ajustada das cepas controle na primeira linha da microplaca (Linha
A) e sequencialmente foram realizadas diluicbes de 1:10-1:10% em quadruplicata,
sendo transferidos 20 pL do poco da Linha A, para o poco da Linha B e assim
suscessivamente até o poco da Linha F. Dez microlitros de cada diluicdo (3x1068-
3x10° UFC/mL) foram repicados para AN seguido por incubacéo a 37°C por 18-24
hs, conforme descrito previamente (HARRISON et al.,, 2004) (Fluxograma 2B). A
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contagem das col6nias foi realizada quando individualizadas no spot e comparada

com o numero de coldnias esperado para a dilui¢ao.

4.3.2 Verificacdo da homogeneidade de formacéo de biofilme entre os pegs da

microplaca

A calibracdo da formacdo de biofilme entre os pegs consiste em verificar se um
mesmo numero de UFC seria recuperado entre pegs de diferentes posi¢cdes da
microplaca, onde o biofilme seria formado. Para tal, a homogeneidade do biofilme
formado entre os pegs foi analisada conforme descrito por Harrison et al. (2010),

com a cepa protodtipo EAEC 042, e descrito a seguir (Fluxograma 2C).

Biofilme de EAEC foi formado em peg-lid da suspenséo de EAEC ajustada conforme
descrito no item anterior, a partir de 200 yuL que foram adicionados em 5,8 mL de
Meio Minimo de Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab) com 0,4% de
glicose, conforme previamente padronizado no LabViG (SHEIKH et al.,, 2001,
MONFARDINI, 2012). Desta suspensdo, 150 pL (2,25x107 UFC/mL) foram
adicionados a cada pogo da microplaca de poliestireno (Thermo Scientific™
Nalgene™), exceto no controle de esterilidade, e tampada com o peg-lid. As
microplacas foram seladas com filmito e incubadas em Shaker-Incubator (Agimaxx)
a 37°C, com 110 rotagdes por minuto (rpm), por 18-24 horas para formacgédo do
biofilme.

Apbs incubacdo, o peg-lid foi lavado trés vezes em agua Milli-Q® e o biofiime foi
recuperado em uma microplaca estéril contendo 150 pL de caldo LB por sonicagéo
por 10 minutos a 40 kHz (sonicadora UNIQUE).

A fim de verificar se 0s pegs apresentavam quantidade equitativa de biofilme
(homogeneidade de formagé&o), foi montada uma microplaca estéril e adicionados
180 pL de &gua Milli-Q® estérii em cinco linhas (B-F, Fluxograma 2C) em
quadruplicata. Foram entdo adicionados 50 pL do biofilme recuperado em caldo LB
correspondente aos pegs de diferentes posi¢coes da microplaca (Al, A5, A8, Al2,
B3, C10, D1, D5, D8, E12, F3, F6, F9, H1, H5, H8 e H12), em quatro primeiros pog¢os
da primeira linha da microplaca (Linha A), dos quais foram realizadas diluicGes
sucessivas (B-F) a partir de 20 puL do primeiro poco (1:10-1:100.000) para po¢o na

posicdo B e assim suscessivamente, conferindo 3x10% — 3 UFC/mL nos respectivos
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pocos. Foram inoculados entdo 10 pL de cada diluicio em uma placa de AN e
incubada a 37°C por 18-24 horas, esperando-se o crescimento de 1,5x106 — 1,5
UFC/mL respectivamente em cada spot realizado na placa de AN (Fluxograma 2C).
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de biofilme em todos os pocos. AN: Agar Nutriente; LB: Luria Bertani; DMEM: Meio Minimo de Eagle

Modificado por Dulbecco.
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4.4 CINETICA DE FORMACAO DO BIOFILME

A fim de determinar o tempo de maturagdo do biofiime de EAEC, uma curva de
crescimento do biofilme foi realizada para a cepa protétipo EAEC 042 e para
amostras fortes formadoras de biofilme (Q255D e Q340A) e fracas formadoras de
biofilme (89A e 110C). As amostras bacterianas foram repicadas dos estoques para
agar MC e AN e incubadas por 18-24 horas a 37°C. ApOs a incubacao, cinco
colénias foram suspensas no caldo LB e incubadas a 37°C por 18-24 horas. A
suspensdo bacteriana foi ajustada para concentracdo equivalente a 1,5x108
UFC/mL, conforme escala 0,5 McFarland. Apés o ajuste da escala, seguiu-se o
protocolo de formacao do biofilme em sistema peg-lid, descrito no item 4.3.2. Foram
montadas nove microplacas com as respectivas bactérias, tampadas com o peg-lid e
incubadas nos seguintes tempos: 0, 3, 6, 9, 12, 24, 36, 48 e 72 horas. ApGs cada
tempo, o peg-lid foi retirado da microplaca, lavado conforme anteriormente descrito,
e adicionado a uma nova microplaca contendo caldo LB para recuperar o biofilme
formado por 10 minutos de sonicagcdo. Apés o biofilme recuperado, foi realizada a

leitura da DOeoo € plotado um grafico para analise da formacéo do biofilme.

4.5 CARACTERIZACAO DA INTENSIDADE DE FORMACAO DO BIOFILME EM
POCO DE MICROPLACA E PEG-LID

Foi realizado ensaio para determinacdo da biomassa e matriz extracelular para as
20 amostras analisadas e classificacdo de cada amostra, conforme intensidade de
formacdo de biofilme, em forte ou fraca formadora. O ensaio foi realizado em
microplacas de poliestireno de 96 pocos e no peg-lid correspondente de acordo com
protocolo escrito por Sheikh et al. (2001), com algumas modificacbes. As amostras
de EAEC foram repicadas para o agar MC e AN e incubadas a 37°C. Apds o
crescimento bacteriano, cinco colbnias foram adicionadas no caldo LB e incubadas a
37°C por 18-24 horas e posteriormente a suspensao bacteriana foi ajustada para
1,5x108 UFC/mL com auxilio da escala 0,5 Mac Farland. Dois microlitros desta
suspensao bacteriana foram adicionados em duas microplacas de 96 pogos com

peg-lid, de igual configuracdo (amostras bacterianas), contendo DMEM
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suplementado com 0,4% glicose. A seguir as microplacas foram incubadas a 37°C
por 24 horas.

A primeira microplaca e o peg-lid correspondente foram utilizados para determinagéo
do biofilme (biomassa de células bacterianas e matriz extracelular). Apés a formacéao
do biofilme, a microplaca e o peg-lid foram lavados trés vezes com tampao PBS 0,2
M pH 7,2 e foram adicionados 100 pL de metanol 99% por 15 minutos. Apos a
fixacdo, o sobrenadante foi retirado e a microplaca e o peg-lid foram submetidos a
secagem por 5 minutos e foram adicionados: (i) 100 pyL de cristal violeta 0,3% aos
pocos da microplaca com biofilme formado e coberta com tampa “comum” e (ii) 150
puL de cristal violeta 0,3% em microplaca nova tampada com o peg-lid contendo
biofiime formado. As microplacas foram incubadas por 20 minutos, o corante foi
descartado e a microplaca e o peg-lid, ambos com biofilme, foram lavados uma vez
com agua, e solubilizado o corante com 150 pL de acido acético 33% por 5 minutos.
Foram transferidos 100 pL para uma nova microplaca e foi realizada a leitura da DO
em leitor de microplacas EZ READ® 400 Microplate Reader, BIOCHROM® no

comprimento de onda de 590nm (DOsg0).

A segunda microplaca e o peg-lid, utilizados para determinacdo da matriz de EPS,
foram lavados trés vezes com PBS e adicionados a cada po¢o 200 pyL do corante
safranina 0,1% e ap6s 5 minutos, o corante foi descartado e 0s po¢os e 0S pegs
foram lavados uma vez com PBS. O corante foi solubilizado com 200 pL de &cido
acético 30% por 5 minutos. Apds a solubilizacdo, foram transferidos 100 pyL para
outra microplaca e foi realizada a leitura da DO no comprimento de onda de 530mm
(DOs30).

Todos os ensaios foram acompanhados pela cepa controle Escherichia coli ATCC
25922 e dois controles negativos (E. coli HB101 e DH5q).

A discriminagdo em amostras fortes e fracas formadoras de biofilme foi determinada
tanto para biofilme corado com cristal violeta quanto com safranina, conforme
previamente descrito, sendo forte quando a DO era superior a duas vezes a média
da DO dos controles negativos mais trés vezes o desvio padrédo (DP) dos controles
negativos (>2xxDOcn+3XDPcn) e fraca, se <2xxDOcn+3XDPcn (STEPANOVIC et
al., 2007).
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4.6 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA DE BIOFILME
(MBIC)

O protocolo contendo as etapas para determinacédo da MBIC pode ser observado no
Fluxograma 3. A MBIC foi inicialmente investigada para a cepa padrao E. coli ATCC
25922 e das cepas prototipos EAEC 042 e EAEC 17-2, até entdo ndo descrito na
literatura, e para as 20 amostras selecionadas de EAEC. A MBIC para a E. coli
ATCC 25922 foi descrita previamente para o0s antimicrobianos ampicilina,

cefotaxima, ciprofloxacina e tobramicina (CERI et al., 1999).

4.6.1 Formacao de biofilme em sistema peg-lid

A formacédo de biofilme das 20 amostras sensiveis de EAEC em sistema peg-lid foi
realizada conforme previamente estabelecido (HARRISON et al., 2010) e descrito no
item anterior. Em cada microplaca foram testadas trés amostras mais a amostra
controle E. coli ATCC 25922, todas em triplicata para cada concentracdo de
antimicrobiano testado, e 0 mesmo procedimento foi repetido duas a trés vezes em
dias diferentes. O controle de esterilidade era constituido por DMEM com 0,4% de
glicose. A microplaca foi entdo tampada com o peg-lid e incubada a 37°C por 24
horas sob agitacdo a 110 rpm (Shaker-Incubator Agimaxx) para formacdo do
biofilme. Apds a incubacéo, o peg-lid foi lavado trés vezes com agua Milli-Q® estéril
para eliminacdo das células ndo aderidas aos pegs, permanecendo somente o
biofilme aderido. O peg-lid com biofilme formado foi utilizado para tampar a

microplaca com os antimicrobianos diluidos, cuja montagem seré descrita a seguir.

4.6.2 Microplaca de antimicrobianos

Foi montada uma microplaca de poliestireno contendo diluicbes seriadas em
triplicata do antimicrobiano a ser testado em CAMHB, partindo-se de uma
concentracdo menor do que a CMI determinada para as mesmas amostras em forma
plantbnica (Item 4.2). O peg-lid lavado contendo o biofilme formado (item 4.3.2) foi
adicionado nesta microplaca contendo antimicrobiano (os mesmos referidos no item
4.2) e incubado a 37°C por 18-24 horas sem agitacado (Fluxograma 3). Além do
controle de esterilidade anteriormente descrito (item 4.3.2), foi incluido o controle de
crescimento (sem adigdo do antimicrobiano). Apés a incubacéo, o peg-lid foi lavado

por trés vezes em Aagua Milli-Q® para remocdo do antimicrobiano, transferido para
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uma nova microplaca isenta de antimicrobiano com 150 pL de CAMHB e submetido

a sonicacdo por 10 minutos a 40 kHz (sonicadora UNIQUE) para recuperacao do

biofilme formado (Fluxograma 3).

EAEC formadoras de biofilme
E. coli ATCC 25922
(1,5 X 108 UFC/mL)

¢200uL

5,8 mL DMEM
150 plL

18-24 h, 37°C
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Fluxograma 3 - Protocolo de formac&@o de biofiime com a determinagdo da concentragdo minima

inibitéria de biofiime (MBIC) e a determinagdo da concentracdo minima de erradicagdo de biofilme

(MBEC), conforme previamente estabelecido por HARRISON et al., 2010. DOsso= leitura densidade

Optica a 650 nm; T=0, tempo=zero; T=6, tempo= 6 h.
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4.6.3 Concentracdo Minima Inibitoria de Biofilme (MBIC)
4.6.3.1 MBIC em biofilme de 24 horas

A MBIC foi determinada para biofilme de 24 horas de formag&o para todas as
amostras selecionadas, conforme previamente estabelecido (MOSKOVITZ et al.,
2004) e descrito a seguir. Da microplaca contendo o biofilme recuperado foram
realizadas a leitura da DOesso no tempo zero (DOsso t=0 h) e apds incubacao por seis
horas (DOeso t=6 h) (Fluxograma 3). O experimento foi considerado valido se a média
das DOsso dos pocos de controle de crescimento (CC) para cada amostra em
triplicata DOeso (Xt=6 hs — Xt=0h) era = 0,05. Por exemplo, se DOss0 CC Te= 0,289 e —
DOeso CC To = 0,068 entdo, DOsso CC Ts — To= 0,221, ou seja = 0,05, logo, o
experimento foi valido. A MBIC corresponde a menor concentracdo do
antimicrobiano que resulta em uma diferenga < 10% desse valor. Por exemplo, 10%
do CC DOeso Te — To= 0,221 x 0,10= 0,0221, logo se deve verificar entre as DOss0 Ts
— To da amostra analisada, qual foi a primeira menor concentracdo abaixo desse
valor (0,0221). Considerando as concentracfes de antimicrobianos utilizadas (8, 4, 2
e 1 pg/mL) e as DOesso Ts — To respectivas de 0,008; 0,013; 0,118 e 0,16, a primeira
menor concentracdo abaixo do valor de 0,0221 foi de 4, esta é portanto a MBIC para

€SsSe Ccaso.

Os biofilmes foram categorizados como sensiveis, resistentes ou de resisténcia
intermediaria aos antimicrobianos testados de acordo com os valores respectivos

estabelecidos pelo CLSI (2016) para amostras planténicas.
4.6.3.2 MBIC em biofilme de 48 e 72 horas

Foram selecionadas amostras de EAEC categorizadas pela MBIC como sensiveis ou
gue passaram a resisténcia intermediaria em biofilme de 24 horas, para analise da
MBIC de biofilme de 48 e 72 horas, paralelamente ao tempo de 24 horas. Trés
microplacas idénticas foram preparadas contendo entdo as amostras selecionadas
de EAEC e o controle ATCC 25922, e incubadas por 24, 48 e 72 horas em

condi¢bes previamente descritas.

Para manter a atividade antimicrobiana no periodo de 48 e 72 horas, o peg-lid com

biofilme incubado com antimicrobiano por 24 horas, foi transferido para nova
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microplaca com diluigbes dobradas de antimicrobianos. Para garantir a concentragao
do antimicrobiano durante todo o experimento, todas as microplacas foram
preparadas no mesmo dia e armazenadas sob-refrigeracéo, ao abrigo da luz e com

completa vedacédo até o uso. A leitura foi realizada conforme anteriormente descrito.

4.6.4 Concentracdo Minima de Erradicacédo de Biofilme (MBEC)

A MBEC foi determinada para 13 amostras de EAEC formadoras de biofilme, frente
aos antimicrobianos: cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, tobramicina, tetraciclina e
ciprofloxacina. Apos a leitura da DOsso t=6 h foram adicionados aos pogos da
microplaca 50 pL do corante indicador de células viaveis, cloreto de trifenil tetrazolio
0,05% (TTC - Sigma Aldrich) (BROWN et al., 2013) incubado por 1 hora a 37°C
seguido pela adi¢do de 50 pL de alcool/éter para solubilizacdo do TTC (Fluxograma
3). A leitura foi realizada por inspecao visual do desenvolvimento da cor résea. Dez
microlitros do poco da menor concentracdo de antimicrobiano que apresentou
coloracdo rosea e de todas as demais incolores foram acrescentados a 990 uL de
salina em microtubos para diluicdo do antimicrobiano a niveis subinibitorios,
centrifugado a 2000xg e 10 pL do sedimento ressuspenso foram repicados em agar
Nutriente (Fluxograma 3). A MBEC foi determinada pela menor concentracdo de

antimicrobiano em que n&o ocorreu crescimento bacteriano.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram armazenados no programa SPSS (Statistical Package forthe
Social Sciences) versao 20.0. A analise estatistica para verificar se existe diferenca
entre a CMI e a MBIC das amostras para cada antimicrobiano, para verificar se
existe correlagdo entre biofilmes de fortes e fracas formadoras com aumento da
MBIC e para verificar se existe diferenca entre o biofilme formado no poco da
microplaca e o peg-lid foi realizada usando o teste T de Student. Valores de p<0,05

foram considerados significantes (intervalo de confianga de 95%).
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5 RESULTADOS

5.1 DETERMINACAO DA CONCENTRAGCAO MINIMA INIBITORIA

A CMI foi determinada pelo método de diluicdo em &gar para as 35 amostras de
EAEC formadoras de biofilme (Tabela 1). A frequéncia de amostras sensiveis pela
CMI esta de acordo com o resultado do teste de difusdo do disco (Tabela 1). Destas,
20 amostras que foram sensiveis aos mesmos antimicrobianos (ampicilina,
cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, ciprofloxacina, tobramicina, tetraciclina e
cloranfenicol) e 19 ao sulfametoxazol/trimetoprim foram subsequentemente
analisadas neste estudo.

Tabela 1 - Frequéncia de susceptibilidade aos antimicrobianos, mediana da porcentagem de
sensibilidade dos 21 estudos (amostras plantbnicas), intervalo de concentragdo minima inibitoria das

amostras de EAEC formadoras de biofilme (n=35), CMIlso e CMlgo determinada pelo método de
diluicdo em agar.

Antimicrobianos Med % S Amostras sensiveis Intervalo de CMI CMIso CMilgo
(21 estudos) n (%) (ng/mL) (mg/mL)  (pg/mL)

Ampicilina 19 23 (65,7) 2-512 8 >512
Cefoxitina 93,9 35 (100) 2-8 4 8
Cefotaxima 57,5 35 (100) 0,03 -0,125 0,06 0,06
Ceftriaxona 66,8 35 (100) 0,03 ->2 0,06 0,06
Ciprofloxacina 98,9 35 (100) 0,0075 - 0,25 0,015 0,015
Tobramicina 100 35 (100) 0,25-1 0,5 0,5
Tetraciclina 30 23 (65,7) 2-128 4 >128
Cloranfenicol 61 27 (77,1) 2-32 4 32
Sulfa/Trimet 27,6 32 (91,4) 0,6/0,03 — 608/32 2,37/0,125 19/1

5.2 CALIBRACAO DO SISTEMA PEG-LID

No procedimento para controle do indculo bacteriano, com repique de concentracdes
que variaram de 1,5x107-1,5x102 UFC/mL da suspensédo ajustada, observamos um
crescimento da ultima diluicdo, que correspondeu a contagem que variou entre 1,5-

15 UFC (Figura 11), compativel com numero esperado para a diluigéo realizada.
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Figura 11 - Controle do in6culo bacteriano demonstrando crescimento a partir de 10 yL de suspenséo
ajustada em placas de &gar Nutriente das diluicdes de 1,5x107 (A) a 1,5x10? (F) UFC/mL,
demonstrando em F crescimento de colbnias individualizadas. Em (a) cepa protétipo EAEC 042, (b)
cepa HB101 e (c) isolado clinico EAEC 146A.

Na verificacdo da homogeneidade de formacdo do biofilme entre os pegs da
microplaca, verificamos contagem bacteriana similar entre eles, uma média de 3 — 6
UFC/spot em AN a partir do repique de diluicdes sequenciais de posi¢cdes diferentes
para a amostra bacteriana testada, oriunda de biofilme recuperado por sonicagao
(Figura 12).

DT

(b)

Figura 12 - Controle da homogeneidade na formacé&o do biofilme recuperado dos pegs, representado
pelo repique em placas de agar Nutriente de diluigdo sequencial correspondente a replicatas das
diluicdes suscessivas referentes a (a) EAEC 042 linha D de diferentes colunas e (b) EAEC 042 linha
F de diferentes colunas.

5.3 CINETICA DE FORMACAO DO BIOFILME

Observamos que até a 122 hora representa a fase exponencial do crescimento do
biofilme e a partir da 122 hora, observamos uma estabilizacdo da formacédo do
biofilme, quando testadas a cepa prototipo EAEC 042, amostras fortes (Q255D e
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Q340A) e fracas formadoras de biofilme (89A e 110C). Um biofilme de 24 horas de
incubacéo foi considerado como biofilme maduro (Grafico 1).

DO600

||
36912 24 36 48 72

Tempo

Grafico 1 - Cinética de formacao do biofilme nos tempos de crescimento, em horas, para a cepa
referéncia EAEC 042, e amostras de EAEC fortes (Q255D e Q340A) e fracas formadoras de biofilme
(89A e 1100C).

5.4 CARACTERIZACAO DA INTENSIDADE DE FORMACAO DO BIOFILME EM
POCO DE MICROPLACA E PEG-LID

A intensidade de formacédo do biofilme em forte e fraco foi determinada pela medida
da DO, aplicando-se a férmula descrita por Stepanovic et al. (2007), apés coloracao
com cristal violeta e safranina (Tabela 2, Grafico 2). A leitura da média da DOsgo e
DOs30, mediana e média geométrica foram sempre maiores no biofilme do poco da
microplaca do que do peg-lid (Tabela 2), consequentemente também os pontos de
corte para caracterizar o biofilme como forte ou fraco, tanto para o cristal violeta
guanto para a safranina (Quadro 4). Oito amostras foram caracterizadas como fortes
e 12, como fracas formadoras de biofillme (Tabela 2, Gréafico 2). A média geométrica
das DO das amostras fortes e fracas formadoras de biofilme para o cristal violeta
foram respectivamente 0,45 e 0,20 quando em microplaca e de 0,36 e 0,14 quando

em peg-lid. A média geométrica das DO das amostras fortes e fracas formadoras de
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biofilme para safranina foram respectivamente 0,68 e 0,25 quando em microplaca e

de 0,53 e 0,19 quando em peg-lid.

Tabela 2 - Média da densidade 6tica em cristal violeta e safranina em pogo de microplaca e em peg-

lid para caracterizacao em forte e fraca formadoras de biofilme obtidas em pocos e pegs.

Cepas/ Cristal Violeta Safranina

amostras poco peg-lid poco  peg-lid
ATCC25922 0,406 0,222 0,483 0,254
HB101 0,089 0,071 0,114 0,084
DH5a 0,098 0,069 0,115 0,087
6A 0,216 0,137 0,259 0,184
39B 0,446 0,307 0,546 0,455
89A 0,187 0,133 0,247 0,177
110C 0,211 0,134 0,267 0,181
139D 0,197 0,132 0,233 0,189
Q015B 0,215 0,139 0,252 0,192
QO016B 0,213 0,132 0,248 0,186
Q028B 0,478 0,376 0,481 0,378
Q158A 0,216 0,133 0,258 0,185
Q165A 0,181 0,139 0,258 0,195
Q193A 0,185 0,137 0,248 0,174
Q226A 0,492 0,329 0,709 0,522
Q255D 0,414 0,361 0,689 0,559
Q266B 0,508 0,344 0,544 0,496
Q300A 0,217 0,138 0,246 0,187
Q340A 0,404 0,318 0,964 0,679
Q370A 0,449 0,333 0,928 0,656
Q391B 0,187 0,135 0,247 0,189
Q426A 0,401 0,319 0,746 0,589
Q488B 0,207 0,141 0,246 0,189

*Azul: Cepa de referéncia classificada como forte formadora de biofilme
**\/ermelho: Amostras clinicas classificados como fortes formadoras de biofilme

Quadro 4 - Caracterizagdo das amostras em forte e fraca formadora de biofilme, conforme férmula
proposta por Stepanovic et al. (2007)*

Corante Poco da microplaca Peg-lid

>(2x_Média DOcn= 0,187) + (3x_Desvio | >(2x_Média DOcn= 0,14) + (3x_Desvio
Cristal padraocn= 0,049851)= 0,236 padraocn= 0,0381)= 0,178
violeta Forte se DO>0,236 Forte se DO >0,178

>(2x_Média DOcn= 0,229) + (3x_Desvio | >(2x_Média DOcn= 0,171) + (3x_Desvio
Safranina padraocn= 0,054093)= 0,283 padraocn= 0,05895)= 0,229

Forte se DO > 0,28

3

Forte se DO >0,229

* Forte formadora de biofilme, se xDO for >2xxDOcn+3xDPcn
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Gréfico 2 - Médias das densidades Opticas obtidas de biofilme formado em pogos de microplacas e nos peg-lids apés coloracdo com cristal violeta (A) em
DOsoonm 0OU safranina (B) em DOsszonm, referente ao controle positivo (ATCC 25922), aos controles negativos (HB101 e DH5a) e as amostras de Escherichia
coli enteroagregativa.
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5.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA (MBIC) E DE
ERRADICACAO DE BIOFILME (MBEC)

5.5.1 Concentracdo minima inibitdéria de biofilme (MBIC)

A determinagdo da MBIC, sempre realizada em triplicata e em pelo menos dois
experimentos separados (Tabela 3), foi obtida inicialmente para as cepas prototipos
EAEC 042, EAEC 17-2 e ATCC E. coli 25922 (Tabela 3). Todas elas se mantiveram
sensiveis para ciprofloxacina e tobramicina e resistentes para o0s demais
antimicrobianos testados, com um aumento da MBIC de quatro a até 253,34 vezes
em relacao a CMI (Tabela 3).

A MBIC foi realizada para 20 amostras selecionadas dentre as 35 iniciais, pois foram
sensiveis a todos 0s mesmos antimicrobianos pela CMI, exceto para
sulfametoxazol/trimetoprim, para o qual foram testadas 19 amostras (Grafico 3,
Tabela 3). O grafico de dispersdo das amostras analisadas por meio da DOsso
demonstra os biofilmes resistentes e com resisténcia intermediaria acima do ponto
de corte, sendo todos eles resistentes aos antimicrobianos ampicilina, tetraciclina,
cloranfenicol e sulfametoxazol/trimetoprim (Grafico 3). Ao compararmos a MBIC com
a CMI, observamos um incremento na concentracdo minima de antimicrobiano de
duas a até 133,3 vezes para biofiime de amostras que se mantiveram sensiveis e de

duas a até 4.266,7 vezes para biofilme de amostras resistentes (Tabela 3).

Na Tabela 4 pode ser evidenciada a frequéncia da susceptibilidade de biofilme aos
antimicrobianos baseada na MBIC e estratificada como sensivel, de resisténcia
intermediaria e resistente. Os intervalos de MBIC, MBICso e MBICgo obtidos para as
amostras formadoras de biofilme estdo demonstrados na Tabela 5. Observamos que
mesmo para biofilme sensivel, a MBICso e MBICg foram sempre maiores do que a
CMlso e CMIgo (Tabela 5). A relacdo MBIC/CMI foi significante para todos o0s
antimicrobianos (p<0,05), exceto para ciprofloxacina (Tabela 5). A mediana e a
média geométrica dos valores de MBIC de todos os antimicrobianos foram sempre

maiores do que os de CMI (Tabela 6).
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Gréfico 3 - Densidade 6ptica de amostras de EAEC frente aos antimicrobianos testados. Linha
horizontal indica o ponto de corte (diferenca de 10% da média da leitura DOseso do controle positivo no
tempo 0 e 6h) para cada antimicrobiano testado, acima da qual os biofilmes séo resistentes ou de
resisténcia intermediaria (AMP= 0,008, CFO= 0,0175, CTX= 0,0083, CRO= 0,0099, CIP= 0,0113,
TOB= 0,0121, TET= 0,0116, CLO= 0,0114, SXT= 0,0115). AMP- ampicilina, CFO- cefoxitina, CTX-
cefotaxima, CRO-ceftriaxona, CIP- ciprofloxacina, TOB- tobramicina, TET- tetraciclina, CLO-
cloranfenicol, SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.
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Tabela 3 - Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) (ug/mL) e Concentracdao Minima Inibitéria de Biofilme (MBIC) (ug/mL), incremento para amostras de EAEC e
para os protétipos EAEC 042, EAEC 17-2 e cepa de E. coli ATCC 25922 para cada antimicrobiano em sistema peg-lid.

(Continua)

O o O O @ 2 @

1 B S < o < g g 3 0 S

<N W — w o © ™ © — 4 (@4 (o4 (@4

AMP CMI 2 2 2 2 2 4 8 8 8 8 2
MBIC 32 32 32 32 64 16 64 16 128 128 32
Incremento 16x 16x 16x 16x 32X 4x 8x 2X 16x 16x 16x

CFO CMI 8 8 8 4 4 8 2 8 4 8 8
MBIC 32 32 32 8 8 8 8 8 8 8 8
Incremento 4x ax ax 2X 2X 1x ax 1x 2X 1x 1x

CTX CMI 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,125 0,06 0,125
MBIC 4 4 4 4 1,92 1,92 0,24 4 4 1,92 4
Incremento 66,67 66,67 66,67 66,67 32 32 4 66,67 32 32 32

CRO CMI 0,03 0,06 0,06 0,015 0,06 0,06 0,06 0,03 0,03 0,06 0,03
MBIC 4 4 4 1 2 2 1 1 4 2 4
Incremento 133,33x  133,33x  133,33x 66,7x 33,33x 33,33x 16,6x 33,3x  133,3x  33,33x 133,3x

CIP CMI 0,0075 0,0075 0,0075 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
MBIC 0,0075 0,0075 0,0075 0,06 0,03 0,03 0,0075 0,015 0,125 0,0075 0,0075
Incremento 1x 1x 1x 4x 2X 2X 0,5x 1x 8,34x 0,5x 0,5x

TOB CMI 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
MBIC 2 2 2 2 2 1 1 2 2 1 2
Incremento 4x 4x ax 4x ax 2X 2X 4x 4x 2X 4x

TET CMI 2 2 2 4 4 4 4 4 4 4 4
MBIC 16 16 16 16 64 32 32 16 >128 >128 >128
Incremento 8x 8x 8x ax 16x 8x 8x 4x 32x 32x 32x

CLO CMI 4 2 2 4 4 4 2 4 8 8 4
MBIC 128 128 128 128 128 128 32 128 128 128 128
Incremento 32X 64X 64X 32x 32X 32X 16x 32X 16x 16x 32x

SXT CMI 0,6/0,03 0,6/0,03 0,6/0,03 2,37/0,125 2,37/0,125 0,6/0,03 2,37/0,125 2,37/0,125 19/1 19/1 2,37/0,125
MBIC 152/8 152/8 152/8 152/8 152/8 76/4 152/8 152/8 76/4 76/4 152/8
Incremento 253,34x  253,34x  253,34x 64x 64x 126,67 64x 64x 4x 4x 64x




(Concluséao)
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AMP CMI 4 8 2 2 4 2 2 4 2 8 2 4
MBIC 64 128 128 64 32 64 128 32 64 32 64 32
Incremento 16x 16x 64X 32X 8x 32X 64X 8x 32X 16x 32X 8x

CFO CMI 8 8 8 4 8 8 4 4 8 2 4 2
MBIC 16 8 16 8 16 16 8 8 8 8 8 8
Incremento 2X 1x 2X 2X 2X 2X 2X 2X 1x 4x 2X 4x

CTX CMI 0,06 0,125 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06 0,06
MBIC 1,92 4 1,92 1,92 1,92 1,92 1,92 4 1,92 1,92 1,92 0,12
Incremento 32X 32x 32X 32X 32x 32x 32X 66,67x 32X 32x 32X 2X
CRO CMI 0,03 0,03 0,03 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015
MBIC 4 2 2 2 2 64 8 64 32 32 32 2
Incremento 133,3x 66,7X 66,7x 133,3x 133,33x  4266,7x  533,3x  4266,7x  2133,3X 2133,3x  2133,3x 133,3x

CIP CMI 0,015 0,015 0,015 0,015 0,015 0,007 0,015 0,25 0,015 0,007 0,007 0,007
MBIC 0,06 0,015 0,125 0,06 0,015 0,03 0,0075 >16 0,06 0,125 0,06 0,0075
Incremento 4x 1x 8,33x 4x 1x ax 0,5x 64X 4x 16,67x 8x 1x

TOB CMI 1 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,25 0,5 0,5 0,5 0,5
MBIC 2 1 2 2 1 16 1 16 16 16 16 1
Incremento 2X 2X 4x ax 2X 32x 2X 64X 32X 32X 32X 2X

TET CMI 4 4 4 4 4 4 4 4 4 2 4 4
MBIC >128 64 >128 >128 64 >128 64 32 >128 >128 >128 >128
Incremento 32x 16x 32x 32x 16x 32x 16x 8x 32x 64x 32x 32x

CLO CMI 4 4 4 4 4 4 4 8 4 8 8 4
MBIC 128 128 128 128 128 128 32 64 128 128 128 128
Incremento 32X 32X 32X 32X 32X 32X 8x 8x 32X 16x 16x 32x

SXT CMI 19/1 19/1 1,19/0,06 2,37/0,125 1,19/0,06 1,19/0,06 * 1,19/0,06 1,19/0,06 2,37/0,125 1,19/0,06 1,19/0,06
MBIC 152/8 152/8 76/4 152/8 152/8 152/8 * 152/8 152/8 152/8 152/8 152/8
Incremento 8x 8x 64x 64x 128x 128x * 128x 128x 64x 128x 128x

AMP: ampicilina; CFO: cefoxitina; CTX: cefotaxima; CRO: ceftriaxona; CIP: ciprofloxacino; TOB: tobramicina; TET: tetraciclina; CLO: cloranfenicol; SXT: sulfametoxazol-
trimetoprim. *Amostra CMI resistente para SXT. Negrito: correspondem a resisténcia e resisténcia intermediaria. G - Med Global: Média Geométrica global.
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Tabela 4 - Frequéncia da susceptibilidade de biofilme das amostras de EAEC frente aos nove
antimicrobianos analisados

Antimicrobiano  Sensivel Resisténcia Resisténcia

n (%) Intermediaria n (%)

n (%)

AMP 0 2 (10) 18 (90)
CFO 16 (80) 4 (20) 0
CTX 2 (10) 12 (60) 6 (30)
CRO 3 (15) 8 (40) 9 (45)
CIP 19 (95) 0 1(5)
TET 0 0 20 (100)
TOB 15 (75) 0 5 (25)
CLO 0 0 20 (100)
SXT 0 0 19 (100)

AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB-
tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.
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Tabela 5 - Intervalo de MBIC, relagdo MBIC/CMI, MBICso e MBICg para as 20 amostras de EAEC formadoras de biofilme em sistema peg-lid em relagdo com
o intervalo de CMI, CMlso e CMlgo.

Intervalo (ug/mL) MBICsp  MBICg CMlsg CMlgo
MBIC CMI Incremento *P (mBIC/ICMI)

AMP 16-128 2-8 2 —64x <0,0001 64 128 2 8
CFO 8-16 2-8 1-4x <0,0001 8 8 4 8
CTX 0,12-4 0,06 - 0,125 2 —-66,67x <0,0001 1,92 4 0,06 0,06
CRO 1-64 0,015 - 0,06 16,6 — 4.266,7x 0,0050 2 32 0,06 0,06
CIP 0,0075 - 16 0,0075 - 0,25 0,5 — 64x 0,1593 0,06 0,125 0,015 0,015
TOB 1-16 05-1 2 —64x <0,0001 2 16 0,5 0,5
TET 16 -128 2-4 4 — 64X <0,0001 64 >128 4 4
CLO 32-128 2-8 8 — 64x 0,0047 128 128 4 4
SXT 76/4 — 152/8 0,6/0,03 - 19/1 4 — 253,34x <0,0001 152/8 152/8 1,19/0,06  2,37/0,125

AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET-
tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim. *Teste T de Student (p<0,05), exceto CIP.
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Tabela 6 - Média geométrica e Mediana do valor da CMI e do valor da MBIC das amostras de EAEC
formadoras de biofilme

Antimicrobiano MED- MED- GM-CM[** GM-MBIC**
CMI* MBIC*
AMP 4 64 3,605 53,817
CFO 4 8 4,924 9,189
CTX 0,06 1,92 0,066 1,877
CRO 0,06 2 0,047 4,594
CIP 0,015 0,03 0,014 0,038
TOB 4 2 0,5 2,639
TET 0,5 128 3,863 73,516
CLO 4 128 4,594 107,634
SXT 2,37 152 2,651 158,743

*MED: mediana; **GM: média geométrica. Aumento significante da MBIC em relacdo a CMI. Teste T
de Student p <0,05. AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina;
TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.

As oito amostras caracterizadas como fortes formadoras de biofilme foram
resistentes a seis a até oito antimicrobianos, e as doze amostras fracas formadoras
de biofilme, a quatro a até sete antimicrobianos (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuigdo de biofilmes fracos e fortes por nimero de antimicrobianos para os quais
apresentaram resisténcia ou resisténcia intermediaria.

Biofilme N° Antimicrobianos N° Amostras (%)
R e R/I*
6 3(37,5)
Forte (n=8) 7 3(37,5)
8 2 (25)
4 1(8,34)
_ 5 3 (25)
Fraco (n=12) 6 5 (41,6)
7 3 (25)

*R- resistentes, R/I- resisténcia intermediaria

Na analise da média geométrica e mediana dos valores de MBIC das amostras
fortes e fracas formadoras de biofilme, observamos que ndo ha diferenca entre o
valor de MBIC das amostras forte formadoras com as amostras fraca formadoras de
biofilme, com excec¢ao dos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona e tobramicina, que
para estes casos houve um aumento do valor de MBIC em relacdo as amostras forte
formadoras de biofilme (Tabela 8). Ao analisarmos o grafico das médias das DO
entre as amostras forte e fraca formadoras de biofilme para todos os
antimicrobianos, observamos que a intensidade do biofilme néo interferiu na
susceptibilidade aos antimicrobianos (p>0,05) (Gréfico 4). Contudo, a relacdo entre
amostras fortes e fracas formadoras de biofilme foi significante quando analisado
isoladamente a DO em relacdo aos antimicrobianos ampicilina, ceftriaxona e

tobramicina (Grafico 5).
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Tabela 8 - Média geométrica e Mediana do valor de MBIC das amostras Fortes e Fracas formadoras
de biofilme

Antimicrobiano GM-Fraca* GM-Forte* MED-Fraca** MED-Forte**

AMP 50,80 58,68 48 64
CFO 8,48 10,37 8 8
CTX 1,74 2,10 1,92 1,92
CRO 2,93 9,51 2,5 17
CIp 0,02 0,09 0,015 0,06
TOB 1,68 5,19 15 9
TET 64 90,50 96 128
CLO 101,59 115,93 128 128
SXT 125,81 139,38 152 152

*GM: média geométrica; *MED: mediana. Aumento da MBIC entre amostras fortes e fracas
formadoras de biofilme néo significante (p>0,05, Teste T de Student). AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina,;
CTX- cefotaxima; CRO- ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol;
SXT- sulfametoxazol/trimetoprim.
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Grafico 4 — Densidade 6ptica da biomassa recuperada de peg-lids de amostras fortes e fracas
formadoras de biofilmes categorizadas como sensiveis (S) ou resistentes (R) aos antimicrobianos
(p>0,05) (Teste T de Student). () DO acima do valor maximo (valor atipico).
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Grafico 5 - Relacdo da densidade Optica entre amostras fortes e fracas formadoras de biofiime para cada antimicrobiano testado. DO significantemente
superior para amostras fortes formadoras de biofilme frente a AMP, CRO e TOB (*) (p<0,05 Teste T de Student). AMP- ampicilina; CFO- cefoxitina; CTX-
cefotaxima; CRO- ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina; CLO- cloranfenicol; SXT-  sulfametoxazol/trimetoprim.
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Biofilmes de 24 horas sensiveis ou com resisténcia intermediaria a antimicrobianos
tiveram a MBIC avaliada também com 48 e 72 horas. As amostras foram
selecionadas para o teste da seguinte forma: (i) seis sensiveis para ciprofloxacina,
com MBIC 4x e 8x superior a CMI; (ii) duas com resisténcia intermediaria para
ampicilina, (iii) trés sensiveis para tobramicina,com MBIC 4x superior & CMI; e (iv)
trés com resisténcia intermediaria para cefoxitina. Aumento progressivo da MBIC
conforme maturacdo do biofilme (de 24-72 horas) foi somente observado de
ciprofloxacina para uma amostra de EAEC (6A) e de ampicilina para ATCC 25922
(Tabela 9).

Tabela 9 - Concentracdo minima inibitoria de biofiime (MBIC) de amostras de EAEC em biofilme em
diferentes tempos de crescimento (24, 48 e 72 horas).

MBIC (ug/mL)/Tempo de maturagdo do biofilme (horas)
Ciprofloxacina Ampicilina Tobramicina Cefoxitina
24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72

Amostras
E.coli/EAEC

ATCC25922 0,03 006 003 16 32 64 2 2 4 64 64 32
6A 006 012 024 - - -2 2 2 - - -
398 006 0,06 003 - - -2 2 4 - - -
89A 006 0712 006 16 16 32 - - - - - -
139D - - - 16 16 32 4 2 4 - - -
Q158A 006 006 012 - - - - - - 64 64 32
Q193A - - - - - - - - - 32 32 16
Q226A 006 0,12 0,12 - - - - - - - - -
Q255D - - - - - - - - - 32 16 16
Q266B 003 0,03 006 - - - - - - - - -

5.5.2 Concentragdo Minima de Erradicacdo de Biofilme (MBEC)

A tolerancia do biofilme a presenca do antimicrobiano por 24 horas de incubacéo foi
determinada a partir de: (i) leitura visual (colorimétrica) conforme desenvolvimento
da coloracao roésea em decorréncia da reducédo do TTC 0,05% pelas células viaveis
(Figura 13) e; (ii) deteccdo de crescimento bacteriano apds repique do ultimo pogo
com coloracdo résea e as demais incolores apos incubacdo com TTC (Figura 14).
Os valores de MBEC, medida de tolerancia, foram sempre superiores na deteccao
de células viaveis em relagdo a leitura visual com TTC (Tabela 10). Foram
considerados entdo como valores de tolerancia de biofilme o resultado obtido pela

contagem de células viaveis. A MBEC pela contagem de células viaveis, com
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excecdao de uma mesma amostra para cefoxitina e cefotaxima (39B), foi sempre

superior a ultima concentragéo analisada (Tabela 10).

3,84

. Diluices. de antimicrobiano

Q255D

Figura 13 - Biofilme recuperado do peg-lid por sonicacdo, apés tratamento com ceftriaxona (0,12 —
3,84pg/mL) e incubacdo com TTC 0,05%. Controle de esterilidade: somente CAMHB. Controle de
crescimento: bactéria com CAMHB. Diluiges de antimicrobiano: bactéria e CAMHB com
antimicrobiano. Pocos coloridos: indica presenca de células viaveis. A diluigdo a partir da qual foi feito
repique para determinacéo de células viaveis estd demonstrada com seta vermelha para amostra 6A
e seta azul para as demais amostras. CAMBH: caldo Mueller Hinton-cation ajustado.

Figura 14 - Deteccao de células viaveis de EAEC 89A ap6s tratamento com diferentes concentracdes
de ceftriaxona para determinacdo da MBEC. Os inoculos foram feitos em agar nutriente a partir de
microplaca previamente incubada com TTC 0,05%.
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Tabela 10 - Concentracdo Minima de Erradicacéo de Biofiime (MBEC) de amostras de EAEC em biofilme para alguns antimicrobianos com adicao de cloreto
de trifenil tetrazélio 0,05% e deteccédo de células viaveis

MBEC (ug/mL)

E % o CFO CTX CRO TOB TET cIp

5 £ 4

m < W TTC* CV** TTC* CV** TTC* Cv** TTC* CV** TTC* Cv** TTC* CV**
6A 32 >64 >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128 >128 0,24 >1,92
89A 16 >64 3,84 >7,68 >4 >4 >16 >16 >128 >128 0,06 >1,92
139D 16 >64  >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128  >128 0,06 >1,92

§ 110C 16 >64 >7,68 >7,68 >4 >4 >16 >16 >128 >128 0,03 >1,92

& Qo168 - - - - 1,92 >4 - - - - - -
Q304A - - - - >4 >4 - - - - -
Q320A - - - - >4 >4 - - - - -
39B 8 16 1,92 3,84 2 >4 8 >16 64 >128 0,03 >1,92
146A 32  >64 >768  >7,68 2 >4 >16 >16 - - 024  >1,92

@ 164A 32 >64 >7,68 >7,68 2 >4 >16  >16 - - 0,24 >1,92

S Q124A : i . . i : .. 128 »128 . i
Q255D 32 >64 >7,68 >7,68 - - >16 >16 >128 >128 0,24 >1,92
Q340A ] ) . - - - . - >128  >128 - -

*TTC: cloreto de trifenil tetrazoélio; CV**: deteccao de células viaveis. CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona;

CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina.
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Tabela 11 - Valores de MBIC e MBEC em sistema peg-lid pela deteccdo de células viaveis de
amostras de EAEC (n=13).

MBIC/MBEC (ug/mL)

(O] ]

£ g4

S 55 CFO CTX CRO TOB TET cIP
6A 8/>64 457,68 i 2/>16 16/>128 0,06/>1,92
89A 8/>64  1,92/>7,68  2/>4 1/>16 32/>128 0,03/>1,92
139D 8/>64  4/>7,68 : 2/>16 16/>128  0,015/>1,92

S 110C 8/>64  024/>7,68  1/>4 1/>16 32/>128  0,0075/>1,92

L Qo168 i i 2/>4 : : ;
Q304A i i 44 : ;
Q320A : : 4/>4 : -
398 8i16 102384  2/>4 2/>16 64/>128 0,03/>1,92
146A 8/>64  3,84/>7,68  2/>4 8/>16 0,0075/>1,92

o 164A 4/>64  7,68/>7,68  4l>4 2/>16 0,0075/>1,92

S Q124A - - ; ; 16/>128 -
Q255D  16/>64  1,92/>7,68 : 1/>16 64/>128  0,015/>1,92
Q340A : : : : 32/>128 -

CFO- cefoxitina; CTX- cefotaxima; CRO-ceftriaxona; CIP- ciprofloxacina; TOB- tobramicina; TET- tetraciclina.
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6 DISCUSSAO

A diarreia bacteriana é ainda um problema importante em paises em
desenvolvimento, e embora muitas vezes seja auto-limitada, a OMS indica terapia
antimicrobiana para tratamento da diarreia persistente causada pela EAEC (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016). Como a caracteristica marcante da patogénese
da EAEC se baseia na formacao de biofilme, a faléncia no tratamento pode ocorrer,
mesmo que elas apresentem o fendtipo de sensibilidade nos testes de
susceptibilidade a antimicrobianos. Como, até o momento, nenhum estudo foi
realizado com biofilme de EAEC neste sentido, nés determinamos o impacto do
biofilme na susceptibilidade a oito classes de antimicrobianos para 0s quais as
amostras foram sensiveis em forma planténica, incluindo aqueles indicados para o
tratamento empirico (KONG et al., 2015), e apontamos aqueles que seriam

ineficazes assim como o0s que poderiam levar ao sucesso terapéutico.

Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos que direcionam a terapia
antimicrobiana sao realizados com as bactérias na sua forma plantdnica (DORING et
al., 2012). Assim sendo, estes resultados ndo podem ser utilizados para sugerir 0
tratamento para infeccdbes com biofilme. Portanto, é crescente o interesse no
desenvolvimento de testes de susceptibilidade especificos para o biofilme bacteriano
(MACIA et al., 2014).

Em nosso estudo, optamos pelo uso do sistema miniaturizado peg-lid (“dispositivo
Calgary”), descrito por Ceri, Olson e Stremick (1999) como o que reproduz
verdadeiramente a aderéncia da populacdo bacteriana para testes de
susceptibilidade, além de apresentar reprodutibilidade e homogeneidade em cada
peg. De acordo com Harrison et al. (2010), este sistema promove a formacao do
biofilme em volta dos pegs com a vantagem de eliminar a agregacao bacteriana que
ocorre por sedimentagdo dos microrganismos quando da andlise da MBIC formado
em poc¢os da microplaca. Estes dados corroboram com os resultados do nosso
estudo, pois comparando a DO entre 0s pog¢os da microplaca e pegs, observamos
valor sempre superior para 0s po¢os da microplaca em relagdo aos pegs, indicando
que teria havido agregacao bacteriana nos pocos. Além disso, apresenta praticidade
de manejo, reduzindo tempo de trabalho e a possibilidade de contaminag&do. Porém

para o estabelecimento desse sistema, ha necessidade de realizar padronizacdes e
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de verificar a calibracdo para garantir o controle de in6culo e homogeneidade de

producao de biofilme em todos os pegs da tampa da microplaca.

O indculo bacteriano utilizado nos testes de susceptibilidade a antimicrobianos, que
deve estar com concentracdo padronizada de microrganismos, é usualmente
determinado através de comparacdo com uma escala de turvacdo (McFarland)
(CLSI 2016). Entretanto, realizamos o controle do indculo através de diluicbes
sucessivas e repique para meio de crescimento bacteriano para avaliar a contagem
bacteriana esperada, como proposto por Harrison et al., (2010). Este procedimento
revelou que a comparagdo com a escala de McFarland que poderia incorrer em
subjetividade, apresentou nimero de UFC compativel com o esperado. A partir de
entdo, o inéculo foi determinado por comparacdo com escala de McFarland, mas

também certificado por meio da leitura da DOsso para minimizar erros subjetivos.

Em todos os testes realizados de susceptibilidade a antimicrobianos, sejam eles
qualitativos ou quantitativos, exige-se o controle de qualidade com cepas padrédo que
possuem perfil de susceptibilidade pré-determinado pelo CLSI ou EUCAST. Das
cepas preconizadas, a E. coli ATCC 25922 ¢é indicada para teste com
enterobactérias (CLSI 2016). Para que ela fosse utilizada como controle da
concentracdo de antimicrobiano que entraria no sistema, era necessario ter
determinado o MBIC desta amostra visto que, somente um estudo descreveu a
MBIC para esta cepa (CERI et al., 1999). Entretanto, dentre os nove antimicrobianos
utilizados em nosso estudo, Ceri et al. (1999) analisaram somente trés deles, quais
sejam, a cefotaxima, tobramicina e ciprofloxacina. A MBIC destes antimicrobianos
diferiu em apenas uma ou duas diluicdes em relacédo a do presente estudo e foi igual
para ciprofloxacina. Porém, como o estudo deles néo trazia valores de MBIC para
todos os antimicrobianos que testamos e, mais importante ainda, o procedimento
diferia em relacdo ao do presente estudo, determinamos a MBIC de todos os
antimicrobianos para a ATCC 25922, que passou a ser utilizada em nossos
experimentos. Além desta cepa de referéncia E. coli, analisamos as cepas prototipos
EAEC 042 e EAEC 17-2, para as guais ainda nao se tem conhecimento da MBIC ou
MBEC, e sao cepas de acesso mundial. Pelos resultados obtidos, observamos a
sensibilidade destas cepas em biofilme somente para ciprofloxacina e tobramicina,

sendo resistente para os demais antimicrobianos testados.
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Varios estudos mostram que o biofilme pode levar a um aumento na resisténcia aos
antimicrobianos de até 1000 vezes em relacdo a forma plantdnica (CERI et al., 1999;
FERREIRA, LEAO, D’ALINCOURT, 2010). Em nosso estudo houve um aumento na
concentracdo de antimicrobiano para inibir biofilme de dois a até 4.266,7 vezes o

valor da CMI para as amostras que passaram a ser resistentes.

Apesar dos pontos de corte para bactérias em biofilme ndo estarem estabelecidos
até o momento, comparacfes dos parametros farmacodinamicos das bactérias em
sua forma planténica e em biofilme tem fornecido informacdes importantes. Por
exemplo, dados avaliados para diferentes microrganismos destacam que biofilme
leva a um aumento de mais de uma diluicdo na MBIC em relacdo a CMI para a
maioria dos antimicrobianos (MOSKOWITZ et al., 2004; HENGZHUANG et al.,
2011). Consideramos entdo o ponto de corte descrito para células plantbnicas de
enterobactérias (CLSI 2016), e observamos que biofiime de EAEC foi resistente ou
com resisténcia intermedidaria a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol e
sulfametoxazol/trimetoprim. As cefalosporinas de terceira geracdo, ceftriaxona e
cefotaxima, apresentaram baixa atividade (somente 15% e 10% foram sensiveis,
respectivamente). Por outro lado, observamos otima atividade de ciprofloxacina
(95%) em biofilme de EAEC e boa atividade de cefoxitina e tobramicina (80% e 75%,

respectivamente).

Alguns estudos reportam que a maioria das infec¢cdes por EAEC sao tratadas com
sucesso com fluoroquinolonas como a ciprofloxacina (HAIDER et al., 1992; WANKE
et al., 1998; GLANDT et al., 1999; GUERRANT et al., 2001). Tseng et al. (2013) e
Kwiecinska-Pirég et al., (2013) mostraram eficacia da ciprofloxacina na inibicdo do
Pseudomonas aeruginosa (n= 63) e Proteus mirabilis (h= 50) em biofilme, sendo
para este observado 64% de sensibilidade, embora em nivel inferior ao observado
em nosso estudo com EAEC (95% de sensibilidade). Logo, a ciprofloxacina
aparentemente apresenta ou pode apresentar atividade em biofiime de
Pseudomonas, P. mirabilis e, pelos nossos achados e com atividade ainda superior,
também de EAEC. Esta fluoroquinolona supostamente permeia eficientemente estes
biofilmes, embora a constituicdo do EPS seja distinta entre essas espécies: em E.
coli é constituido por &cido colanico, celulose e PGA, em P. aeruginosa €é formado
por alginato, enquanto em P. mirabilis, por homo ou heteropolissacarideos ainda nao
determinados (COSTERTON et al., 1995; LOPEZ et al., 2010; SANTOS et al., 2010;



74

MORYL et al., 2014). Porém, os mecanismos que respondem pela limitada atividade
dos antimicrobianos em biofilme de EAEC ndo foram investigados por nés. No que
diz respeito a tobramicina, é possivel que a resisténcia esteja relacionada a uma
menor difusibilidade do antimicrobiano através da matriz polissacaridica,
complexacdo com seus constituintes, ou ainda, reducdo da taxa de crescimento
bacteriano (ALIPOUR et al.,, 2009). Tseng et al. (2013) observaram que a
tobramicina é sequestrada na matriz do biofilme de P. aeruginosa, o que sugere uma
menor difusibilidade do antimicrobiano através da matriz. De fato, observamos que
biofilme de amostras fortes formadoras apresentou DO significantemente superior ao
das fracas formadoras.

Quanto as cefalosporinas de terceira geracdo (cefotaxima e ceftriaxona), para as
guais observamos alta taxa de resisténcia de biofilme dentre as EAEC, pode estar
relacionado também a uma reducdo da taxa de crescimento ou a uma barreira pela
EPS. De acordo com esta hipétese, os antimicrobianos falham na penetracdo do
biofilme, de modo que em algumas regifes do biofilme, a bactéria simplesmente ndo
€ exposta a concentracfes efetivas do antimicrobiano (COSTERTON et al., 1987). A
observacdo da DO de biofiime das amostras de EAEC fortes formadoras foi
significantemente superior ao das fracas formadoras para ceftriaxona, sugerindo que

0 EPS pode estar servindo como barreira a agdo deste antimicrobiano.

O fato de 100% dos biofilmes de EAEC serem resistentes ou de resisténcia
intermediaria a ampicilina, tetraciclina e sulfametoxazol/trimetoprim € preocupante,
pois todos estes sdo indicados para tratamento empirico da diarreia causada por
EAEC (KONG et al., 2015). Portanto, estes dados apontam para faléncia terapéutica

guando do uso destes antimicrobianos.

Nossos achados corroboram os estudos de May et al., (2009) que demonstraram
gue o biofilme de E. coli foi 1.000 vezes mais resistente a tetraciclina do que as
células plantdnicas. Eles atribuiram essa resisténcia ao aumento da expressao de
bombas de efluxo para tetraciclina (MAY et al., 2009). O tipo de resisténcia depende
da presenca do antimicrobiano, e pode ser especifico ou ndo especifico para um
antimicrobiano em particular. Um mecanismo universal ndo especifico é a formacéo
de bombas de efluxo (WHITELEY et al., 2001), que pode ser uma hipotese para a

ineficacia desses antimicrobianos em nosso estudo.
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Na andlise da curva de crescimento do biofiime, observamos que n&o houve
incremento significativo apdés as 24 horas de formagdo do biofilme o que justifica
Nnossos experimentos realizados para todos os antimicrobianos com 24 horas de
formacéo, correspondente ao biofilme maduro. Da mesma forma, Adamus-Bialek
(2015) realizou a cinética de crescimento de biofilme de E. coli uropatogénica (24,
48, 72 e 96 horas) e observou que apos 24 horas ndo houve diferenga significativa
na formacédo do biofilme. No nosso caso, como ocorria ainda um ligeiro incremento
do biofilme de EAEC apdés 24 horas, testamos biofilme de 48 e 72 horas de algumas
cepas e amostras que se mantiveram sensiveis ou de resisténcia intermediaria a
alguns antimicrobianos selecionados (ciprofloxacina, ampicilina, tobramicina e
cefoxitina). Exceto para duas amostras para as quais observamos um aumento
progressivo na MIBIC, mas de apenas uma diluicdo (ATCC 25922 para ampicilina e
6A para ciprofloxacina), ndo houve aumento na MBIC entre os diferentes tempos de
crescimento de biofilme. Isso significa que os testes foram realizados com biofilme j&
maduro e dai podemos inferir sua sensibilidade e resisténcia com alguma

seguranca.

Como a EPS pode servir de barreira a penetracdo de antimicrobianos, é possivel
gue amostras fortes formadoras de biofilme apresentem maior resisténcia do que as
fracas formadoras. Em nosso estudo, observamos que as fortes formadoras
apresentaram resisténcia de seis a oito antimicrobianos enquanto as fracas
formadoras de biofilme, de quatro a sete antimicrobianos, ndo significativo. Estudo
com E. coli uropatogénica evidenciou que amostras fortes formadoras de biofilme
sdo mais resistentes aos agentes antimicrobianos que as amostras fracas
formadoras de biofilme (PONNUSAMY et al., 2012). Em nosso estudo observamos
qgue houve diferenca entre as amostras fracas e fortes formadoras quando
comparamos a mediana dos antimicrobianos no grafico de box-plot, somente para
tobramicina, ceftriaxona e tobramicina, indicando que nestes casos a matriz de EPS

corroborou para reducao da acao dos antimicrobianos.

Para a tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim, o intervalo de MBIC
nao diferiu entre as amostras fortes e fracas formadoras de biofilme, mas todas
foram resistentes, ou seja, independeu da quantidade do biofilme formado, mas
possivelmente de sua constituicdo bioquimica. Sahal & Bilkay (2014), mostraram

gue amostras de S. epidermidis fortes formadoras de biofilme formam tensdes que



76

exibem um aumento da resisténcia antimicrobiana e a razdo disto pode estar
supostamente relacionado com alteracdes genéticas que refletem na matriz do
biofilme. Da mesma forma, componentes da matriz do biofilme de EAEC interfiririam
na penetracdo do antimicrobiano, fendbmeno este que responderia pela diferenca no

perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em biofilme.

Levando em consideracdo a possibilidade de que, mesmo sendo o biofilme sensivel
a um dado antimicrobiano, possa haver faléncia do tratamento por dificuldade de
acdo conjunta da resposta do hospedeiro, especialmente quando se tratar de
antimicrobianos bacteriostaticos, investigamos entéo a capacidade de sobrevivéncia
da bactéria em presenca do antimicrobiano, ou seja, de tolerancia (MBEC). Para
isso o TTC foi utilizado e baseia-se no desenvolvimento de uma coloracdo résea
qguando ha células viaveis que reduzem o composto a formazana (BROWN et al.,
2013). Quando comparado com o método de pesquisa de células vidveis o TTC
mostrou valores de MBEC menores e ndo deve, portanto, ser usado para este fim.
Mesmo assim, observamos que o TTC foi de duas a até 256 vezes maior do que a
MBIC para as amostras de EAEC testadas. A MBEC baseada em células viaveis foi,
para praticamente todas as amostras, no minimo igual a maior concentragéo testada

do antimicrobiano.

Estes resultados nos mostram que mesmo biofiimes de EAEC sensiveis ao
antimicrobiano, como foi a ciprofloxacina ou mesmo a cefoxitina e tobramicina, a
eficacia in vivo do tratamento com estes antimicrobianos ndo pode ser assegurada,
visto que temos bactérias tolerantes, e se ainda existe integridade da matriz do
biofilme, podera haver restricdo a resposta do hospedeiro e comprometimento do

controle do microorganismo.
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6.1 CONSIDERACOES FINAIS

E de grande importancia se conhecer o perfil de susceptibilidade de bactérias para
que o tratamento possa ser iniciado com algum grau de sucesso antes mesmo do
resultado laboratorial, que demanda em torno de trés dias. Porém, considerando-se
bactérias formadoras de biofilme, como é o caso da EAEC, torna-se ainda mais
relevante determinar agueles antimicrobianos que seriam eficazes ou aqueles para

0S quais a bactéria seria refratéaria.

Neste sentido, este estudo mostrou que ciprofloxacina apresenta 6tima atividade
bem como a cefoxitina e tobramicina, embora com atividades um pouco menor.
Porém, qual o impacto in vivo da sobrevivéncia de microrganismos mesmo em
biofilme sensivel ao antimicrobiano, como a altamente eficaz ciprofloxacina, ainda

nao pode ser inferido.

Devemos considerar que os testes de susceptibilidade de biofiime ainda néo
resultam em previsdo confiavel de sucesso terapéutico (CIOFU et al., 2017). Macia
et al. (2014) argumentam que embora a MBIC com dispositivo Calgary (peg-lid) n&o
possa prever 0 sucesso terapéutico em infeccdo com biofilme, com alguma
seguranca podemos excluir o uso de antimicrobianos que se mostrem ineficazes.
Kong et al. (2015) sugeriram o tratamento empirico de infeccdo por EAEC com
ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim, tetraciclinas e quinolonas. Com 0 nosso
estudomostramos que, a excecdo da quinolona ciprofloxacina, todos os biofilmes
foram resistentes aos demais antimicrobianos. Portanto, 0os nossos resultados
mostram que ampicilina, sulfametoxazol/trimetoprim e tetraciclinas ndo devem ser

prescritas para tratamento por EAEC.
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7 CONCLUSAO

¢ Ciprofloxacina € o antimicrobiano com maior eficacia em biofilme, seguido de
cefoxitina e tobramicina, portanto poderiam ser indicados para tratamento
empirico;

e As cefalosporinas de 32 geragcao (cefotaxima e ceftriaxona) apresentam
atividade muito baixa contra biofiime de EAEC, enquanto que, ampicilina,
tetraciclina, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim séo ineficazes para
biofilme de EAEC e levariam a uma possivel faléncia terapéutica;

e Biofilme de EAEC matura com 24 horas de incubacao;

¢ Nao houve diferenca de atividade dos antimicrobianos em biofilme com 48 ou
72 horas;

e De modo geral, ndo houve relacdo entre a intensidade do biofilme (forte e
fraco) e susceptibilidade aos antimicrobianos, exceto para ampicilina,
ceftriaxona e tobramicina;

e A menor concentracdo de antimicrobianos para erradicar EAEC em biofilme
foi superior as maiores concentracdes testadas em quase todas as amostras,

indicando a dificuldade de controle destes microrganismos.
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ANEXQO A - Estudos que realizaram testes de susceptibilidade para isolados de EAEC formadoras e nio formadoras de biofiime

e percentagem de resisténcia aos antimicrobianos

Estudos (n=amostras)
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n N > <
AMP 32,1 47,6 83,1 520 809 868 810 100 90,7 379 600 520 640 91,0 857 100 324 70,1 100 949 78,0
ASB 51 - - - - - - - - - - - - - - 14,7 - - 60,7 -
AMC 00 492 - 00 - - - - - - 51,1 00 210 - - 500 - 21 696 294 445
CFZ 38 - - - - - - - - - - - - - - - - - 636 -
CFO 00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 61 -
cTX 00 - - - - - - - 267 35 - - - - 666 429 - - 783 421 -
CRO 13 - - - - 140 - - - - 00 - - - - - 00 08 91,3 - 395
CAZ 00 - - - - 331 - - - - 22 - - - 603 - 00 08 - 178 -
CPM 00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 164 85,0
AZT 00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 271 -
MER 0,0 - - - - - - - - - - - - - - - - - - 00 -
IMP 00 - - - - - - - 00 - - - - - - - 00 - 00 00 -
TOB 00 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
GEN 00 00 - - 00 58 - 778 - 60 45 - - 60 - 286 15 25 - 369 0,0
AMI 00 - - - - 66 - - - - - - - - - - 15 - - 51 -
TET 282 20,6 87,7 640 954 793 940 667 - 793 578 640 760 730 809 643 427 - 783 645 335
CLO 38 444 57 280 465 446 190 - 872 276 - 280 460 390 - 357 - 112 739 - 185
caP 00 00 00 20 00 413 - - 00 00 22 20 40 10 634 00 - 12 00 31,8 395
SUT 282 238 90,8 480 740 - 880 - 919 724 71,1 480 560 850 841 71,4 309 73,4 957 593 335

aAMP:Ampicilina; ASB: Ampicilina/sulbactam; AMC: Amoxicilina/clavulanato; CFZ: Cefazolina; CFO: Cefoxitina; CTX: Cefotaxima; CRO: Ceftriaxona; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepime; AZT:

Aztreonam; MER: Meropenem; IPM: Imipenem; TOB: Tobramicina; GEN: Gentamicina; AMI: Amicacina; TET: Tetraciclina; CLO: Cloranfenicol; SUT: Sulfametoxazol/Trimetoprim; CIP:

Ciprofloxacina. PRealizados no LabViG com amostras formadoras e ndo formadoras de biofilme.
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