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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii (Ab) € considerada a espécie mais significativa do
género Acinetobacter e ttm se manifestado como um agente oportunista que afeta
principalmente individuos com sistema imunolégico comprometido, que estao
hospitalizados em unidades de terapia intensiva (UTI) e ligados a casos com
dispositivos invasivos (respiradores e cateteres) (NEETHU et al., 2018). Além
disso, a capacidade de sobreviver por longos periodos em superficies, o
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos e a habilidade de formar biofilme
contribuem para a sua disseminacdo e persisténcia no ambiente hospitalar
(HARDING et al., 2018).

O meropenem pertence a classe dos carbapenémicos e tém sido bastante
utilizado no tratamento de infeccbes por Ab multirresistente (MDR), devido a sua
eficacia e amplo espectro de acéo, é frequentemente usado para tratar infeccbes
graves, como pneumonia, infeccbes do trato urinario e infeccbes da pele
(BERGOGNE; TOWNER, 1996; WEINBREN et al., 1998; LEVIN et al., 1999; KO et
al., 2004). Os tratamentos antimicrobianos atuais frequentemente apresentam
baixa efetividade na eliminacdo dos micro-organismos presentes nos biofilmes, e,
como resultado, uma resposta inflamatoria crénica local € quase sempre
desencadeada como reacao a formacao do biofilme (TURNER et al., 2009).

Desta maneira, a nanotecnologia surge como uma Opgao ho
desenvolvimento de novos antimicrobianos ou de estratégias inovadoras de
tratamento (LEE; KO; HSUEH, 2019). As nanoparticulas de prata (AgNPs) podem
ser promissoras, devido a sua significativa e comprovada propriedade
antimicrobiana (SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). Adicionalmente, as nanoparticulas
biogénicas (Bio-AgNP) em conjunto com os antibacterianos sédo eficazes contra
cepas bacterianas resistentes no combate a varias infec¢des (SIDDIQI; HUSEN,;
RAO, 2018, ALLEND et al., 2022). Considerando o mencionado anteriormente, o
presente estudo tem como objetivo avaliar a destruicdo do biofilme formado por
cepas de A. baumannii diante da acdo da Bio-AgNP e meropenem sozinhos e
associados.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados quatro isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos provenientes da bactertioteca do Laborat6rio de Bacteriologia e
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Bioensaios (LaBBio) da UFPel. Esses isolados foram previamente caracterizados
molecularmente e fenotipicamente, possuindo diferentes padrfes genéticos
(FREITAS et al., 2020). Os isolados selecionados foram mantidos a -20°C em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) com 10% de glicerol, sendo reativados e semeados em
agar MacConkey (HIMEDIA®) 24 h antes dos ensaios. A Bio-AgNP utilizada em
nosso estudo foi obtida pelo método bioldgico de sintese que consistiu na reducao
do nitrato de prata pelo fungo Fusarium oxysporum cepa 551 no Laboratorio de
Genética Molecular da ESALQ-USP (Piracicaba, S4o Paulo, Brasil) (DURAN et al.,
2005). A capacidade de formacao do biofilme dos isolados de A. baumannii foi
determinada anteriormente por Freitas et al., 2020. Todos os isolados utilizados séo
fortes formadores de biofilme. Para a avaliagdo da atividade antibiofilme foram
utilizados quatro isolados clinicos de A. baumannii multirresistente e uma cepa
padrdo ATCC® 19606™ e seguiu Halicki et al., 2019 com modificagbes. Para o
ensaio de ruptura do biofiime, a etapa de formacdo do biofilme bacteriano foi
previamente realizada e as células aderidas foram expostas a concentracdo de 2x
MIC dos compostos (meropenem, Bio-AgNP e a combinacdo meropenem/Bio-
AgNP) para avaliar a capacidade de destruir o biofilme bacteriano. Os isolados e
cepa padréo foram cultivados em agar MacConkey (HIMEDIA®), e uma suspensao
bacteriana de cada isolado e cepa de A. baumannii foi preparada em BHI. Cem
microlitros da suspensao foram transferidos para microplacas de fundo plano de
poliestireno de 96 pocos e, em seguida, as placas foram incubadas por 24 horas a
37°C para formacao de biofilme. Apds o periodo de incubacédo, o contetudo dos
pocos foi removido e a lavagem foi realizada com 1x PBS para eliminar as células
nao aderidas. Em seguida, foram adicionados 100 mL de BHI contendo a
concentracdo de 2x MIC dos compostos. As placas foram reincubadas por mais
24h a 37°C e foram realizadas as etapas de lavagem, fixagcdo e coloracdo do
biofiime, e a quantificacdo da formacédo do biofilme foi realizada pela medida da
densidade oOptica a 540 nm (OD). A analise estatistica foi realizada por analise de
variancia de duas vias (ANOVA) usando um valor de probabilidade de p<0,05
usando o software GraphPad Prism 8.2.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A capacidade de formacao de biofilme de isolados e ATCC® 19606™ de A.
baumannii foram calculados com base nas réplicas e triplicatas biolégicas do
experimento e sdo expressos como a meédia. Os resultados da formacao de biofilme
foram interpretados e classificados como néo formadores (OD < ODc), formadores
de biofilmes fracos (DOc < DO < 2xDOc), moderados (2xDOc < DOc < 4xDOc) e
fortes (OD = 4xDOc). Todos os isolados e ATCC® 19606™ de A. baumannii foram
classificados como fortes formadores de biofilme. A atividade antibiofilme de
meropenem e Bio-AgNP isoladamente e em combinac¢do usando a concentracdo
de 2x MIC contra isolados e ATCC® 19606™ de A. baumannii demonstram
atividade de ruptura do biofilme e sdo mostrados na Figura 1. Osisolados e ATCC®
19606™ de A. baumannii mostraram uma variacao de 22% a 50% na ruptura do
biofilme formado quando meropenem/Bio-AgNP foi combinado, exceto Ab47. No
entanto, a maior capacidade de romper o biofilme ocorreu para Ab2 (76%) quando
o0 meropenem foi usado sozinho. Enquanto isso, as maiores porcentagens de
destruicéo 55,6% e 42,4% foram obtidas usando Bio-AgNP sozinho contra Ab13 e
Ab47, respectivamente. HU et al. (2021) mostraram que a combinacdo de Bio-
AgNP e domiphen produziu efeitos inibitérios sinérgicos na erradicagéo de biofilmes
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de A. baumannii, indicando que a combinacdo poderia exercer efeitos
antimicrobianos sinérgicos pela erradicacao da biomassa de biofilmes patogénicos.
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Figura 1. Capacidade de ruptura de biofilme por meropenem e Bio-AgNP:
tratamento sozinho e em combinacdo com 2x MIC para isolados e ATCC®

19606™ de A. baumannii.
4. CONCLUSOES

Dessa forma, € possivel concluir que a associacdo de Bio-AgNP com o
meropenem, assim como os compostos de forma isolada, demonstraram efeitos
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significativos na destruicdo do biofilme frente a cepa ATCC® 19606™ e isolados
multirresistentes de A. baumannii, evidenciando atividade antibiofilme.
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