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RESUMO

Cada vez mais se observa a prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas
de diversas amostras hospitalares. Membros do complexo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii (ACB) resistentes a antimicrobianos estdo entre 0s principais microrganismos
causadores de infeccBes relacionadas a assisténcia em saide em todo o mundo. A permanéncia
no ambiente e a dificuldade de tratamento sdo especialmente agravadas pela sua capacidade de
formar biofilme, visto que a presenca do biofilme pode dificultar a agdo de antibidticos e de
outros agentes antimicrobianos. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar
a capacidade dos antimicrobianos tobramicina e polimixina B em erradicar biofilmes formados
por isolados hospitalares de ACB. Para isso, foram utilizados 19 isolados de ACB oriundos de
amostras clinicas. A capacidade destes isolados em formar biofilme, bem como a
suscetibilidade de cultivos plancténicos a tobramicina e a polimixina B, foram analisadas. Os
isolados foram cultivados por 48 h em microplacas na condi¢do de biofilmes. Apds este periodo,
a concentracdo minima para erradicacdo de biofilme (CMEB) foi avaliada empregando os
farmacos tobramicina e polimixina B, expondo a concentracfes de polimixina B, que variaram
de 1 a 32 pg/mL, e concentragdes de tobramicina de 2 a 256 pg/mL. Foi observado que a
concentracdo de polimixina B necesséria para erradicar biofilme de ACB em todos os isolados
analisados foi superior a 32 pg/mL, enquanto ao avaliar a tobramicina, dois isolados
apresentaram a CMEB de 256 pg/mL, e o restante apresentou concentragdo superior a 256
pg/mL. A intensidade dos biofilmes classificada como forte, moderada ou fraca ndo mostrou
interferir na CMEB de ambos os farmacos. Também ndo foi observada relacdo entre
concentragdes inibitorias minimas (CIM) desses farmacos em cultivos plancténicos com as
CMEB. Por fim, este estudo mostra a dificuldade em eliminar biofilmes de ACB, 0 que tem
potencial impacto na falha terapéutica de infecgdes causadas por microrganismos organizados
desta maneira. Adicionalmente, aponta para a incapacidade dos testes de rotina laboratorial,
que sdo baseados em determinagdo de CIM em cultivos planctonicos, em predizer a
suscetibilidade de biofilmes de ACB a antimicrobianos.

Palavras-chave: Polimixina B. Tobramicina. Resisténcia bacteriana. Biofilme. Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii



ABSTRACT

The prevalence of antimicrobial resistance in bacteria isolated from several hospital samples is
increasing steadily. Members of the Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB) complex
resistant to antimicrobials are one of the main microorganisms that cause healthcare associated
infections worldwide. The permanence in the environment and the complexity of treatment are
further complicated by the capacity to form biofilm, which can prevent the action of antibiotics
and other antimicrobial agents. In this context, this study aimed to analyze the capacity of
tobramycin and polymyxin B in eradicating the biofilms formed by clinical isolates of ACB. It
used 19 clinical ACB isolates and the capacity to form biofilm and the susceptibility to
tobramycin and polymyxin B in planktonic state were determined. The isolates were grown for
48 hours in microplates for the formation of biofilm. After that, the minimal biofilm eradication
concentration (MBEC) was determined, employing concentrations of 1 to 32 pg/mL and 2 to
256 pg/mL of polymyxin B and tobramycin, respectively. It was observed that the concentration
of polymyxin B needed to eradicate all ACB biofilms was higher than 32 pg/mL. For
tobramycin, two isolates presented a MBEC of 256 ug/mL, while the remaining isolates
presented a MBEC higher than 256 pg/mL. The intensity of biofilms was classified as strong,
moderate or weak, and it did not present any interference in the MBEC of both drugs. Also, it
was not observed any relation in the minimal inhibitory concentration (MIC) observed in
planktonic state and the MBEC for both antibiotics. Finally, this study shows the difficulty in
eradicating ACB biofilms, which has potential impact in therapeutic failure in infections caused
by them. Additionally, it shows the incapacity of routine laboratory tests, which are based in
determination of MIC in planktonic cultures, to predict the susceptibility of ACB biofilms to
antimicrobials.

Keywords: Polymyxin B. Tobramycin. Bacterial resistance. Biofilm. Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

As infecgdes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS) sdo consideradas uma das
principais causas mortalidade e morbidade em pacientes internados (STONE, 2009) Estima-se
que, atualmente, o Brasil apresente uma prevaléncia em torno de 15% de IRAS (ALVIM,;
SANTOS, 2017). O progndstico dos pacientes com IRAS é especialmente desfavorecido devido

a alta incidéncia de casos envolvendo resisténcia a antimicrobianos (ANVISA, 2019).

Resisténcia bacteriana

Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um dos grandes problemas de salde
mundial. A penicilina foi introduzida no tratamento de infe¢des na década de 1940, tornando-
se um sucesso no tratamento de soldados da Segunda Guerra Mundial (VENTOLA, 2015).
Porém, a resisténcia a penicilina comecou a aparecer na década de 1950, e novas geracfes dos
B-lactamicos, juntamente com novas classes de antibidticos nas décadas seguintes foram
introduzidas no mercado (VENTOLA, 2015). Em reviséo realizada em 2015, infelizmente, foi
relatado que ja existiam isolados resistentes a praticamente todos os antibioticos introduzidos

no mercado até aquele momento, conforme mostrado na figura 1.



Figura 1- Linha do tempo da resisténcia a antimicrobianos

A Timeline of Key Events®
ANTIBIOTIC RESISTANCE

IDENTIFIED
Penicillin-R Staphylococcus 1940

Tetracycline-R Shigella 1959
Methicillin-R Staphylococcus 1962

Penicillin-R pneumococcus 1965

Erythromycin-R Streptococcus 1968

Gentamicin-R Enterococcus 1979

Ceftaroline-R Staphylococcus 2011

the date is based upon reports of health

population usage in 1943.

Figure 1 Developing Antibiotic Resistance:
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Imipenem-R Enterobacteriaceae 1998 —
XDR tuberculosis 2000 ——— 2000 Linezolid
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Vancomycin-R Staphylococcus 2002 — .
PDR-Acinetobacter and Pseudomonas 2004/5 — 2003  Daptomycin
Ceftriaxone-R Neisseria gonorrhoeae 2009 — :

PDR-Enterobacteriaceae / 2010; ‘Cefiaroline

PDR = pan-drug-resistant; R = resistant; XDR = extensively drug-resistant

Dates are based upon early reports of resistance in the literature.
In the case of pan-drug-resistant Acinetobacter and Pseudomonas,

care transmission or

outbreaks. Note: penicillin was in limited use prior to widespread
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Adaptado de Ventola (2015), linha do tempo delimitando os principais eventos no desenvolvimento da

resisténcia aos principais antimicrobianos, juntamente com a data de introducéo no mercado de cada
antimicrobiano. As datas sdo baseadas nos primeiros relatos de resisténcia na literatura, e no caso de
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Acinetobacter e Pseudomonas pan-resistentes, a data é baseada em relatos de transmisséo na salde e surtos.
Nota: a penicilina tinha o seu uso limitado antes de 1943.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a resisténcia bacteriana é considerada
uma das principais ameacas para a saide mundial, seguranca alimentar e desenvolvimento geral
(““Antibiotic resistance”, [s.d.]). A crise atual se deve a diversos fatores, tanto devido a natureza
microbiana ou humana. Bactérias possuem estruturas relativamente simples quando
comparadas a estruturas eucaridticas, e além disso, possuem tempos de geracdo bem menores,
permitindo uma réapida e eficiente adaptacédo ao ambiente (MICHAEL; DOMINEY-HOWES;
LABBATE, 2014). Com a presséo seletiva positiva causada pelos antimicrobianos, e mutacgdes
observaveis pela rapida reproducdo, resisténcia a antimicrobianos ndo é sé favorecida, como
inevitavel (MICHAEL; DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014).

Além disso, o comportamento humano no uso de antimicrobianos contribui para a
rapida disseminacdo da resisténcia, cabendo destacar a concentracdo urbana da populacéo, que
permite a rapida disseminacdo de doencas, 0 uso exagerado de antimicrobianos, a prescri¢ao
inapropriada e até recentemente, compra de antimicrobianos sem prescricdo médica. Outros
fatores também influenciam, como por exemplo, 0 uso extensivo em agropecuéria, baixa oferta
de novos antibi6ticos, e relutancia em vacinacdo contribuem para o cenério atual (MICHAEL,;
DOMINEY-HOWES; LABBATE, 2014; VENTOLA, 2015).

Existem diversos mecanismos de resisténcia que as bactérias utilizam para contornar a
acao dos antimicrobianos. Geralmente esses mecanismos sdo adquiridos por meio de
transferéncia horizontal de genes, seja por transformacéo, transposi¢cdo ou conjugacao, ou
também pela mutacédo prépria do DNA bacteriano (REYGAERT, 2018). A transferéncia génica
horizontal pode ser mediada por plasmideos ou por bacteriéfagos, mas alguns microrganismos,
como Acinetobacter spp., também sdo naturalmente competentes, mesmo em ambiente clinico
(DOMINGUES et al., 2019; REYGAERT, 2018).

Os mecanismos de resisténcia podem ser divididos em quatro grupos gerais: extrusao
por bombas de efluxo, modificacdo do alvo, inativagdo e limitacdo da absorcdo do
antimicrobiano (REYGAERT, 2018). Os mecanismos estdo ilustrados na figura 2. Com esses
mecanismos, 0S microrganismos conseguem uma rapida adaptacdo a uma vasta gama de
antimicrobianos, de forma que a pesquisa e a industria farmacéutica ndo conseguem

acompanhar.
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Figura 2- Mecanismos gerais de resisténcia a antimicrobianos

Limiting
uptake of

Inactivation Kosmidis S,
Modification of of a drug 2015

drug target

Adaptado de Reygaert (2018), onde demonstra 0s mecanismos gerais de resisténcia, que podem ser
classificados como: extrusdo por bombas de efluxo, modifica¢do do alvo, inativacao e limitagdo da absor¢do do
antimicrobiano

Considerando a resisténcia bacteriana no contexto hospitalar, é necessario ressaltar 0s
microrganismos conhecidos como ESKAPE: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp. (RICE, 2008). Estes microrganismos tém se mostrado resistentes a grande maioria dos
antimicrobianos presentes no mercado. No Brasil, A. baumannii ¢ um dos principais
microrganismos encontrados em Unidade de Terapia Intensiva (UT]I) adulto, apresentando altas
taxas de resisténcia(ANVISA, 2019).

Complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB)

Bactérias do género Acinetobacter sdo geralmente caracterizadas como cocobacilos
gram-negativos, catalase-positivos, oxidase-negativos, ndo moveis e ndo fermentadores
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Clinicamente, o complexo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii (ACB) é considerado o mais relevante, visto que as IRAS causadas

por membros do género Acinetobacter geralmente provém desse complexo. O complexo ACB
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é composto pelas espécies A. baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pittii e
Acinetobacter nosocomialis (NEMEC et al., 2011; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

E importante notar também que enquanto A. baumannii, A. pittii e A. nosocomialis s3o
geralmente responsaveis por infeccles, a espécie A. calcoaceticus raramente é encontrada em
infeccOes, e geralmente é isolada em amostras de solo e &gua. Porém, como esta espécie
ambiental compbde a denominacdo do complexo, ACB pode ser um nome que nao
necessariamente representa 0s principais patégenos do grupo (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008).

Estas espécies possuem uma similaridade genética grande, e testes presuntivos
geralmente ndo conseguem diferencid-las. Até recentemente, as espécies A. pittii e A.
nosocomialis possuiam as nomenclaturas provisérias de Acinetobacter espécie genémica 3 e
Acinetobacter espécie gendmica 13TU, respectivamente (NEMEC et al., 2011).

Com o avanco de técnicas moleculares, a diferenciacdo entre espécies pode ser feita
pelo sequenciamento dos genes rpoB, gyrB e RNAr 16S, entre outros genes, bem como pela
utilizacdo de espectrometria de massa MALDI-TOF (Matriz Assisted Laser Desorption
lonization Time of Flight) (TOH et al., 2015). Porém, a diferenciacdo, muitas vezes, ndo é
realizada, justamente pela complexidade e demora dos testes, sendo classificada somente como
complexo ACB (LA SCOLA etal., 2006; TOH et al., 2015).

O complexo ACB é responsavel principalmente por casos de pneumonia hospitalar,
principalmente em pacientes utilizando ventilacdo mecanica. ACB também é responsavel por
alguns casos de pneumonia comunitaria, principalmente em pacientes com histérico de abuso
alcodlico, infeccdes de corrente sanguinea, infec¢bes do trato urinario e meningites (PELEG,;
SEIFERT; PATERSON, 2008).

O complexo ACB teve grande sucesso clinicamente ndo somente pela alta taxa de
resisténcia a antimicrobianos, mas também pela capacidade de formacédo de biofilme (YANG
et al., 2019), e com isso, a permanéncia em superficies sem que a sua viruléncia seja perdida
(CHAPARTEGUI-GONZALEZ et al., 2018). Logo, o estado de biofilme é fundamental para o

sucesso e disseminacdo da resisténcia em ACB.

Biofilme

O biofilme é considerado um agregado celular, com alto nivel de organizagéo, que esta
associado a uma superficie, e envolvido por uma matriz extracelular composta por agua e
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2016;
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FLEMMING; WINGENDER, 2010). A composi¢do do biofilme é complexa, contendo
diversos polissacarideos, proteinas, DNA livre, lipideos e outros componentes organicos, além
de apresentar diversas func@es, niveis de organizacdo e interacGes sociais (DINCER; USLU;
DELIK, 2020; FLEMMING et al., 2016; FLEMMING; WINGENDER, 2010; WILKING et
al., 2011).

O componente celular compde cerca de 10% do biofilme, sendo que o resto consiste em
EPS, que é responsavel pela adesdo do biofilme a superficie, interacdo intercelular e estrutura
arquitetural do biofilme (FLEMMING; WINGENDER, 2010). Ainda ndo se tem todos 0s
componentes da matriz elucidados, visto que muitas vezes séo dificeis de se isolar e pela grande
diversidade presente, porém, j& se observou diversas funcBes para cada substancia estudada
(FLEMMING et al., 2016; FLEMMING; WINGENDER, 2010).

As etapas de formacdo do biofilme podem ser resumidas em cinco estagios: adesdo a
superficie, formacdo da primeira camada de células aderidas e producdo de matriz extracelular,
formacdo de micro col6nia com vérias camadas, maturacdo da arquitetura do biofilme e,
finalmente, reversdo ao estado planctonico com a dispersdo das células e desconstrucdo da
matriz (DINCER; USLU; DELIK, 2020; HOLLMANN; PERKINS; WALSH, [s.d.]). Estas
etapas estdo ilustradas na figura 3, porém € importante notar que a formacéao de biofilme é um
processo complexo e que tanto as propriedades da célula microbiana, quanto da superficie

influenciam nas etapas de formacdo (DONLAN, 2001).

Figura 3- Representacdo esquematica da formacg&o de biofilme
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Fonte: HOLLMANN; PERKINS; WALSH, [s.d.]
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A capacidade do complexo ACB em formar biofilme em superficies bioticas e abidticas
é preocupante, visto que aumenta a propensdo de IRAS devido a colonizacdo de superficies
hospitalares e equipamentos medicos, como cateteres, tubos endotraqueais e proteses diversas
(JAMAL et al., 2018). Ademais, ja foram encontrados isolados clinicos de A. baumannii em
estado de biofilme em superficies plasticas e de vidro (LONGO; VUOTTO; DONELLLI, 2014).

Em isolados de A. baumannii, foi observada a importéncia de diversos genes na
regulacao e formacao de biofilme. O gene bap tem um papel importante na adesao intercelular,
acumulacdo de células e estabelecimento do biofilme (YANG et al., 2019), enquanto a
regulacdo deste é influenciada pela densidade celular bacteriana, presenca de diversos
nutrientes e concentragdo de cétions. O sistema BfmRS ativa a expressdo do sistema de
chaperonas CsuA/BABCDE, que, por sua vez, é responsavel pela producao do pili, necessario
para a adesdo bacteriana em superficies de poliestireno (LIN; LIN; LAN, 2020; LUO et al.,
2015). A proteina de membrana externa A (OmpA), uma porina B-barril que atua na
permeabilidade celular, além de atuar na adesdo em superficies, também tem papel parcial na
formacéo de biofilmes robustos em superficies plasticas, atuando juntamente com o operon csu
(LIN; LIN; LAN, 2020; SMANI et al., 2014; YANG et al., 2019). A expressao do gene blapgr-
1, que codifica a B-lactamase de espectro estendido PER-1, em isolados clinicos de A.
baumannii foi identificada como importante para a adesao e formacao de biofilme em células
epiteliais (LEE et al., 2008; YANG et al., 2019). Logo, pode se observar que a formagéo,
regulacao e crescimento de biofilme em ACB é um processo multifatorial e complexo, onde
nem todos 0s componentes ainda estdo elucidados.

Estudos mostram que o crescimento na condi¢do de biofilme pode contribuir para
disseminacéo de resisténcia (DONLAN, 2001; YANG et al., 2019). Visto que a transferéncia
horizontal de genes em biofilme é de uma magnitude bem maior quando comparada com o que
ocorre em crescimento planctdnico, o estado de biofilme favorece a resisténcia adquirida a
antimicrobianos (DONLAN, 2001; STALDER; TOP, 2016).

Além disso, o estado de biofilme promove a resisténcia intrinseca a antimicrobianos por
diversos mecanismos, visto que pode dificultar a difuséo de alguns antimicrobianos pela matriz
extracelular, e, consequentemente, evitando 0 contato dos antimicrobianos com 0s
microrganismos e a inativacdo destes (DINCER; USLU; DELIK, 2020). Outro possivel
mecanismo de resisténcia intrinseca seria que microrganismos em estado de biofilme possuem
taxas de divisdo heterogéneas, principalmente devido a formacéao de gradientes de nutrientes e
oxigénio (FLEMMING et al., 2016). Visto que algumas classes de antimicrobianos atuam em

certas fases de divisdo, a eficacia destes pode ser diminuida, bem como a taxa de absorcao
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destes pode ser reduzida (DINCER; USLU; DELIK, 2020). Finalmente, outros fatores também
influenciam na falha terapéutica em biofilme, como quorum sensing, alta concentracdo de
enzimas degradadoras de antimicrobianos e presenca de DNA na matriz, células persisters,
diversidade genética, interacdes entre espécies, entre outros (DINCER; USLU; DELIK, 2020).

Com essa discrepancia entre o estado planctonico e biofilme, muitos testes de
determinacéo de susceptibilidade que utilizem o estado planctonico podem fornecer resultados
ndo representativos para possivel tratamento de infeccdes causadas por biofilme (MACIA;
ROJO-MOLINERO; OLIVER, 2014).

Testes de susceptibilidade

Os testes para avaliacdo de susceptibilidade utilizados clinicamente geralmente sdo
realizados com 0s microrganismos em estado planctonico, tais como disco-difusdo e
determinacédo da concentracao inibitéria minima (CIM), seja por microdilui¢do, macrodiluicdo
ou diluicdo em 4gar (BAYOT; BRAGG, 2020; RELLER et al., 2009). Entretanto, estes testes,
especialmente disco-difusdo em &gar, sdo muito utilizados principalmente pela sua facilidade e
rapidez, além do baixo custo dos materiais necessarios.

Porém, quando se observa o biofilme e todas as suas interagdes complexas, muitas
vezes, sdo necessarios outros parametros para avaliar se existe chance de sucesso terapéutico
(MACIA; ROJO-MOLINERO; OLIVER, 2014), uma vez que, quando em biofilme, as células
tendem a possuir resisténcia e tolerancia muito maior aos antimicrobianos (FLEMMING et al.,
2016).

Existem testes para a avaliacdo de susceptibilidade em biofilme in vitro (MACIA;
ROJO-MOLINERO; OLIVER, 2014). Alguns testes sdo realizados em sistemas fechados, que
sdo mais simples e praticos e apresentam menor risco de contaminacgéo, porém nado reproduzem
muito bem as interacdes complexas do biofilme com o ambiente (MACIA; ROJO-
MOLINERO; OLIVER, 2014). Os sistemas abertos tém o beneficio de serem mais dindmicos,
além de possibilitar a observacdo de parametros de farmacodindmica e farmacocinética, porém
esses testes tendem a ser mais caros e exigem equipamentos mais complexos (MACIA; ROJO-
MOLINERO; OLIVER, 2014).

Também é importante notar que os modelos atuais de avaliacdo em biofilme, tanto
fechados quanto abertos, tem suas limitagGes, incluindo o fato de ndo representar
completamente uma situagdo in vivo, além de serem métodos mais demorados, complexos e,
geralmente, tendem a ser mais caros (COENYE et al., 2018; MACIA; ROJO-MOLINERO;
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OLIVER, 2014). Porém, mesmo ndo sendo ideais, ainda sdo necessarios, principalmente no
contexto de pesquisa, para se avaliar e entender as interac0es entre antimicrobiano e biofilme.
Clinicamente, a observacdo somente da CIM em estado plancténico pode levar a um
diagnostico errdneo do curso e tratamento para infeccGes, principalmente aquelas associadas a
cateteres, tubos endotraqueais ou outros equipamentos que possuem altos indices de formacéao
de biofilme (JAMAL et al., 2018; WATERS; RATJEN, 2017). A falha terapéutica para
infeccdes causadas por ACB sdo comuns devido a todos os fatores mencionados anteriormente,
e a determinacdo da CIM, muitas vezes, ndo revela o cenario real presente na infecgcdo, podendo
perder um tempo precioso no tratamento do paciente (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS;
GIKAS, 2020; MACIA; ROJO-MOLINERO; OLIVER, 2014; WATERS; RATJEN, 2017).

Tratamento para infecgOes por ACB

O tratamento para infeccdes causadas por ACB é preferencialmente realizado com -
lactdmicos, principalmente carbapenémicos. Porém, desde a década de 1990 se observa a
disseminacdo de isolados resistentes a carbapenémicos, o0 que, geralmente, é mediado por
carbapenemases, levando a falta de opg¢des para o tratamento dessas infecgdes (HIGGINS et
al., 2010; KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020). No Brasil, os nimeros sdo
preocupantes, em torno de 79% dos isolados de Acinetobacter spp. em UTI adulto sdo
resistentes a carbapenémicos, 44% em UTI pediatrica e 28% em UTI neonatal (ANVISA,
2019).

Para combater esse problema crescente, usualmente o tratamento é feito com terapia
combinada de diversas classes de antimicrobianos, principalmente polimixinas,
aminoglicosideos e tigeciclina (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).

Polimixina B

A polimixina B foi descoberta na década de 1950, juntamente com outras polimixinas,
e foi liberada para o uso clinico. Esta classe de antimicrobianos é composta por poli
lipopeptideos catidnicos, consistindo de um heptapeptideo ciclico com uma cauda tripeptidica
acetilada no terminal N por um acido graxo (AVEDISSIAN et al., 2019; GUPTA et al., 2009).
Este farmaco atua na membrana celular bacteriana, a parte peptidica catiénica interage com o
lipopolissacarideo (LPS) bacteriano, visto que este é anibnico, levando ao deslocamento de
célcio (Ca*") e magnésio (Mg?"), causando instabilidade na membrana e vazamento dos
conteudos celulares e consequente morte celular (FALAGAS; KASIAKOU; SARAVOLATZ,
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2005; GUPTA et al., 2009; LIMA et al., 2020). Porém, 0 seu uso saiu de circulacdo
gradualmente durante a década de 1980 devido aos efeitos adversos graves reportados, como a
alta nefrotoxicidade e neurotoxicidade (FALAGAS; KASIAKOU; SARAVOLATZ, 2005;
LIMA et al., 2020).

Apo0s a década de 1980, a polimixina B permaneceu no mercado somente em soluc¢des
oftdlmicas e topicas, visto que estas ndo apresentam o risco dos efeitos adversos
supramencionados (FALAGAS; KASIAKOU; SARAVOLATZ, 2005). Com o aumento de
casos de ACB resistentes a carbapenémicos, em anos recentes, esse antimicrobiano retornou a
ser utilizado de forma intravenosa (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020;
LIMA et al., 2020).

Embora a administracdo da polimixina B seja realizada principalmente pela via
intravenosa, este farmaco também pode ser administrado de forma intratecal e aerolizada,
enquanto a administragdo oral ndo é vidvel devido a baixa biodisponibilidade (AVEDISSIAN
et al., 2019). A dosagem é monitorada visto que a janela terapéutica desse antimicrobiano é
estreita e os efeitos adversos sdo graves (AVEDISSIAN et al., 2019; LIMA et al., 2020). Mas,
entre as polimixinas utilizadas, a polimixina B ainda apresenta uma menor variacao
farmacodinamica por ser administrada em sua forma ativa (AVEDISSIAN et al., 2019).

Relatos de resisténcia ja foram reportados para a polimixina B em casos de ACB,
geralmente devido a mutagGes do LPS que diminuem a interagdo da polimixina B com a
membrana (LIMA et al., 2020). Por conta dos efeitos adversos, o seu uso geralmente é indicado
somente como ultima escolha, e para evitar a possibilidade de resisténcia, geralmente é
associado a outro antimicrobiano (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020;
LIMA et al., 2020).

Tobramicina

Tobramicina é um farmaco de amplo espectro pertencente a classe dos
aminoglicosideos, que, atualmente, tem sido utilizado principalmente para tratamento de
infeccOes causadas por bactérias gram-negativas resistentes a carbapenémicos, incluindo ACB
(KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020). A tobramicina foi introduzida no
mercado em 1967, porém seu uso foi diminuido na década de 1980 devido a relatos de
nefrotoxicidade e ototoxicidade (ZHANEL et al., 2012).

Os aminoglicosideos tém afinidade pelo sitio aminoacil-RNAt (sitio A), na porcao

RNAr 16S da subunidade 30S do ribossomo procariético. Com isso, ocorre traducao erronea
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do RNAm, inibindo a translocagdo, o que leva a erro na sintese proteica e, consequente, morte
celular (ZHANEL et al., 2012).

Recentemente, a tobramicina tem sido utilizada na forma aerolizada para o tratamento
de infeccBes por ACB resistentes a carbapenémicos, usualmente em terapia combinada com
outra classe de antimicrobiano (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020;
WANG et al., 2020). Esta forma de terapia € indicada principalmente para casos de pneumonia
associada a ventilacdo mecanica (ARNOLD; SAWYER; KOLLEF, 2012; SHI et al., 2019).

Resisténcia a tobramicina geralmente ¢é devida a modificacao ribossémica, alteracdo da
absorcdo, efluxo e producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (ZHANEL et al.,
2012). Para evitar a disseminacao da resisténcia e garantir sucesso terapéutico, a administracéo
da tobramicina tem sido feita juntamente com outros antimicrobianos (KARAKONSTANTIS;
KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).

1.1 JUSTIFICATIVA

A alta incidéncia de resisténcia a antimicrobianos em isolados de ACB, juntamente com
a capacidade de formacdo de biofilme por esse microrganismo, condicdo frequentemente
associada a quadros clinicos graves, consiste em uma grande ameaca para a saide mundial.
Desta forma, se faz necessario estabelecer a capacidade de antimicrobianos, tais como
polimixina B e tobramicina, em erradicar biofilmes de ACB, bem como se a concentracdo
necessaria para erradicacdo de biofilmes pode ser relacionada com aquela observada para inibir
0 crescimento em cultivo planctdnico, que é comumente utilizada para orientacdo terapéutica

na pratica clinica.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade dos antimicrobianos tobramicina e polimixina B em erradicar
biofilmes formados por isolados hospitalares de ACB.

1.2.2 Objetivos especificos

e Determinar a capacidade de formacao de biofilme por isolados hospitalares de ACB;

e Determinar a concentracgdo inibitéria minima (CIM) de tobramicina e polimixina B para
isolados de ACB;

e Determinar a concentracdo minima de polimixina B para erradicacdo de biofilme de
isolados de ACB;

e Determinar a concentracdo minima de tobramicina para erradicacdo de biofilme de
isolados de ACB;

e Determinar se existe correlacdo entre CIM, capacidade de formacdo de biofilme e
concentracdo minima para erradicacdo de biofilme (CMEB) nos isolados de ACB

analisados.
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2 ARTIGO CIENTIFICO

O artigo intitulado "Avaliacdo da Erradicacdo de Biofilme de Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii” foi formatado conforme normas para publicagdo junto ao

periodico Microbiological Research.
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Resumo

Cada vez mais se observa a prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos em bactérias isoladas
de diversas amostras hospitalares. Membros do complexo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii (ACB) resistentes a antimicrobianos estdo entre os principais microrganismos
causadores de infeccBes relacionadas a assisténcia em saide em todo o mundo. A permanéncia
no ambiente e a dificuldade de tratamento sdo especialmente agravadas pela sua capacidade de
formar biofilme, visto que a presenca do biofilme pode dificultar a acdo de antibioticos e de
outros agentes antimicrobianos. Dentro deste contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar
a capacidade dos antimicrobianos tobramicina e polimixina B em erradicar biofilmes formados
por isolados hospitalares de ACB. Para isso, foram utilizados 19 isolados de ACB oriundos de
amostras clinicas. A capacidade destes isolados em formar biofilme, bem como a
suscetibilidade de cultivos plancténicos a tobramicina e a polimixina B, foram analisadas. Os
isolados foram cultivados por 48 h em microplacas na condi¢do de biofilmes. Apds este periodo,
a concentracdo minima para erradicacdo de biofilme (CMEB) foi avaliada empregando os
farmacos tobramicina e polimixina B, expondo a concentracdes de polimixina B, que variaram
de 1 a 32 pg/mL, e concentragdes de tobramicina de 2 a 256 pg/mL. Foi observado que a
concentracdo de polimixina B necessaria para erradicar biofilme de ACB em todos os isolados
analisados foi superior a 32 pg/mL, enquanto ao avaliar a tobramicina, dois isolados
apresentaram a CMEB de 256 pg/mL, e o restante apresentou concentracdo superior a 256
pg/mL. A intensidade dos biofilmes classificada como forte, moderada ou fraca ndo mostrou
interferir na CMEB de ambos os farmacos. Também ndo foi observada relacdo entre
concentragdes inibitérias minimas (CIM) desses farmacos em cultivos plancténicos com as
CMEB. Por fim, este estudo mostra a dificuldade em eliminar biofilmes de ACB, 0 que tem
potencial impacto na falha terapéutica de infec¢cdes causadas por microrganismos organizados
desta maneira. Adicionalmente, aponta para a incapacidade dos testes de rotina laboratorial,
que sdo baseados em determinagdo de CIM em cultivos plancténicos, em predizer a

suscetibilidade de biofilmes de ACB a antimicrobianos.

Palavras-chave: Polimixina B. Tobramicina. Resisténcia bacteriana. Biofilme. Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii
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Introducéo

As infecgOes relacionadas a assisténcia em satde (IRAS) sdo consideradas uma das
principais causas de mortalidade e morbidade em pacientes internados, causando ndo so
prejuizo econdmico como grande sofrimento humano (Stone, 2009). Além disso, 0 aumento em
isolados resistentes a antimicrobianos em IRAS tem contribuido significativamente ao aumento
de mortalidade dessas infeccOes (Simdes et al., 2016). Entre os principais microrganismos
causadores de IRAS e que possui altas taxas de resisténcia a antimicrobianos, pode se apontar
0 género Acinetobacter (Almasaudi, 2018; ANVISA, 2019).

Acinetobacter é um género composto por cocobacilos gram-negativos, néo
fermentadores de glicose (Almasaudi, 2018). Porém, no ambiente hospitalar, € importante notar
o complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii (ACB), principalmente a espécie
Acinetobacter baumannii, visto que este esta altamente presente em IRAS (Bonell et al., 2019;
Huang et al., 2018; Peleg et al., 2008). Reforcando a importancia desta espécie como agente de
infecgBes com falha terapéutica, a Organizacdo Mundial da Saude incluiu A. baumannii na lista
de patdgenos prioritarios resistentes a antimicrobianos na tentativa de promover pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos (“WHO publishes list of bacteria for which new antibiotics
are urgently needed,” n.d.).

O complexo ACB ¢ capaz de permanecer em superficies hospitalares por longos
periodos de tempo, 0 que contribui para a disseminacdo do microrganismo e consequente
aumento das infeccdes (Chapartegui-Gonzélez et al., 2018; Zeighami et al., 2019). A
sobrevivéncia em ambiente hospitalar pode se dever a capacidade de ACB em formar biofilme,
que confere protecéo a diversos desafios encontrados nestes locais (Yang et al., 2019). Biofilme
é uma comunidade microbiana, com alto nivel de organizagdo, envolvida em uma matriz
extracelular composta por agua e por substancias poliméricas extracelulares (Donlan, 2001;
Flemming and Wingender, 2010). A matriz extracelular é responsavel pela interacdo entre
celulas integrantes do biofilme e do biofilme as superficies onde ele se forma (Flemming and
Wingender, 2010; Wilking et al., 2011).

A formacéo de biofilme pode influenciar na eficacia terapéutica, visto que a matriz pode
diminuir a difusdo de alguns antimicrobianos, diminuir a taxa de crescimento dos
microrganismos, aumentar a concentracdo de enzimas degradadoras de antimicrobianos e
bombas de efluxo, entre outros fatores (Dincer et al., 2020; Donlan, 2001; Hathroubi et al.,
2016). N&o somente isso, genes de resisténcia podem ser difundidos facilmente em condicGes
de biofilme (Donlan, 2001; Stalder and Top, 2016). Logo, os testes de susceptibilidade
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normalmente empregados geralmente ndo sdo suficientes para prever a eficacia do tratamento,
quando em cenario de biofilme (Donlan, 2001; Macia et al., 2014; Waters and Ratjen, 2017).

O tratamento de escolha para infec¢des causadas por ACB é realizado com -
lactdmicos, principalmente carbapenémicos. Porém, devido as altas taxas de resisténcia a esses
farmacos (Higgins et al., 2010; Karakonstantis et al., 2020), terapias alternativas tém sido
utilizadas para combater isolados de ACB resistentes. As polimixinas tém sido utilizadas
frequentemente nestas situacGes, embora resisténcia a este farmaco também tem sido descrita
(Lima et al., 2020). Além das polimixinas, os aminoglicosideos sdo opcGes terapéuticas para
infeccOes causadas por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, incluindo a forma
aerolizada de tobramicina (Arnold et al., 2012; Karakonstantis et al., 2020; Shi et al., 2019;
Wang et al., 2020).

Em vista desse cenario, é necessario determinar a capacidade de polimixina B e
tobramicina em erradicar biofilmes de ACB, bem como entender se é possivel correlacionar

susceptibilidade a estes antimicrobianos em estado planctonico e em biofilme.

Materiais e métodos
Isolados bacterianos e condicdes de cultivo

Dezenove isolados de ACB oriundos de amostras clinicas cedidas pelo Setor de
Microbiologia do Laboratdrio Clinico do Hospital Sdo Lucas da PUCRS foram utilizados neste
projeto (Tabela 1). Os isolados estavam armazenados em freezer a -80°C, em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) (Kavsi, Roseto degli Abruzzi, Italia), com 20% de glicerol como crioprotetor e
foram cultivados em BHI a 37°C para a realizacdo dos experimentos.

Determinacdo da concentracéo inibitoria minima (CIM)

A CIM para tobramicina e polimixina B nos isolados de ACB foi avaliada por
microdiluicdo em caldo de acordo com as diretrizes do CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2012). Os resultados foram interpretados paralelamente pelas diretrizes do
CLSI (2020) e do EUCAST (European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing,
2020).

Determinacéo da capacidade de formacéo de biofilme
A capacidade de formac&o de biofilme foi determinada por meio de técnica de

coloragdo com cristal violeta em microplaca de poliestireno, utilizando protocolo j& descrito
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com algumas modificacOes (Lee et al., 2008). Todos os isolados foram cultivados por 18 h a
37°C em caldo Luria Bertani (LB) [triptona, 10 g/L (Kasvi, Roseto degli Abruzzi, Italia);
extrato de levedura, 5 g/L (Himedia, Mumbai, india); NaCl, 5 g/L (Nuclear, Diadema, Brasil;
pH 7,2]. Uma aliquota de 1 pL de cada cultura foi inoculada em pogos de microplacas contendo
200 pL de meio fresco, em triplicata, seguindo uma incubacdo a 37°C por 48 h. Os pogos foram
lavados duas vezes com tampdo salino-fosfato (PBS) [NaCl, 8 g/L (Nuclear); KCI, 0,2 g/L
(Nuclear); Na2HPOg4, 1,44 g/L (Nuclear); e KH2POys, 0,24 g/L (Nuclear)] e corados com cristal
violeta a 0,1% por 5 min. Posteriormente, os biofilmes corados foram solubilizados com etanol
a 96% por 5 a 10 min e a absorbancia da foi avaliada usando uma leitora de microplacas
SpectraMax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA) a 570 nm. Os isolados foram

classificados segundo Stepanovi¢ et al. (2000) como nao formadores de biofilme
(DO< DO.), fracos formadores de biofilme (DO: < DO < 2DO0c), moderados formadores de
biofilme (DO: < DO < 2DO) e fortes formadores de biofilmes (4DO. < DO), onde DO. é a

densidade oOptica de corte determinada como a DO média adicionada de trés desvios padrdes

em relagdo ao controle negativo.

Determinacdo da concentracdo minima de polimixina B e tobramicina para erradicacéo de
biofilmes de ACB

A determinacdo da concentracdo minima para erradicagdo de biofilmes (CMEB) seguiu
o0 protocolo ja estabelecido com algumas modificacdes (Ceri et al., 1999). Os isolados de ACB
foram primeiramente cultivados em caldo LB por 24 h a 37°C. Entdo, os isolados foram
inoculados em placa de &gar nutriente (Oxoid, Hampshire, Inglaterra), onde foram cultivados
por 24 h a 37°C. Posteriormente, trés col6nias foram utilizadas para a preparacdo do indculo
em solucéo salina a 0,85%, sendo ajustado para 0,5 da escala de McFarland. Uma aliquota de
2 uL foi adicionada em uma placa de poliestireno de 96 pocos, juntamente com 200 pL de caldo
Mueller-Hinton (MH) (Himedia), em triplicata, seguindo incubacdo por 48 h a 37°C.
Subsequentemente, cada poc¢o foi lavado duas vezes com PBS para retirar as células
plancténicas, foram adicionados 200 uL de caldo MH e as diversas concentracfes dos
antibioticos, sendo 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4 e 2 ug/mL para a tobramicina (Sigma-Aldrich, St.
Louis, EUA) e 32,16, 8, 4, 2 e 1 ug/mL para polimixina B (Sigma-Aldrich), seguindo incubagéo
por 24 h a 37°C. Apos, os poc¢os foram lavados novamente duas vezes com PBS, e 200 puL de
caldo MH foram adicionados novamente. Logo depois, a microplaca foi sonicada em um banho

ultrassénico Ultra Cleaner 1400A (Unique, Indaiatuba, Brasil) por 5 min para a desintegracéo
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do biofilme. Posteriormente, 10 uL de cada dilui¢do foi semeada por meio da técnica da gota,
em uma placa de &gar nutriente, em triplicata, e incubada por 24 h a 37°C. O crescimento
bacteriano foi determinado visualmente, comparado a um controle positivo, onde os isolados
de ACB foram cultivados sem a presenca dos antimicrobianos, e a CMEB foi definida como a
concentra¢do minima necessaria para que nao houvesse crescimento em nenhuma das triplicatas
dos isolados de ACB.

Resultados
CIM em cultivo plancténico de ACB

Treze isolados (68,4%) foram susceptiveis a polimixina B, mas, de acordo com 0s
critérios recentes do CLSI, estes isolados sdo denominados como susceptiveis com exposicao
aumentada (CLSI, 2020). Os demais seis isolados (31,6%) foram considerados resistentes.
Considerando tanto os critérios de interpretacdo do CLSI como do EUCAST, 10 isolados
(52,6%) foram susceptiveis a tobramicina. De acordo com a classificacdo do EUCAST, os
demais nove isolados (47,4%) foram resistentes a este farmaco, o que difere do CLSI, onde,
para este farmaco, ainda permanece a classificagdo como intermediario, sendo um isolado

enquadrado nesta categoria (Tabela 1).

Capacidade de formacao de biofilme

Todos os isolados de ACB foram capazes de formar biofilme em poliestireno. Seis
isolados apresentaram uma forte capacidade de formacao de biofilme, enquanto nove e quatro
isolados foram classificados como moderados e fracos formadores de biofilme, respectivamente
(Tabela 2).

CMEB de polimixina B e tobramicina

Todos os isolados de ACB apresentaram uma CMEB superior a 32 pg/mL de polimixina
B, independentemente da CIM encontrada em cultivo planctdnico. Resultado similar foi
observado testando tobramicina, onde 17 isolados apresentaram CMEB superior a 256 ug/mL

e dois apresentaram CMEB de 256 ug/mL de tobramicina (Tabela 2).
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Discussao

A capacidade de formar biofilme e de resistir a diferentes farmacos antimicrobianos
vém sendo amplamente descritas em ACB (Almasaudi, 2018; Peleg et al., 2008; Yang et al.,
2019), sendo duas estratégias de sobrevivéncia para esses microrganismos (Krzysciak et al.,
2017), o que torna o tratamento de infec¢es causadas por ACB um preocupante desafio,
especialmente em ambiente hospitalar.

A escolha do tratamento de infec¢des causadas por biofilmes é norteada pelos resultados
observados nos ensaios que avaliam a susceptibilidade a antimicrobianos em cultivos
planctonicos (Donlan, 2001; Peleg et al., 2008). Entretanto, observamos que a CMEB néo
mostrou estar relacionada a CIM nos testes de microdiluicdo, mesmo empregando farmacos
com mecanismos de acdo distintos como polimixina B e tobramicina. Isolados susceptiveis,
assim como isolados resistentes a tobramicina e a polimixina B, apresentaram CMEB acima
das maiores concentracdes testadas, indicando um possivel insucesso para o tratamento de
infeccdes causadas por biofilmes desses isolados de Acinetobacter spp. Desta forma, valores de
CIM néo representam embasamento de estratégia para um cenario clinico real, o que pode levar
a investimento financeiro e de recursos humanos que contribuam para uma falha terapéutica,
colocando a vida dos pacientes em risco.

As concentragfes de antimicrobianos utilizadas nesse estudo s&o elevadas, em
comparacdao com aquelas empregadas clinicamente. As concentragdes intravenosas maximas
para polimixina B e tobramicina sdo em torno de 14 e 30 pug/mL, respectivamente (Avedissian
et al., 2019; Beringer et al., 2000), ou seja, pelo menos 2,3 a 8,5 vezes inferiores as CMEBs
encontradas. E estabelecido que antimicrobianos como a polimixina B possuem uma janela
terapéutica estreita e que concentragdes como as utilizadas nesse estudo provavelmente iriam
causar diversos efeitos adversos graves (Avedissian et al., 2019; Falagas et al., 2005). Logo, é
possivel inferir que em um cenario clinico ndo seria possivel erradicar o biofilme formado por
esses isolados com os antimicrobianos testados.

A intensidade do biofilme formado ndo mostrou influenciar na CMEB, uma vez que
mesmos valores de CMEB foram obtidos para isolados com capacidade de formar biofilmes de
intensidade de fraco a forte. Isto provavelmente se deve a mudanca dréstica, tanto fisiologica
quanto estrutural, apresentada em estado de biofilme. Logo, a presenca da matriz e outros
componentes, independentemente da quantidade, bem como a alteragdo das taxas de divisdo,
podem ser suficientes para alterar a eficacia da polimixina B e tobramicina. Também cabe
ressaltar que a susceptibilidade dos isolados aos fa&rmacos testados analisada pela determinagéo

de CIM ndo foi associada com intensidade de biofilme formado, o que contrapde relato de que
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isolados formadores de biofilmes fortes sdo mais susceptiveis a antimicrobianos (Krzysciak et
al., 2017).

Concluséo

Em concluséo, os resultados encontrados neste estudo demonstram a néo relagdo entre
a CMEB, CIM e capacidade de formacédo de biofilme dos isolados de ACB avaliados, o que
aponta para a limitacdo das estratégias terapéuticas de infec¢des causadas por biofilmes com
base em valores oriundos de células planctdnicas. Desta forma, o emprego de métodos que
representem melhor o cenéario in vivo em caso de biofilme é necessario. Dentro deste contexto,
a determinacdo da CMEB proporciona uma visdo mais realista do efeito do tratamento de
infeccBes causadas por biofilme, mesmo que um pouco desanimadora. Adicionalmente, é
possivel inferir que independentemente da intensidade do biofilme, a erradicacdo deste sera
quase impossivel com tratamento com polimixina B ou tobramicina. Finalmente, mais estudos
sd0 necessarios para melhor entender a dindmica dos fatores estudados, como outros
antimicrobianos interagem nestas condi¢fes e como esses achados podem ser refletidos para

uma situacao in vivo.
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Isolado Material Bioldgico  CIM polimixina B®  CIM tobramicina® ©®
@ (ug/mL) (ng/mL)
| C156 Escarro 4 2 |

B98 Aspirado Traqueal 2 32
B02 Aspirado Traqueal 4 2
C145 Escarro 2 32
B137 Escarro 1 >32
Cl46 Escarro 8 >32
B48 Aspirado Traqueal 4 4
B44 Aspirado Traqueal >8 4
C147 Escarro 2 2
B57 Aspirado Traqueal 2 1
C03 Aspirado Traqueal 2 >32
B79 Escarro 2 2
B90 Aspirado Traqueal 2 32
B97 Aspirado Traqueal 1 32
B128 Hemo Catéter 2 2
B136 Escarro 2 2
B64 Aspirado Traqueal 2 4
C66 Escarro 4 8
B09 Aspirado Traqueal 2 >32
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Tabela 1: Origem dos isolados de Acinetobacter calcoaceticus-baumannii e Concentragoes
Inibitérias Minimas (CIM) de polimixina B e tobramicina

WDiretrizes de interpretacdo do CLSI para polimixina B em Acinetobacter spp.: suscetivel -,
intermediario <2, resistente >4

@Diretrizes de interpretacdo do CLSI para tobramicina em Acinetobacter spp.: suscetivel <4,
intermediario 8, resistente >16

®Diretrizes de interpretacdo do EUCAST para colistina em Acinetobacter spp.: suscetivel <2,
resistente >2

@Diretrizes de interpretacio do EUCAST para tobramicina em Acinetobacter spp.: suscetivel
<4, resistente >4

Isolado CMEB polimixina B CMEB tobramicina Intensidade de
(ng/mL) (ng/mL) biofilme
| C156 | >32 | >256 | Forte |

B98 >32 >256 Forte
B02 >32 >256 Forte
C145 >32 >256 Forte
B137 >32 >256 Médio
C146 >32 >256 Médio
B48 >32 >256 Médio
B44 >32 >256 Fraco
Ci47 >32 >256 Médio
B57 >32 >256 Forte

C03 >32 >256 Médio
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B79

B90

B97

B128

B136

B64

C66

BO9

>32

>32

>32

>32

>32

>32

>32

>32

256

>256

256

>256

>256

>256

>256

>256

Médio

Médio

Fraco

Médio

Forte

Médio

Fraco

Fraco
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Tabela 2: Intensidade de formacéo de biofilme e Concentracdo Minima para a Erradicacdo

Financiamento
Este estudo foi financiado com recursos provenientes do DECIT/SCTIE-MS via CNPq e
FAPERGS [projeto nimero 1178-2551/13-6].

Aspectos éticos

de Biofilme (CMEB) por isolados de Acinetobacter calcoaceticus-baumannii

Este trabalho faz parte de projeto aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da PUCRS por

parecer de nimero 483.469.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nesse trabalho, conclui-se que ndo foi possivel determinar relacdo entre
CMEB, CIM e capacidade de formagéo de biofilme nos isolados de ACB analisados. Este
estudo apresenta a diferenca entre as concentragdes de polimixina B e tobramicina necessarias
para inibir o crescimento de ACB em estado planctdnico e as concentragcBes minimas desses
farmacos para erradicar os biofilmes formados por esses microrganismos. Além disso, mostra
a complexidade no tratamento de infecgfes causadas por ACB, visto que tanto resisténcia a
antimicrobianos quanto a formacdo de biofilme, ambas caracteristicas complexas e
multifatoriais, podem ter um papel na falha terapéutica. Também, pode se observar a resisténcia
e tolerancia causada pelo biofilme, visto pela alta concentracdo de antimicrobianos utilizados
neste estudo. Com isso, conseguimos avaliar um pouco melhor a influéncia do estado de

biofilme sobre a agdo dos antimicrobianos analisados em isolados de ACB.

Perspectivas:
e Determinar a CMEB para outras classes de antimicrobianos utilizados no
tratamento de infecgGes causadas por ACB;
e Ampliar o nimero de isolados de ACB a serem utilizados em ensaios de
determinacdo de CMEB;
e Avaliar a CMEB empregando combinac6es de farmacos com diferentes
capacidades de difusédo em biofilme.
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Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF) or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) in addition to
color reproduction in print. Further information on the preparation of electronic artwork.

Ilustration services
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Elsevier's Author Services offers Illustration Services to authors preparing to submit a
manuscript but concerned about the quality of the images accompanying their article.
Elsevier's expert illustrators can produce scientific, technical and medical-style images, as
well as a full range of charts, tables and graphs. Image 'polishing’ is also available, where our
illustrators take your image(s) and improve them to a professional standard. Please visit the
website to find out more.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to
the figure. A caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of
the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols
and abbreviations used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do
not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and
shading in table cells.

References
Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished
results and personal communications are not recommended in the reference list, but may be
mentioned in the text. If these references are included in the reference list they should follow
the standard reference style of the journal and should include a substitution of the publication
date with either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as
'in press' implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in
the references are correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication
year and pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as

they may already contain errors. Use of the DOI is highly encouraged.
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A DOl is guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any
electronic article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern VVenezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such
citations should be in the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the
reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.
Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript
by citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data
references should include the following elements: author name(s), dataset title, data
repository, version (where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset]
immediately before the reference so we can properly identify it as a data reference. The
[dataset] identifier will not appear in your published article.
References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any
citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that support
Citation Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these
products, authors only need to select the appropriate journal template when preparing their
article, after which citations and bibliographies will be automatically formatted in the
journal's style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the
sample references and citations as shown in this Guide. If you use reference management
software, please ensure that you remove all field codes before submitting the electronic
manuscript. More information on how to remove field codes from different reference
management software. Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for

this journal by clicking the following link: http://open.mendeley.com/use-citation-
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style/microbiological-research When preparing your manuscript, you will then be able to

select this style using the Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.
Reference style
Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the
year of publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by ‘et al." and the year of
publication. Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references can be
listed either first alphabetically, then chronologically, or vice versa.

Examples: 'as demonstrated (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999).... Or,
as demonstrated (Jones, 1999; Allan, 2000)... Kramer et al. (2010) have recently shown ..."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted
chronologically if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same
year must be identified by the letters 'a’, 'b’, 'c’, etc., placed after the year of publication.
Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2010. The art of writing a scientific article.
J. Sci. Commun. 163, 51-59. https://doi.org/10.1016/j.S¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2018. The art of writing a scientific article.
Heliyon. 19, e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.

Reference to a book:

Strunk Jr., W., White, E.B., 2000. The Elements of Style, fourth ed. Longman, New York.
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 2009. How to prepare an electronic version of your article, in:
Jones, B.S., Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New
York, pp. 281-304.

Reference to a website:

Cancer Research UK, 1975. Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/ (accessed 13 March
2003).

Reference to a dataset:
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[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Mortality data for Japanese
oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.
Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
Video
Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These
will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For
more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both
the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.
Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are published
exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please
submit your material together with the article and supply a concise, descriptive caption for
each supplementary file. If you wish to make changes to supplementary material during any
stage of the process, please make sure to provide an updated file. Do not annotate any
corrections on a previous version. Please switch off the "Track Changes' option in Microsoft
Office files as these will appear in the published version.
Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your published

articles. Research data refers to the results of observations or experimentation that validate
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research findings. To facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you
to share your software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful
materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make
a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References"” section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link
articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data
that gives them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page. For supported data
repositories a repository banner will automatically appear next to your published article on
ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text
of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020;
CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods)
associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the
submission process, after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload
your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly
accessible to readers next to your published article online. For more information, visit the
Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional

raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes

your data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted,
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indexed, given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to
submit your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised
version of your manuscript. If your research article is accepted, your data article will
automatically be transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and
published in the open access data journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 600
USD is payable for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief
website. Please use this template to write your Data in Brief.
Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential.
The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more

information, visit the Data Statement page.



