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1. INTRODUCAO

A resisténcia microbiana, embora considerada um fenédmeno biolégico natural
e intrinseco dos microrganismos, tem sido apontada como um dos mais graves
problemas de Saude Publica. Esta capacidade desenvolve-se devido a aquisicao e
transferéncia de mecanismos sofisticados entre os patdgenos (JONES KE, NIKKITA
GP, LEVY MA, et al.,2008). Nas ultimas duas décadas, espécies de Acinetobacter
estdo sendo consideradas patégenos emergentes envolvidos na ocorréncia de
infeccdes nosocomiais, e dentre elas merece destaque a espécie A. baumannii
(BROCK PJ, VAN DEN AJ, BERNARDS AT, et al., 2006).

A. baumannii é responsavel por surtos de infeccbes hospitalares repentinos e
de dificil controle. As circunstancias locais das unidades de saude e seu ambiente
determinam o tipo de infeccdo e, consequentemente, o risco de contaminacao,
costumando afetar principalmente pacientes internados nas Unidades de Tratamento
Intensivo (UTIs). Nestes, causam infec¢gbes associadas a dispositivos médicos como,
por exemplo, catéteres vasculares, derivacbes liquéricas e respiradores
(RODRIGUEZ-BANO et al., 2008). Sua habilidade de persistir no ambiente hospitalar
estd relacionada a resisténcia aos antibiéticos, a dessecacdo, e também a sua
capacidade de formar biofilmes (ROBERTS et al., 2001; PELEG et al., 2008; BREIJ et
al., 2010).

Os biofilmes bacterianos foram observados associados a dispositivos médicos
pela primeira vez em 1980, quando foram visualizadas bactérias depositadas sobre a
superficie de dispositivos de longa permanéncia, como catéteres intravenosos e
marca-passos (TOMARAS et al., 2003; HALL-STOODLEY et al., 2004). A formacao
da camada de biofilme € um processo complexo que envolve a fixacdo e imobilizacao
dos microrganismos sobre uma superficie, a interagcéo célula-a-célula, a formacéo de
microcolonias e a formacao de um biofilme confluente, com desenvolvimento de uma
estrutura tridimensional. A aderéncia inicial dessa camada geralmente é reversivel, de
modo que as ceélulas podem se afastar da superficie se as condi¢des forem alteradas
(NADELL et al. 2009). A importancia na formacdo de biofilme para bactérias
envolvidas em infecgbes, se da pelo fato delas tornarem-se mais resistentes as
defesas imunoldgicas do organismo e também a acdo de antibacterianos (SHANNON
et al., 2010).

Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar a capacidade de
formacao de biofilme em placas de poliestireno de 9 isolados clinicos de A. baumannii,
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provenientes de pacientes internados em dois hospitais da cidade de Pelotas, RS,
Brasil, em meio de cultivo com diferentes concentracdes de glicose.

2. METODOLOGIA

O protocolo utilizado para os testes de formagé&o de biofilme in vitro foi descrito
por Schmidt (2009), com adaptacdes. Foram utilizadas placas de microtitulacdo de
poliestireno com 96 pocos (8x16) estéreis, permitindo 4 repeticdes para cada condi¢ao
testada. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Nove isolados de A. baumannii obtidos de dois diferentes hospitais da cidade de
Pelotas, RS, Brasil, foram repicados em agar Luria Bertani (LB) e incubados a 37°C,
por 16-18 h. A partir desse cultivo foi preparado um inoculo de solucédo estéril de NaCl
0,9% de acordo com a Escala 0,5 de Mac Farland (1x108 UFC/mL), determinando,
desta forma, a suspensdo bacteriana inicial para cada isolado teste. Apds a
preparacao das suspencdes bacterianas, 20 uL de cada suspensao foram transferidos
para microplacas, junto com aliquotas de 180 pL de caldo LB suplementado com as
seguintes concentracdes de glicose: 0,25%; 0,50%; 0,75% e 1%. Foi utilizado também
o caldo LB sem suplemento de glicose. Cada tratamento foi testado em 4 repeticdes
para cada amostra. Foi utilizado como controle positivo a cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25904 que apresenta capacidade formadora de biofilme, nas mesmas
condi¢fes descritas acima. J& como controle negativo utilizou-se o mesmo volume de
meio de cultivo, acrescido de solucao de NaCl 0,9% estéril sem inéculo bacteriano. As
microplacas foram incubadas por 24 h a 37°C e, ap0s este periodo, os conteudos dos
pocos foram descartados e estes lavados 3 vezes com solucédo de NaCl 0,9% estéril.
Em seguida foi retirado o excesso de solucéo das microplacas e adicionados 150 pL
de metanol, durante 20 minutos para a fixagdo do biofilme. As microplacas foram
secas por 16-18 h em temperatura ambiente, e entdo adicionados 200 pL de solucéo
Cristal Violeta 0,5% durante 15 minutos a temperatura ambiente, para corar 0S pogos.
Os pocos foram lavados posteriormente com agua Milli-Q e levemente secos a
temperatura ambiente com auxilio de papel absorvente, para a adicdo de 150 uL de
Etanol 95% por 30 minutos.

A densidade optica (DO) dos biofilmes bacterianos aderidos e corados foi lida
com o auxilio de um aparelho de Espectrofotometro POLARIS EE (Celer Biotecnologia
S.A.), com comprimento de onda de 540 nm. A DOe3o das amostras foi determinada
na hora zero (DOe3z0 Oh) e nas 24 horas (DOss0 24h) de incubagéo para acompanhar o
crescimento bacteriano.

A classificacdo das amostras quanto a capacidade de formar biofilme foi feita
com relacéo a densidade oOptica do controle negativo (DOc). Os biofilmes receberam
a classificacdo de: nao produtor de biofilme (DO < DOc), fraco (DOc< DO < 2xDOc),
moderado (2xDOc<DO < 4xDOQOc) e forte (DO = 4xDOc) (STEPANOVI et al., 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios de avaliacdo do crescimento bacteriano, determinado 24 h apés a
incubacgéo (DOe3o0 24h), observou-se crescimento consideravel em relagéo ao controle
negativo (Figura 1) e também em relagéo & DOe30 Oh (dados ndo mostrados). A glicose
pareceu interferir de forma positiva no crescimento de alguns isolados.
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No estudo para a determinacao da formacgao de biofilme pelos isolados de A.
baumannii, o ponto de corte da DOsa4o para o teste foi definido como a DO do controle
negativo (DOc-) que foi de 0,141. A formacéo de biofilme dos isolados foi agrupada
em néo produtor (DO<0,141), fraco (DO 0,142 a 0,282), moderado (DO 0,283 a 0,564)
e forte (DO>0,565). Todos os 9 isolados de A. baumannii avaliados apresentaram-se
como fracos produtores de biofilme em todas as concentragcbes de glicose testadas.
A glicose ndo demostrou interferéncia na capacidade formadora de biofilme pelos
isolados de A. baumannii avaliados, quando comparado ao meio LB sem
suplementacdo de glicose. A influéncia da glicose no crescimento bacteriano e na
formacao de biofilme sdo preocupantes, visto que fluidos corporais como sangue e
urina s&o ricos neste composto, podendo favorecer a progressdo da infeccéo. S.
aureus ATCC 25904, apresentou perfil moderado de formacédo de biofilme nas
condicles testadas neste estudo.
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Figura 1: Crescimento bacteriano de 9 isolados clinicos de A. baumanni em meio LB
suplementado com diferentes concentragdes de glicose (0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1%).

A capacidade de formacéao de biofilme por A. baumanni em superficies plasticas
€ preocupante, pois o poliestireno é um polimero utilizado na fabricacdo de varios
insumos e equipamentos de uso médico e hospitalar. Os isolados avaliados em nosso
trabalho apresentaram fraca capacidade formadora de biofilme. Tomaras et al., 2003
caracterizaram a formacao inicial de biofilme por A. baumannii em diferentes
condicdes de cultivo e concluiram que esta bactéria forma biofilme em superficies
hidrofébicas (plasticos) e hidrofilicas (vidros) e cresce em diferentes condigbes de
temperatura, sendo que a capacidade formadora de biofilme é maior em temperaturas
de 25-30°C que em 37°C. NOs acreditamos que a temperatura possa ter interferido na
capacidade formadora de biofilme dos isolados avaliados em nosso estudo, portanto,
novos ensaios serdo realizados para melhor determinar quais caracteristicas de
cultivo sdo determinantes nesta capacidade, além disso, associar o padrdo de
formacao de biofilme de diferentes isolados com genes envolvidos neste processo,
como blaPER e bfmRS.
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4. CONCLUSOES

Dos 9 isolados de A. baumanni obtidos de pacientes internados em dois
diferentes hospitais da cidade de Pelotas, RS, Brasil, avaliados em nosso estudo,
todos apresentaram-se como fracos formadores de biofilme nas condicfes testadas,
além disso, a glicose ndo pareceu interferir em tal capacidade. Novos ensaios estao
sendo realizados com o intuito de caracterizar fatores do cultivo in vitro, determinantes
na formacdo de biofiime por isolados clinicos de A. baumannii, além disso, a
caracterizacao dos isolados quanto a presenca de genes importantes neste processo
também é pretendida.
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