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Resumo

Os microrganismos vivem em constante adaptacgao para sua sobrevivéncia, tanto no ambiente como no interior de outros organismos. O objetivo deste
artigo é reunir o conhecimento existente associado ao papel dos biofilmes microbianos na manutencao de bactérias, sua persisténcia e a associacao
com sua resisténcia aos antimicrobianos em infeccoes de diversos sitios anatdmicos. Trata-se de uma revisao da literatura, visando buscar estudos sobre
persisténcia e resisténcia bacteriana. Foram utilizadas as bases de dados: MEDLINE, LILACS e BVS. O biofilme é um mecanismo de sucesso evolutivo,
no qual bactérias e outros organismos se organizam e se inter-relacionam, inclusive através do Quorum sensing. As infec¢oes bacterianas associadas a
biofilmes sao de dificil tratamento, podendo ser responsavel pela cronicidade das mesmas e pela ineficacia da terapia antimicrobiana. Outra responsavel
por esta ineficacia sdo as células persisters, variantes fenotipicas que sobrevivem a terapia antimicrobiana em estado de laténcia e depois se reproduzem,
perpetuando sua existéncia. O estudo destas células e mecanismos sao de suma importancia para o acompanhamento de processos infecciosos diversos,
principalmente os cronicos.

Palavras-chave: Farmacorresisténcia bacteriana; biofilmes; infeccoes bacterianas.

Abstract

Microorganisms live in constant adaptation for their survival, both in the environment and inside other organisms. The objective of this article is to gather
the existing knowledge associated with the role of microbial biofilms in the maintenance of bacteria, their persistence and the association with their
resistance to antimicrobials in infections of different anatomical sites. This is a literature review, aiming to search for studies on bacterial persistence and
resistance. The following databases were used: MEDLINE, LILACS and VHL. The biofilm is an evolutionary success mechanism, where bacteria and other
organisms organize and interrelate, including through Quorum-sensing. Bacterial infections associated with biofilms are difficult to treat and may be
responsible for their chronicity and the ineffectiveness of antimicrobial therapy. Another responsible for this ineffectiveness are the persister cells, which
are phenotypic variants that survive antimicrobial therapy in a latent state and then reproduce, perpetuating their existence. The study of these cells and
mechanisms are of paramount importance for the monitoring of different infectious processes, especially the chronic ones.
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INTRODUCAO

As bactérias estao presentes em nosso planeta ha bilhdes
de anos e permanecem sobrevivendo mesmo diante de todos
os eventos e ambientes indspitos." Em resposta a alteracoes
ambientais e fisiologicas, ou as vezes espontaneamente, tais
microrganismos produzem varios grupos diferentes de sub-
populacdes especificas para atingir uma maior possibilidade
de sobrevivéncia.>?

Consideramos como biofilme uma comunidade de micror-
ganismos que vivem aderidos a uma superficie, envolvidos
numa complexa combinacao de compostos, como polissa-
carideos, proteinas e DNA extracelular, que dificulta a sua
erradicacdo, ja que estas estruturas podem ser consideradas
estratégias dos microrganismos para se manterem em uma
determinada superficie. Com base nessa possibilidade de
adaptacao microbiana, é extremamente relevante considerar a
dificuldade de se conterinfe¢des causadas por microrganismos
organizados nestes biofilmes.“*® Esta situacao pode ocorrer
em diferentes contextos, como no ambiente e até mesmo no
hospital, fazendo com que estas bactérias possam necessitar
de enfoques diferentes para a sua eliminacdo.”®

Um tipo de subpopulacdo importante, encontrada nos
biofilmes, sdo as chamadas células persisters, detectadas
inicialmente por Bigger em bactérias do género Staphylo-
coccus sp., e mais tarde também pela equipe de pesquisa de
Amato e Brynildsen em Escherichia coli e outras espécies.*'?
Essas cepas exibiram fenétipos temporarios de resisténcia a
antimicrobianos (geralmente a multiplos farmacos), distin-
guindo-se daquelas que desenvolvem resisténcia permanente
por mutagdes genéticas ou transferéncia horizontal de genes.
(M A descoberta de persistentes em biofilmes reacendeu o
interesse por essas células incomuns. De fato, a presenca
de células persistentes pode ser importante na etiologia de
muitas doencas infecciosas recalcitrantes.'?

Recentemente, a altaincidéncia de recidivas de infeccao
causada por persisters em pacientes imunocomprometidos
enfatizou a importancia desta pesquisa.’>' Acrescente-se,
ainda, a descoberta de que muitas infeccdes crénicas sdao
causadas por microrganismos persistentes, levando também
a0 uso excessivo de antimicrobianos e, sucessivamente, ao
surgimento de outras bactérias resistentes a estas classes de
farmacos." Portanto, é importante entender o mecanismo
preciso da formacéo destes biofilmes e quais seriam as estra-
tégias para seu controle. Este artigo de revisao tem como
objetivo reunir o conhecimento existente associado ao papel
dos biofilmes microbianos na manutencao de bactérias, sua

persisténcia e a associagao com sua resisténcia aos antimi-
crobianos em infeccdes de diversos sitios anatdmicos.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma revisao da literatura, visando buscar
estudos sobre persisténcia e resisténcia bacteriana. Foram
utilizadas as bases de dados: MEDLINE, LILACS e BVS, com
as seguintes palavras-chave: Farmacorresisténcia bacteriana,
Biofilmes, Infeccdes bacterianas e persisters. Os critérios de
inclusdo utilizados para a selecdo da amostra foram: artigos
publicados na integra em portugués, inglés e espanhol;
todo artigo, independentemente do método de pesquisa
utilizado, e abranger um periodo de 5 anos (2017 até 2022)
visando a atualidade dos dados consultados. Como critérios de
exclusao: artigos com duplicidade, acesso restrito ao resumo,
publicacdes sem adesdo ao objetivo da pesquisa e aqueles
que nao atenderam aos critérios de inclusdao. Apds busca
bibliografica com aplicacao dos filtros, critérios de inclusdo e
exclusao, realizou-se a leitura criteriosa dos titulos e resumos,
no intuito de verificar a consonancia com o objeto de estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Biofilme

Biofilme é uma espessa camada de microrganismos que se
agregam para formar uma comunidade microbiana. A mesma
se liga a uma superficie com uma camada de polissacarideo
chamada de substancia polimérica extracelular (SPE)."® O
SPE consiste em polissacarideos, DNA extracelular, proteinas,
lipidios, surfactantes, flagelos e pili. Esta matriz polimérica
protege os microrganismos, pois forma-se ao redor e sobre
o crescimento microbiano, promovendo o desenvolvimento
desta comunidade e protegendo de ameacas a sua sobre-
vivéncia. O biofilme é poroso, a fim de possibilitar a entrada
eficaz de nutrientes e eliminacdo de produtos residuais.®®®

De forma geral, existem dois tipos de células provenientes
de crescimento microbiano, as células individuais de vida livre
e as sésseis, que quando formam agregados podem derivar
em biofilmes,"” os quais podem ser compostos de bactérias
Gram-positivas, bactérias Gram-negativas, uma combinacao
de ambas, bactérias junto a fungos, protozoarios, algas e até
virus. Porém, na maioria dos biofilmes os microrganismos
representam menos de 10% da massa seca, sendo os outros
90% compostos pela matriz polimérica.®

As células que fazem parte de um biofilme realizam uma
complexa rede de interagdes, em que o principal objetivo
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€ manter a sobrevivéncia desta comunidade e um nivel de
organizacao. Este sistema é denominado Quorum sensing.®

Comunicagao (Quorum sensing)

O sistema Quorum sensing (QS) é um assunto extrema-
mente atual, e com base em seu estudo estamos gradual-
mente expandindo nossa compreensao sobre como as
bactérias se comunicam umas com as outras e regulam suas
atividades e interagdes.

Neste sistema, as bactérias controlam o comportamento
de toda a populacado bacteriana sintetizando e secretando
moléculas sinalizadoras, também conhecidas como moléculas
autoindutoras (Als). Esse sistema é usado pelas bactérias para
se comunicar e orquestrar a estrutura e funcao dos biofilmes
bacterianos.®

Para que isso ocorra, as bactérias que produzem essas
moléculas sinalizam para outras préximas. Quando as bacté-
rias detectam que as Als atingiram uma concentracao limite,
elas respondem alterando a expressao e o comportamento
de seus genes. Além disso, os microrganismos compartilham
material genético, que também aumenta a sobrevivéncia desta
estrutura.® Além de modificar coletivamente o comportamento
bacteriano, as Als relacionadas ao QS também podem serincor-
poradas na diafonia entre o hospedeiro e os microrganismos.'®

Os estimulos quimicos de comunicagdo (QS) entre as
células podem promover diversas mudancas no comporta-
mento da comunidade microbiana como um todo.® Entre
elas podemos citar: a resposta ao estresse promovida pela
limitacdo de nutrientes com consequente crescimento lento;
aumento da expressao de bombas de resisténcia a multiplos
farmacos; ativacao de sistemas de deteccdao de quorum e
mudancas no perfil das proteinas da membrana externa.

Em razao das especificidades do biofilme, como varia-
bilidade microbiana, o SPE, a organizacdo populacional,
a presenca de células persisters e até mesmo a eficacia do
QS, torna-se uma tarefa ardua a deteccdo do biofilme em
amostras clinicas.™

Deteccao do biofilme

O diagndstico de infeccdo por biofilme é feito princi-
palmente por achados clinicos, pois devido a sua prépria
natureza, detectd-los é um desafio. Varios métodos tém sido
sugeridos para detectar biofilmes em ambiente laboratorial,
mas esse avanco nao é tdo grande no ambiente clinico. Ou
seja, os métodos in vitro, em condig¢des ideais e controladas,
sdao muito mais eficazes do que o diagnéstico in vivo, direta-
mente no sitio de formacao do biofilme.”'?)

As infeccOes por biofilme geralmente estdo associadas a
infeccdes cronicas e permanecem nos locais de infeccdo, mui-
tas vezes na presenca de dispositivos implantados. Biofilmes
podem produzir infeccdes ocultas ou subclinicas, que provo-
cam uma resposta inflamatéria diminuida do hospedeiro e,
portanto, sdo mais dificeis de detectar e tratar. Quando um
biofilme é formado em um dispositivo implantado, ele ndo
pode ser detectado sem remocéo do dispositivo.”

Apesar da evolugao tecnolégica em deteccao laboratorial
do biofilme, as técnicas microbioldgicas ainda podem ter uma
sensibilidade nédo tao satisfatéria, como a cultura, por exem-
plo.Isto porque, ainda que as células possam ser detectadas,
existem fatores limitantes, como as variantes de crescimento
lento e as persisters, que como ja foi mencionado podem
nao formar colénias no ambiente laboratorial. Entre outros
fatores, as técnicas de cultura podem ser ineficazes devido
a heterogeneidade dos biofilmes, a presenca de espécies
mistas e ao envolvimento de cepas bacterianas exigentes.”)

Nao existe uma técnica padronizada em ambiente clinico
para deteccdo de biofilmes, embora haja extrema necessidade
e caréncia deste segmento. No entanto, as técnicas moleculares
sdo promissoras pelos avancos recentes na deteccao de bio-
filme, assim como o uso de biomarcadores associados ao bio-
filme e atécnicas deimagem. Os métodos moleculares incluem
0 sequenciamento metagendmico de tecnologias baseadas
em DNA. Desta forma é possivel revelar mais informacoes
em relacao ao método com RNA ribossémico para deteccao.
Dentre essas informacoes, podemos citar alguns mecanismos
de resisténcia a antibidticos e fatores de viruléncia.”

Outro método promissor é a utilizacao de biomarcadores,
pois quando associados ao biofilme podem detectar molécu-
las Unicas ou estimular uma resposta especifica do hospedeiro
ao mesmo. Os anticorpos podem nao ser detectados durante
uma infeccdo aguda, no entanto podem ser utilizados para
detectar uma infeccao associada ao biofilme.®

As proteinas sdao as principais substancias utilizadas como
biomarcadores para as bactérias formadoras de biofilme. Ja
as imagens de biofilme fornecem informacdes espaciais e
podem auxiliar a andlise dos outros métodos convencionais,
otimizando-0s.®

Por meio da microscopia eletronica de varredura (MEV),
tem sido possivel observar que agregados microbianos maio-
res sdo normalmente encontrados nas feridas mais dificeis
de curar, enquanto agregados menores foram encontrados
nas feridas agudas.®

Entre os métodos nao convencionais de deteccao
de biofilmes, podemos citar a investigacdo baseada em
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bioimpedancia, em que sdo utilizadas correntes elétricas e
ondas acusticas de superficie usando vibracdo.®

Biofilme e infeccoes

A infeccdo bacteriana em uma ferida segue uma “pro-
gressao exponencial’, iniciando com replicagao bacteriana,
producao de uma matriz polimérica e, por consequéncia
formacao do biofilme.® Diversos fatores colaboram para a
mudanca de colonizacao para infeccao, abrangendo a viru-
Iéncia dos microrganismos, a suscetibilidade do hospedeiro,
a carga bioldgica dos microrganismos e o compartilhamento
do material genético entre os mesmos.®'

As bactérias da espécie Staphylococcus aureus causam
diversas infeccdes cronicas e se localizam no centro dos
problemas em infec¢des adquiridas na comunidade e em
instituicoes de saude. Com sua capacidade de formar bio-
filme, sua participacao e dificuldade de resolucdo em feridas
cronicas continua a crescer.®

As feridas cronicas que nao cicatrizam incluem ulceras
venosas nas pernas, llceras nos pés diabéticos, Ulceras por
pressao e queimaduras. Uma das causas da cronicidade de
feridas se deve ao metabolismo das bactérias na superficie
da ferida, principalmente quando comeca a replicacdo. Os

Infecgdes humanas associadas a formacao de biofilme.

subprodutos ali formados, como endotoxinas e metalopro-
teinases, afetam negativamente as fases da cicatrizacdo.®

Além dos casos citados, os biofilmes séo encontrados na
sindrome do intestino irritavel, membranas timpanicas, feridas
crénicas, osteomielite, placa dentaria, infeccdes pulmonares
causadas por Pseudomonas sp., na fibrose cistica, amigdalite,
implantes, valvulas cardiacas artificiais, lentes de contato e
todos os tipos de cateteres internos.©

Uma bactéria muito presente em pesquisas é a Pseu-
domonas aeruginosa, um bacilo Gram-negativo, anaerébio
facultativo e ndo fermentador de glicose. A capacidade desta
bactéria formar um biofilme é uma de suas principais estra-
tégias de sobrevivéncia, principalmente formando canais de
agua, e tem como funcdo distribuir nutrientes e oxigénio. A
disponibilidade de nutrientes é um dos fatores limitantes
para a colonizacao, como também o gradiente de oxigénio
presente em sua superficie.?

As espécies mais comuns recuperadas de biofilme séo S.
aureus, Streptococcus spp., Proteus spp., Escherichia coli, Pseu-
domonas spp., Klebsiella spp. e Citrobacter spp,’® Dependendo
dossitio de infeccao, podemos encontrar determinados tipos
de bactérias, até mesmo uma espécie mais especifica, como
podemos observar no Quadro 1.

Infeccoes Espécies bacterianas envolvidas

(drie dentdria Cocos Gram-positivos (Streptococcus spp.)
Periodontite Bactérias bucais anaerdbias Gram-negativas

QOtite média Haemophilus influenzae

Amigdalite cronica Vdrias espécies

Fibrose cistica Pseudomonas aeruginosa

Endocardite Streptococcus do grupo viridans e Staphylococcus spp.

Fasciite necrosante

Infeccdes musculoesqueléticas
Osteomielite

Infeccdo do trato biliar

Infeccdes renais

Prostatite bacteriana

Desvio de liquido cefalorraquidiano
Lentes de contato

Suturas

Pneumonia associada a sistema de ventilacdo
Vdlvulas mecanicas cardiacas
Infeccdes em cateter endovascular

Streptococcus do grupo A

Cocos Gram-positivos

Vadrias espécies

Bactérias entéricas

Bacilos Gram-negativos

Escherichia coli

Staphylococcus spp.

Pseudomonas aeruginosa e cocos Gram-positivos

Staphylococcus spp.

Bacilos Gram-negativos

Cocos Gram-positivos

Staphylococcus spp.

Fonte: Adaptado de Vermelho e colaboradores (2008).%"
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Biofilme x Resisténcia

Quando o biofilme é produzido em organismo, a infeccao
por diversas vezes se torna crénica e ndao cede ao uso de
antimicrobianos nem ao sistema imunolégico do hospe-
deiro, interferindo na atividade fagocitica do macréfago ou
contribuindo para a inativagao de anticorpos.®

Atolerancia ao antimicrobiano pelo biofilme é diferente
da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos. Bactérias
incorporadas em um biofilme sdo capazes de sobreviver ao
tratamento com antimicrobianos por conta da tolerancia e até
resisténcia. Entretanto, no primeiro caso, quando o biofilme
é rompido, as bactérias se tornam suscetiveis ao tratamento
com antibidticos.®

Aresisténcia do biofilme é derivada de inumeros fatores
e pode variar muito de uma infeccdo para outra. As bactérias
dentro de um biofilme, por exemplo, podem resistir a uma
concentracdo de antimicrobiano de até mil vezes mais que
a Concentracao Inibitéria Minima (CIM), quando em estado
planctonico. ©

Persisters

Persisters sao variantes fenotipicas das cepas bacterianas
habitualmente presentes no biofilme, cuja fun¢ao é a sobrevi-
véncia. Estas células ficam num estado de aparente dorméncia,
nao se dividem, exibindo tolerancia a multiplos farmacos e
podem sobreviver ao tratamento com diversos antimicrobia-
nos conhecidos. Além disso, algumas nao sao cultivaveis e o
mecanismo de tolerancia persistente é distinto dos mecanismos
bem compreendidos de resisténcia a antibidticos.?

E possivel observar esse fenémeno também no ambiente,
uma vez que Persisters ja foram detectadas em esgoto,
trazendo riscos a saude por conta de ineficacia no seu tra-
tamento.?? As pressoes gerais enfrentadas por bactérias
no ambiente incluem uma variedade de condigdes, como
a necessidade de nutrientes frente sua escassez, estresse
oxidativo, Quorum sensing, resposta a danos e a presenca
de antibidticos, induzindo a formacao de células persisters.?

Ha evidéncias consideraveis em modelos in vivo, desta-
cando a importancia das persisters em prolongar o tempo
de infeccoes. O papel potencial dessas células na recaida
de processos infecciosos também é uma razao significativa
para investiga-las.?” As andlises acerca das persisters séo um
grande desafio, mediante a transitoriedade e reversibilidade
de tal estado fisiol6gico, assim como a pequena quantidade
de material biolégico que pode ser gerado a partir das raras
células em relacao ao restante das colénias.

Durante muitos anos e por falta de investimentos na area,
o foco dos estudos se concentrou em manipular populacdes
bacterianas, geneticamente ou ambientalmente, aferindo as
mudancas que essas manobras tinham em relacdo a comu-
nidade bacteriana e na formacao de persisters.?

Com o passar do tempo e da evolugao tecnoldgica,
tornou-se prioridade a pesquisa unicelular, uma vez que as
persisters sdo uma parcela minima da populacdo microbiana.
O uso de dispositivos microfluidicos associados a microscopia
e citometria de fluxo tornou-se alternativa promissora. Com
a utilizacdo destes dispositivos, o isolamento unitario de
bactérias foi possivel, assim como acompanhar o compor-
tamento individual usando microscopia de lapso de tempo
e resultando em um mapeamento histérico das persisters.??

Persisténcia x Resisténcia

Existe ainda muita desinformacéo sobre o entendimento
de persisters, principalmente no tocante a diferenca entre
este tipo de célula e a resisténcia. O fendmeno de persistén-
cia difere em alguns aspectos, tanto no nivel populacional
quanto no nivel individual.*” Podemos observar algumas
destas diferencas na Figura 1.

No nivel populacional, enquanto as col6nias suscetiveis
e as resistentes apresentam homogeneidade, as colénias que
apresentam persisténcia sao heterogéneas. Este fato ocorre
por conta das células persisters serem minoria e estarem em
laténcia, por consequéncia nao se reproduzindo. Frente a
exposicao aos antimicrobianos, em disco-difuséo, existe halo
de inibicdo semelhante entre colOnias suscetiveis e as que
apresentam persisténcia. Em contrapartida, as resistentes
exibem reducéo significativa do halo ou até a auséncia do
mesmo. Outra grande diferenca é a cinética bacteriana apds
a exposicao aos antimicrobianos.®”

A curva de crescimento das coldnias suscetiveis entra
normalmente em declinio, terminando em morte de todas
as colonias. Na curva de crescimento das resistentes, ha
crescimento continuo e na curva das col6nias contendo
persisters, hd um grande declinio causado pelas mortes das
nao-persisters, chegando depois a uma estabilizagao atribuida
as células portadoras do fendbmeno de persisténcia.*2

No nivel de célula Unica, as células persisters nao apre-
sentam estabilidade, pois nao ha transmissao de persisténcia
para as préximas geragoes. Assim como as células suscetiveis,
as persisters ndo apresentam crescimento frente a exposicdo a
antimicrobianos. J& as bactérias resistentes apresentam cres-
cimento frente a exposicdo a antimicrobianos especificos.®2
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Suscetibilidade Resisténcia Persisténcia
Heterogeneidade
F
Concentragao
z inibitoria s r 1 B
S minima
)
°
z - - b
cinética = 1 =2 =
Tempo Tempo
Estabilidade Sim Sim

e _ o i
: @ @ :
- Sim Sim Nao
o
'8 Crescimento - P -
E em antibidtico
2

Antibiético Inespecifico Especifico Inespecifico

Diferencas populacionais e individuais entre suscetibilidade, resisténcia e persisténcia

Fonte: Adaptado de Gollan et al. (2019).24

CONCLUSAO

Biofilme e persisters estao presentes no ambiente e
também na clinica, sendo um desafio tanto detecta-los
quanto tratar infeccdes associadas. Os estudos acerca dos
topicos abordados dao base para melhorar o entendimento
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associado afisiopatologia e aos novos métodos diagndsticos
adequados para a deteccao in vitro e in vivo desta comuni-
dade microbiana tdo organizada, assim como o fenébmeno
de persisténcia e a diferenca deste para a resisténcia aos
antimicrobianos. Tais estudos sdo cruciais na compreensao
de processos infecciosos cronicos e de dificil tratamento.
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