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Resumo

As aguas ornamentais podem funcionar como reservatorios de microrganismos patogénicos,
constituindo um risco para a saude publica. Este trabalho tem, como principal objetivo, avaliar a
capacidade de producéo de biofilmes in vitro, por bactérias potencialmente patogénicas para o

Homem, isoladas de 4guas ornamentais.

As bactérias do estudo pertencem aos géneros Escherichia, Pseudomonas, Aeromonas e
Klebsiella e foram caraterizadas segundo o crescimento a diferentes temperaturas, o tempo de
geracao, a temperatura 6tima de crescimento e a capacidade de producéo de biofilmes. A Ultima
foi determinada pelo método de cristal violeta, para bactérias isoladas ou em consorcios binarios,
de isolados do mesmo més de colheita (co-existentes no ambiente) ou de meses distintos.
Adicionalmente, foram comparados, qualitativa e estatisticamente, os resultados do método de
cristal violeta (método convencional) e de impedancia elétrica (método inovador), na
determinacéo do efeito de Aeromonas spp., ou do seu sobrenadante, em biofilmes de Klebsiella

pneumoniae.

A maioria dos isolados demonstrou crescimento a todas as temperaturas (5, 25, 37 e 45 °C) e
todos cresceram preferencialmente a 25 e 37 °C, tendo apresentado tempos de geracao
inferiores a 88,8 minutos. Quanto a capacidade de formacéo de biofilme, 25 % dos isolados foram
classificados como néo produtores ou produtores fracos, 40 % como produtores moderados e
10 % como fortes produtores de biofilme. Em biofilmes binarios, 90 % das interagbes entre
bactérias co-existentes no ambiente foram competitivas, contudo, existiu uma maior competicdo
em co-culturas de isolados de meses distintos de colheita. Na comparacdo entre os dois
métodos, a analise qualitativa e a analise estatistica apresentaram relacfes distintas (direta e

inversa, respetivamente).

Em suma, estes resultados sugeriram que 75 % dos isolados apresentaram capacidade para
produzir biofiimes in vitro, o que amplia o risco de infecdes no Homem. E, assim, crucial, a tomada

de medidas de controlo dos biofiimes no ambiente.

Palavras-chave: Aguas ornamentais; Bactérias patogénicas; Biofilmes; Infecdes; Satde publica.






Abstract

The ornamental waters can act as reservoirs of pathogenic microorganisms and constitute a risk
to public health. The main objective of this work is to evaluate the capacity of in vitro biofilm

production by bacteria potentially pathogenic to humans, isolated from ornamental waters.

The bacteria of the study belong to the genera Escherichia, Pseudomonas, Aeromonas and
Klebsiella and were characterized according to growth at different temperatures, generation time,
the optimal temperature of growth and the ability of biofilm production. The latter was determined
by the crystal violet method, for bacteria isolated or in binary consortia, from the same month of
harvest (co-existing in the environment) or from different months. Adittionally, the results of the
violet crystal method (conventional method) and the electrical impedance method (innovative
method) were compared qualitatively and statistically for the determination of the effect of

Aeromonas spp. or its supernatant on Klebsiella pneumoniae biofilms.

Most of the isolates grew at all temperatures (5, 25, 37 and 45 °C) and all grew preferentially at
25 and 37 °C, with generation times of less than 88,8 minutes. As for the biofilm formation ability,
25 % of the isolates were classified as non-producers or weak producers, 40 % as moderate
producers and 10 % as strong biofilm producers. In binary biofilms, 90 % of the interactions
between bacteria co-existing in the environment were competitive, however, there was a higher
competition in co-cultures of isolates from distinct months of harvest. In the comparison between
the two methods, qualitative and statistical analysis showed distinct relationships (direct and

inverse, respectively).

In summary, these results suggested that 75 % of the isolates had the ability to produce biofilms
in vitro, which can increases the risk of human infections. It is therefore crucial to take measures

to control biofilms in the environment.

Keywords: Ornamental waters; Pathogenic bacteria; Biofilms; Infections; Public health.
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1 Introducéo

1.1 Enquadramento e definicdo do estudo

A vida nas areas metropolitanas, apesar dos beneficios que a cidade oferece, é fatigante. Surge,
por isso, e cada vez mais, a necessidade de descontracdo em espacos verdes e de lazer. Esses
espacos oferecem calma e paz e séo benéficos para a saude publica, além de contribuirem para

a preservacéo ambiental.

A presenca da agua é um fator crucial para o bem-estar do Homem, e, por essa razédo, os
espacos verdes, normalmente, oferecem esse recurso, em forma de fontes ou lagos artificiais
(antropogénicos). No entanto, a agua pode funcionar como um reservatério de agentes
infeciosos e produtos quimicos toxicos, constituindo um risco para a satde humana. As criancas,
pela sua natureza curiosa, e face a sua vulnerabilidade, tém gerado uma preocupacéo crescente,
pois tendem a interagir com o ambiente circundante, especialmente com patos e peixes

presentes nesses lagos, que constituem os principais vetores de contaminacao.

A abundancia e diversidade da vida microbiana € quase ilimitada ®. As comunidades
microbianas sao fundamentais para uma infinidade de processos ecoldgicos, como a fixacdo de
azoto @, o ciclo global de carbono @ e a degradacio de matéria orgénica ¥, como por exemplo,
de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos ©. Além disso, comunidades como as encontradas
no microbiota intestinal de mamiferos sdo essenciais na salde e no bem-estar do respetivo

hospedeiro € 7).

No entanto, diversos estudos epidemiolégicos evidenciaram a existéncia de microrganismos
considerados patogénicos para o Homem, como bactérias, virus e protozoarios. Estes
microrganismos podem existir em habitats naturais ou antrdpicos, como piscinas, sistemas de
agua potavel, cozinhas e unidades prestadoras de cuidados de saude, tendo, como principais

hospedeiros, os seres humanos e os animais €19,

Entre os agentes etiolégicos mais relevantes de doencas transmitidas pela agua, constam
espécies de Legionella (doengca do legionario), Vibrio (célera), Aeromonas hydrophila
(perturbacbes gastrointestinais) e Pseudomonas aeruginosa (etiologia variada). A reducéo dos
riscos associados a estas infe¢8es depende do controlo da exposi¢do a 4gua contaminada ou,

guando possivel, do seu tratamento, por forma a remover ou inativar os agentes infeciosos 9,

Os biofilmes sdo considerados como as organizagdes mais comuns dos microrganismos em
sistemas naturais e consistem na co-existéncia de uma ou mais espécies num complexo auto-
produzido. A transicédo do estado plancténico para o biofilme esta dependente das condi¢es do
meio, que muitas vezes ndo possibilitam o0 seu crescimento isolado (i.e condicdes

oligotroéficas) (12 13),



1.2 Objetivo

A presente dissertacdo tem, como principal objetivo, a avaliagdo da producédo de biofilmes in
vitro, tanto individualmente, como em consércios microbianos, constituidos por mais do que uma
éspecie bacteriana, presentes numa agua ornamental. Essa avaliacdo foi realizada através da
identificacdo de potenciais sinergias entre 0s microrganismos, que possam aumentar a sua
viruléncia, ampliando o risco para o Homem, além da comparacao entre dois métodos distintos

de monitorizac&o de biofilmes.

1.3 Organizacao da dissertacao

O presente trabalho apresenta um capitulo introdutério (capitulo 1) que destaca, de um modo

abrangente, os temas em foco do estudo.

O capitulo 2 é constituido pela revisdo da literatura e tem como propdsito aprofundar os temas
abordados, com base no descrito na literatura, sendo: a 4gua como vetor de infe¢do; infe¢bes
veiculadas por aguas ornamentais; aspetos relevantes acerca da qualidade da agua,
nomeadamente o enquadramento legislativo e os indicadores de avaliagdo; os biofilmes
microbianos: a sua funcéo e importancia no meio; as infecdes associadas a biofilmes, e por
ultimo, séo referidas estratégias de intervencdo e monitorizagdo da qualidade microbiol6gica da
agua.

No capitulo 3, sdo descritos os procedimentos experimentais adotados na componente
laboratorial, que originaram os resultados, apresentados e discutidos no capitulo 4. Ainda no
capitulo 3, é descrita a analise estatistica dos resultados.

O capitulo 5 apresenta as conclusdes da dissertacéo e possiveis propostas de intervengédo, como
a implementacdo de medidas de melhoria da qualidade das aguas, consideradas cruciais na

andlise dos presentes objetos de estudo.

Por Gltimo, no capitulo 6, sdo referidas as perspetivas de trabalhos futuros, como a aplicacéo de
testes e métodos suplementares, que permitirdo a melhor caraterizacdo dos biofiimes e o seu

comportamento face a agentes antimicrobianos, essenciais para a prossecucéo da investigacao.



2 Revisao da literatura

2.1 A agua como vetor de infecédo

As doencas infeciosas transmitidas pela dgua constituiam, no inicio do século XXI, uma das
principais causas de morbilidade e mortalidade em todo o mundo 4. Atualmente, estas doengas
continuam a constituir uma causa de mortalidade, principalmente nos paises em vias de
desenvolvimento, onde o saneamento basico ainda € incipiente. E estimado que mais de 2,4 mil
milhdes de pessoas vivem sem um sistema adequado de abastecimento de agua, em todo o
mundo @3, A recolha e tratamento das aguas residuais domésticas, a existéncia de sistemas de
drenagem seguros e a sensibilizacao sobre procedimentos higiénicos, sdo medidas essenciais

para a reducéo dos riscos associados a essas doencas (19,

Outro fator que pode contribuir para o aumento dos surtos de doengas transmitidas pela agua
sdo as alteracdes climaticas, que afetam o ciclo hidroldgico, aumentando a frequéncia de eventos
extremos, como a precipitagdo excessiva, tempestades, inundagfes e secas (7). Esses eventos
podem comprometer a disponibilidade, o acesso e a qualidade da agua, por exemplo, as
inundacdes podem dispersar contaminantes fecais, representando uma ameaga para 0

Homem @16),

A agua potavel e as 4guas recreativas sdo as principais vias de contacto do Homem com os
microrganismos patogénicos 7). Entre os principais agentes responsaveis por infecées no
Homem veiculados pela 4gua, séo identificadas a Salmonella typhi e o Vibrio cholerae, agentes

etiolégicos da febre tiféide e da célera, respetivamente (14,

A doenca dos legionarios (DL), identificada na segunda metade do século XX, tem como agente
etiolégico a Legionella spp., nomeadamente a espécie Legionella pneumophila, cujo principal
reservatério € a 4gua. Na maioria dos casos desta doenga, a fonte de transmissdo da bactéria
para 0 Homem ocorre em estruturas antropogénicas, como torres de refrigeracao, dispositivos
de nebulizacdo e piscinas termais, através da inalacdo de goticulas de agua em suspensao,
contaminadas com a bactéria (aerosséis) 18-20, O maior surto desta doenca registado na Europa
ocorreu em novembro de 2014, mais concretamente em trés freguesias do concelho de Vila
Franca de Xira, situado a 30 km de Lisboa. A identificacdo de mais de 300 casos conduziu a
morte de sete pacientes com doencas subjacentes . As investigacdes epidemiolégicas e
ambientais identificaram a agua proveniente das torres de refrigeracdo como a fonte provavel da

disseminacéo da bactéria 22,

2.2 Outras infe¢bes — Aguas ornamentais

As aguas ornamentais, como lagos artificiais, consistem numa intervencdo antropogénica onde

se contraria o estado natural de uma éarea, podendo ser introduzidos seres vivos, como por

3


https://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella_typhi
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exemplo peixes, patos ou tartarugas, modificando o ecossistema natural. Estudos sobre o
impacto da introdugdo de peixes ornamentais evidenciaram a presenga de microrganismos

potencialmente patogénicos para o0 Homem (23-25),

Segundo a Convencéo na Diversidade Bioldgica 29, a introducéo de espécies exdticas de peixes
e outros animais é, ndo s, uma ameaca a diversidade global e aos habitats naturais, como
também a salde publica, pois estas espécies funcionam, muitas vezes, como vetores de agentes
infeciosos. Microrganismos transportados por espécies exoéticas S0 mais propensos a exposicao
a condicdes nao fisioldgicas (fatores de stress), podendo desencadear o desenvolvimento de

biofilmes, que lhes permitirdo sobreviver em habitats ndo-nativos 7. 28),

Na Peninsula Ibérica, sdo conhecidos casos, animais e vegetais, em que a introducdo de
espécies exdticas resultou na alteracdo do ecossistema em que foram inseridos. O achiga
(Micropterus salmoides) e o lagostim-vermelho do Louisiana (Procambarus clarkii) sdo exemplos
de animais que foram introduzidos, pelo Homem, em rios, lagoas e outros sistemas de agua
doce. Tanto o achigad como o lagostim séo predadores, constituindo a principal ameaca para as
espécies nativas mais pequenas que existem nessas areas 9. Além de predador, o lagostim
aproveita as zonas himidas, particularmente os terrenos pantanosos, onde é cultivado arroz e,
com o aumento da temperatura, este animal ataca as plantac6es de arroz, provocando

consideraveis danos econémicos (30.31),

No reino vegetal também se observou a inser¢éo de espécies exodticas, como € o exemplo do
jacinto-de-agua (Eichhornia crassipes), planta proveniente da América do Sul. Esta planta cresce
rapidamente, desenvolvendo-se em aguas ricas em nutrientes e forma extensos tapetes a
superficie da massa de agua. Este fendmeno consiste na eutrofizacéo da agua, representando

uma ameaga para o seu equilibrio natural e a sua qualidade 2.

2.3 Qualidade da agua

A &gua pura €, por definicdo, um recurso natural incolor, insipido e inodoro, constituindo assim
os seus indicadores organoléticos e, por isso, mais facilmente identificaveis. Contudo, para uma
adequada andlise da qualidade da agua, € necessaria a determinacdo de parametros fisico-
quimicos como a temperatura, a turvacdo, os soélidos dissolvidos totais (SDT), o pH, a
condutividade, a dureza total, o oxigénio dissolvido (OD), os cloretos, os sulfatos, o azoto e o
fésforo (33).

A composicao quimica da 4gua, como a presencga de azoto e fésforo, influencia as comunidades
microbiolégicas, além de interferir no equilibrio do ecossistema aquatico. Estes nutrientes sao
indispensaveis nas massas de agua, dada a sua relevante contribuicdo para a produtividade
biolégica ©4. O fésforo é o principal nutriente limitante de crescimento em sistemas aquaticos

pois, ao contrario do azoto, existem poucas fontes de fésforo na natureza G5 36), No entanto,
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concentracfes excessivas podem exercer efeitos negativos na qualidade da agua, como a

proliferacéo de fitoplancton, o que sera elucidado num capitulo posterior (“2.3.2 — Eutrofizagado”).

Além da andlise quimica é importante determinar a qualidade microbiol6gica da agua. A presenca
de certos microrganismos € indicadora de possiveis contaminag@es, permitindo a determinagéo
de um indice de qualidade da mesma. A gastroentrite € a perturbagdo mais comum associada a
organismos patogénicos transmitidos pela dgua ©7-38), Como resultado do perigo potencial para
a saude publica, importa garantir a seguranca e a qualidade dessas aguas, fisica, quimica e

microbiologicamente, respeitando o estabelecido nos documentos legais em vigor.

O controlo de qualidade da agua é adaptado ao seu uso. Na Europa, ndo existe documentagéo
legal destinada a aguas ornamentais. Ainda assim, existe uma Lei que estabelece a titularidade
dos recursos hidricos (Lei n.° 54/2005 9),

Relativamente a qualidade microbiolégica da agua, a maioria dos documentos legais é destinada
a aguas para consumo humano. Ainda que as dguas ornamentais ndo se apliquem a esse fim,
importa a sua monitorizagéo, respeitando o Decreto-lei n.° 152/2017 “9, que inclui parametros
microbiolégicos como as bactérias coliformes e Escherichia coli (Norma 1SO 9308-1 “Y ou
9308- 2 “2) e Pseudomonas aeruginosa (Norma I1SO 16266-1 “3 ou 16266-2 “4),

Nos Estados Unidos da América, estda documentado, pela EPA, um método de monitorizacédo de

Aeromonas spp. em aguas destinadas ao consumo humano (Método 1605 “9).

2.3.1 Bactérias potencialmente patogénicas para o Homem

Na andlise da qualidade microbiolégica da &agua, sdo referidos os seguintes grupos de

microrganismos, como indicadores comuns de contaminagéo 7. 39),

Coliformes totais e fecais

As bactérias coliformes séo aerébias estritas ou anaerdbias facultativas, Gram-negativas, nao

formam esporos e tém a forma de bastonete “6),

Estas bactérias pertencem a familia das Enterobacteriaceae e incluem tanto a Escherichia coli,
como também varios membros dos géneros de Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter. As
bactérias referidas integram o microbiota intestinal de seres homeotérmicos. Classicamente,
essas bactérias tém sido utilizadas como indicadoras de contaminagéo fecal ou poluicdo da 4gua

através de esgotos, tendo, por essa razdo, importancia sanitaria 8 47,



o Escherichia coli

A espécie bacteriana Escherichia coli € um bacilo anaerébio facultativo 8 que faz parte da flora
comensal do intestino humano sendo, simultaneamente, um microrganismo patogénico
facultativo, podendo provocar infe¢cdes gastrointestinais ou urinarias, inclusivamente em
hospedeiros humanos imunocompetentes “8 49, Além disso, estes microrganismos, através da
producéo de toxinas, que permitem a aderéncia da bactéria ao epitélio intestinal, podem causar

doencas como a diarreia associada & intoxicacdo alimentar e a septicémia (48 49.50),

A E. coli (figura 2.1) ndo tem capacidade para persistir por muito tempo fora do hospedeiro e por
esta razdo, a sua presenca nas massas de agua funciona como indicadora de eventos de

contaminacéo fecal recentes (41,

Figura 2.1 - E. coli.
Micrografia de E. coli obtida por microscopia eletrénica de varrimento (SEM).
Fonte: Luisa Jordao (ndo publicado).

o Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é uma bactéria oportunista e anaerdbia facultativa, sendo usualmente
encontrada em inimeros nichos ambientais. Embora existam vérias espécies patogénicas de
Klebsiella, K. pneumoniae é a espécie mais relevante do ponto de vista clinico e persiste tanto
nos habitats naturais como nos antropogénicos, nomeadamente em unidades prestadoras de
cuidados de saude (2-54),

Esta bactéria apresenta, como hospedeiros principais, os mamiferos % e, na maior parte das
vezes, os individuos transportam K. pneumoniae na pele, no nariz e na garganta, sem qualquer

tipo de manifestacdo clinica (portadores assintomaticos) 6,

A K. pneumoniae causa, com frequéncia, infecées no sistema urinario, septicémia ou pneumonia
em individuos imunocomprometidos e é responsavel por mais de 10 % das infe¢Bes bacterianas
hospitalares, cujas complicacdes se devem a sua frequente e crescente resisténcia a muitos
antimicrobianos 7. 5859, Uma vez estabelecida a infecéo, esta espécie bacteriana forma um

biofilme que conduz a perda das defesas do hospedeiro 2.



Esta espécie bacteriana é apresentada na figura 2.2.

Figura 2.2 - K. pneumoniae.
Micrografia de Kp obtida por SEM.
Fonte: Luisa Jordao (ndo publicado).

Outros indicadores utilizados
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« Pseudomonas spp.

As Pseudomonas spp. foram identificadas, pela primeira vez, pelo professor Migula no final do
século XIX, como um género constituido por células com o6rgdos de mobilidade polar,
estritamente aerébios e com capacidade de formacéo de esporos ¢9. No século XX, a descricéo
das Pseudomonas foi aprofundada, acrescentando que, além de aerébias estritas, sdo também
capazes de realizar a desnitrificacdo .62, Este género é metabolicamente diverso, o que
conduz a sua capacidade para colonizar uma ampla gama de hospedeiros, afetando a sua
patogenicidade. Estes microrganismos sao maioritariamente sapréfitas, podendo ser
patogénicos oportunistas em animais e humanos ©3. 64, A capacidade de produzirem esporos,

descrita por Migula, foi considerada um fenémeno raro, por Palleroni no século XXI| ©0),

Pseudomonas spp. (figura 2.3) sdo frequentemente isoladas de massas de agua. Contudo,
contrariamente aos indicadores anteriores, a sua presenca nao representa, necessariamente,
um risco para a saude publica. Em aguas recreativas, tém sido isoladas algumas espécies de
Pseudomonas com capacidade de provocar infegdo no Homem, sendo, por isso, propostas como
indicadoras da qualidade destas aguas 7).

Figura 2.3 - P. aeruginosa.
Micrografia de P. aeruginosa obtida por SEM.
Fonte: Luisa Jordao (ndo publicado).



< Aeromonas spp.

O género Aeromonas compreende bactérias Gram-negativas e anaerébias facultativas, da
familia das Aeromonadaceae 6567, A taxonomia das Aeromonas spp. é complexa e encontra-se
em mudanca desde a introducéo de novos critérios de identificagcao, o que conduziu a descrigao

de novas espécies e reclassificacGes das espécies conhecidas ©9,

Estas bactérias surgem naturalmente em rios e lagos, aguas residuais brutas/tratadas e agua

potavel %8, Além disso, as Aeromonas spp., podem subsistir, igualmente, em alimentos (¢9),

Com o envelhecimento da populacédo e consequente défice do sistema imunitario, as infecées
associadas a algumas espécies de Aeromonas (A. hydrophyla, A. caviae e A. schubertii) tém
aumentado. Entre estas, sdo encontradas infe¢des gastrointestinais, cutaneas, de tecidos moles,

sistema respiratério/urinario, e foram igualmente descritos casos fatais (66 69-73),

Face as infecdes associadas a este género bacteriano, a necessidade de erradicacdo destas
bactérias conduziu a estratégias de desinfe¢do, tendo sido demonstrado que algumas espécies
de Aeromonas spp. (figura 2.4) sdo resistentes ao cloro, nas concentracdes utilizadas na

desinfecdo de agua destinada ao consumo humano 4,

Figura 2.4 - A. hydrophila.
Micrografia de A. hydrophila obtida por SEM.
Fonte: Castro e colaboradores (9.

2.3.2 Eutrofizacéo

A eutrofizacdo é o processo, natural ou antropogénico, pelo qual uma massa de agua adquire
uma grande concentracdo de nutrientes, especialmente azoto e fdsforo, promovendo o

crescimento de algas e plantas aguaticas (79,

A aplicacao inicial do termo derivou da aparéncia dos lagos, da deple¢do de oxigénio nas
camadas profundas e das principais espécies de macroinvertebrados bentonicos existentes. O
problema foi reconhecido pela proliferagdo de algas, o crescimento de macrofitas e a morte

periddica de peixes (7).



Carlson 8 utilizou uma nova abordagem de classificacéo tréfica de lagos e reservatérios, com
base em critérios como o enriquecimento em nutrientes, a produtividade algal e a profundidade
do disco de Secchi. O autor classifica estas massas de agua através de um valor que varia entre
0 e 100 (indice do estado tréfico — do inglés Trophic state index — TSI), onde o menor valor
remete para uma menor produtividade e vice-versa, e baseia-se em trés classes de denominagéo
do estado tréfico: oligotréfico - produtividade baixa; mesotréfico - produtividade moderada e

eutréfico — produtividade alta.

Alemayehu e Hackett (79 utilizaram intervalos de valores do TSI para avaliacédo da qualidade da
agua, relativamente aos critérios anteriormente referidos, acrescentando uma classe de estado
tréfico (tabela 2.1).

Tabela 2.1 - Qualidade das aguas segundo o estado trofico.

Intervalo de valores do TSI . Classificacdo do estado tréfico - Qualidade da agua

0-59 Oligotréfico para mesotroéfico Boa
60-69 Mesotréfico para eutréfico Razoavel
70-100 Hiper-eutréfico Fraca

O controlo do fésforo e do azoto em aguas superficiais é fundamental para manter a qualidade
desejavel da agua e a integridade do ecossistema, sendo que o enriquecimento por estes
nutrientes interage com muitas condi¢des especificas do local, especialmente com a estabilidade
ecolégica do sistema e com a presenca de outros contaminantes, incluindo os agentes de

doencas infeciosas (/7. 80),

O excesso destes micronutrientes na agua podera conduzir ao aparecimento de algas e de
bactérias aerdbias, além do florescimento de cianobactérias. Esse florescimento é indesejavel,
pois as cianobactérias impedem a transparéncia da agua, dificultando a sua eficiente oxigenacao
(atingindo muitas vezes condi¢bes de hipodxia), 0 que promove o aparecimento de cianotoxinas,
produtos téxicos que conduzem ao desequilibrio do ecossistema, provocando a morte de peixes

e de outros animais (79.81),

A existéncia de fésforo nas massas de 4gua pode provir da acdo do Homem, através de agentes
como residuos, detergentes, fertilizantes ou erosdo (7% 8L 82 QO crescimento excessivo das
plantas associado a este fenébmeno, ha algum tempo que se considera constituir o principal

problema enfrentado pelas aguas superficiais (83 84),

2.4 Biofilmes microbianos

As bactérias sao, normalmente, estudadas na forma plancténica, in vitro, como culturas puras.

Contudo, aproximadamente 99 % dos microrganismos existentes na Terra estdo organizados
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em comunidades microbianas conhecidas como biofilmes, consércios microbianos sésseis,
compostos, na maioria dos casos, por espécies distintas de microrganismos (como bactérias,
algas, fungos e protozoarios), envolvidos por uma matriz polimérica auto-produzida 587, Essa
matriz pode, ou ndo, estar ligada a superficies bidticas (6rgdos de plantas ou animais), ou
abidticas, como rochas ou paredes (889 e promove a aderéncia, oferece protecéo fisica e facilita
a interacdo social entre os microrganismos, criando um microhabitat contra a predacéo (. 9. 91),
As bactérias, quando organizadas em biofilme, podem apresentar carateristicas, genotipicas

e/ou fenotipicas, diferentes do seu correspondente planctdnico (0. 92.93),

Os microrganismos presentes nos biofiimes sdo mais resistentes a alteracdes de pH e
temperatura, escassez de nutrientes e a outros fatores de stress, como desinfetantes e
antibiéticos, do que os microrganismos plancténicos, razdo pela qual a formacgéo de biofilme é

considerada uma estratégia de sobrevivéncia (89 94-96),

O'Toole e colaboradores ®) descreveram que a formacéo inicial do biofilme resulta da
capacidade que as bactérias apresentam para formar um contacto célula-célula e célula-
superficie. As fases de crescimento de um biofilme e as respetivas imagens por microscopia de

varrimento (SEM) sdo apresentadas na figura 2.5.

Figura 2.5 - Ciclo de vida de um biofilme.

As fases de desenvolvimento de um biofilme estéo representadas para 1 — Aderéncia reversivel; 2 -
Aderéncia irreversivel; 3 — Maturagéo | e Il; 4 — Disperséo. As micrografias obtidas por SEM ilustram as
diferentes fases de formag&o de um biofilme de K. pneumoniae, em poliestireno °8),

Adaptado de: Monroe 9,

A aderéncia das bactérias planctonicas a uma superficie é condicionada pela existéncia de forcas
de atracdo e repulsdo entre as duas, e 0 movimento dos microrganismos em direcdo as
superficies pode resultar da gravidade, do fluxo da 4gua, da mobilidade e da quimiotaxia dos

microrganismos, ou de uma combinacgdo destes processos (13190, Na aderéncia irreversivel, as
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bactérias desenvolvem estruturas celulares envolvidas num complexo de polissacarideos,
proteinas, glico-péptidos, &cidos nucleicos e lipidos, formando agregados na superficie onde

aderem (94, 101, 102)_

A fase de maturacdo € marcada pela formacédo de microcolonias e pelo desenvolvimento da
arquitetura do biofilme 103, A medida que os biofilmes amadurecem, a disperséo das bactérias
do biofilme para o estado planctonico pode resultar de varios fatores, como alteracfes na
disponibilidade de nutrientes, variacdes de oxigénio dissolvido, aumento de produtos téxicos ou
outras condicdes de stress. As células do biofilme podem retornar a um estilo de vida plancténico

para completar o ciclo de desenvolvimento do biofilme (104-107),

As interacfes entre as diferentes espécies influenciam a estrutura, fungdo e dinamismo dos
biofilmes @ 108) pelo que a formacgdo de um biofilme maduro estavel é o produto de interacdes
sociais que evoluiram através de adaptacdes, tanto em biofilmes de uma espécie, como em

polimicrobianos (109),

Nos biofilmes polimicrobianos podem existir interagcdes antagonicas (competicdo relativamente
aos recursos ou producdo de compostos inibitérios) (19 ou sinérgicas (indugdo de biofilme ou a
resisténcia aumentada) 9. Além disso, foi observado que algumas espécies foram incapazes
de formar biofilmes isoladamente, tendo tido, contudo, a capacidade de se agregar em biofilmes,

aumentando a sua biomassa (111-113),

A figura 2.6 resume, graficamente, as interagdes entre espécies bacterianas, organizadas em

biofilmes.
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Figura 2.6 - Modelos de interac8es entre espécies.

A produtividade de duas espécies bacterianas é apresentada num eixo de nicho ecoldgico. E observado em
(A) o estado de referéncia, (B) auséncia de interacéo, (C) competicédo e (D) cooperacgéo.

Adaptado de: Foster e Bell (14,

A produtividade de duas espécies é apresentada num eixo de nicho ecoldgico, figura 2.6, onde:

(A) o estado de referéncia € o espaco inicial do nicho ocupado pelas duas espécies; (B) a

auséncia de interacdo nao afeta a produtividade das espécies com a presencga de outras; (C) a
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existéncia de interacdes negativas, como a competicdo mltua entre as duas espécies (relacédo
antagonica), pode conduzir a alteracéo dos nichos de algumas espécies e a produtividade geral
da comunidade é reduzida; (D) a existéncia de interagcBes positivas, como a cooperagdo muitua
(relagdo sinérgica) promove o beneficio mituo das espécies e a produtividade geral da

comunidade aumenta 114,

Os mesmos autores afirmam ainda que, quando ndo existe interacdo entre as espécies, é
previsto que a produtividade de uma mistura binaria seja exatamente a soma de duas espécies

isoladas, como ocorreria, por exemplo, se duas espécies ocupassem nichos independentes (14,

A soma da produtividade de cada espécie, isolada, é designada por nula, para comparagcao com
a produtividade observada no consércio correspondente de duas espécies. Se duas espécies
forem mutuamente competitivas, a produtividade do consércio sera menor que a da nula e se
duas espécies forem mutuamente cooperativas e promoverem o crescimento uma da outra, a

produtividade do consércio serd maior do que essa nula 114,

Contudo, algumas das interac¢des positivas podem envolver uma espécie, obtendo aumentos de
produtividade em consoércio, enquanto as outras espécies causam diminuicdes na sua
produtividade. Algumas das interacdes negativas podem também incluir casos em que uma
espécie é beneficiada e a outra prejudicada. Nestes casos, o0s efeitos negativos séo

dominantes (14,

Um estudo realizado com um biofilme polimicrobiano constituido por Staphylococcus simulans,
Lactobacillus fermentum, Pseudomonas putida, Listeria monocytogenes e Salmonella enteritidis,
constitui um exemplo em que um dos membros do consorcio, P. putida, contribuiu mais para o
biofilme, aumentando a sua biomassa em comparagéo com a nula. Contudo, S. enteritidis obteve
menos biomassa no biofilme do que no seu correspondente plancténico @15, Noutro estudo, foi
demonstrado que a formacéo do biofilme por Salmonella spp. pode ser promovida pela presenca
de outras bactérias (116),

As interacdes bacterianas, bem como os comportamentos coletivos de isolados num biofilme
polimicrobiano, s@o regulados pelo quorum sensing, processo de comunicacdo bacteriana
(célula-célula). Este processo é baseado na producdo, libertacdo e detecdo, no biofilme, de
pequenas moléculas sinalizadoras (EPS), denominadas de auto-indutores, que regulam a
expressao de varios genes (117119 As bactérias possuem mecanismos internos, mediados por
recetores, para detetar a concentracdo dessas moléculas. As bactérias plancténicas produzem
auto-indutores numa taxa baixa, que aumenta e se acumula no ambiente quando varias células
bacterianas se agrupam. Quando o nivel dessa taxa é suficientemente elevado, o sinal de
quorum é detetado pelas bactérias sésseis atuais, o que promove a transmissdo da mensagem

a outras células préximas (95120, 121)
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Diggle e colaboradores ©3 especificaram que, para que uma molécula seja classificada como um
sinal de quorum (EPS), existem quatro critérios a atender, como: (A) A produgdo do sinal de
qguorum sensing deve ocorrer durante estagios especificos de crescimento ou em resposta a
mudancas ambientais particulares; (B) O sinal de quorum deve acumular-se no ambiente
extracelular e deve ser reconhecido por um recetor bacteriano especifico; (C) A acumulacédo de
uma concentracdo limite critica do sinal sensivel ao quorum deve estimular uma resposta
combinada; (D) A resposta celular deve estender-se além das mudancas fisiolégicas necessarias

para metabolizar ou desintoxicar a molécula.

Em vérias espécies bacterianas, a rutura do sistema de detecdo de quorum afetou a formacéo
do biofilme. Por exemplo, em P. aeruginosa, a inativacdo do quorum tem consequéncia na
formacdo dos biofiimes, que sdo menos estruturados e planos do que o0s observados
habitualmente. Além disso, quando este sinal é interrompido, os biofilmes tornam-se mais

suscetiveis ao tratamento com biocidas e antimicrobianos ©%).

2.5 InfecBes associadas a biofilmes

Os biofilmes ocorrem numa ampla variedade de ambientes naturais e antropogénicos e tém sido
vistos como reservatorios de agentes potencialmente patogénicos e responsaveis por infecdes
no Homem (®5),

As infe¢Bes bacterianas agudas, associadas a biofilmes, normalmente envolvem bactérias
plancténicas e, geralmente, 0 seu tratamento com antimicrobianos é possivel, embora dependa
de um diagndstico rapido e preciso ©9. As infectes crénicas podem resultar da capacidade de
formacao de biofilmes no hospedeiro humano ou através de dispositivos médicos ai colocados,
como cateteres ou implantes e o seu tratamento com antimicrobianos é mais dificil ©6 122, Tém
sido descritas infecdes na cavidade oral, na pele, na corrente sanguinea e no sistema

urindrio (6. 123.124) nodendo conduzir & morte (125-128),

Embora a comunidade médica e cientifica estejam cientes do impacto provocado pelas infe¢des
associadas a biofilmes na sadde publica, o(s) mecanismo(s) que desencadeia(m) a infe¢do por
membros destas comunidades microbianas ainda é(s@o) pouco (ou nada) conhecido(s).
Contudo, algumas carateristicas potenciadas por biofiimes que podem ser importantes nos
processos de infe¢es, ja foram identificadas. Entre estas sdo encontradas: o descolamento de
células ou agregados de biofilme, que pode resultar em infec6es da corrente sanguinea ou do
trato urinério, ou dar origem a embolias; 0 aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos; a
producdo de endotoxinas, pelas bactérias Gram-negativas, em biofilme; os biofilmes séo

resistentes ao mecanismo de depuragdo do sistema imunitario do hospedeiro 129,

O reconhecimento por parte dos microbiologistas clinicos e especialistas em saude publica de

que os biofilmes microbianos sdo omnipresentes na natureza, resultou no estudo de varios
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processos de doencas infeciosas associadas a biofilmes. Endocardite, otite média, periodontite

e prostatite crénica parecem ser causadas por microrganismos consorciados em biofilmes (30,

2.6 Monitorizacdo da qualidade microbiolégica das aguas ornamentais
e estratégias de intervencgéo

A auséncia de legislacao especifica para aguas ornamentais conduz a pesquisas com foco na
reducdo dos riscos associados a infeces no Homem, transmitidas pelas bactérias patogénicas,
através da prevengdo e controlo de biofilmes microbianos, sem ser comprometido o equilibrio do
ecossistema, pois a existéncia de biofilmes, além de impactos na sadde publica, tem também

sérios impactos econémicos e ambientais (85 131),

Os biofilmes estédo envolvidos em muitos problemas de incrustacéo, corroséo e higiene, sendo
necesséaria a adocao de estratégias com foco no seu controlo ou, quando possivel, na sua
erradicacdo. A rugosidade das superficies pode afetar a aderéncia do biofilme, pelo que
superficies menos rugosas diminuem a propenséao para a formacao e maturagao do biofilme (3%
132)  Além disso, o revestimento das paredes pode constituir um fator importante na
reducdo/eliminacdo da bioincrustacdo, o que foi comprovado em estudos que utilizaram

diferentes revestimentos (133-136),

Além da superficie de aderéncia do biofilme, a introducdo de determinadas plantas nestas aguas
€ importante na inibicdo ou reducdo do biofime de algumas bactérias, pelo que secretam

compostos que inibem o quorum sensing das bactérias em biofilme (137-143),

E necessaria a implementac&o de um sistema de filtragdo no ponto de alimentacdo destas aguas
ornamentais, quando possivel. Dessa forma, a introdu¢cdo de uma membrana filtrante pode

contribuir significativamente para a melhoria da qualidade da agua @44,

A pratica de desinfecéo priméria e a garantia de manutencgdo de um residual de desinfetante séo
estratégias muito utilizadas para o controlo de contaminantes microbianos 4%, A desinfecdo de
aguas com dioxido de cloro e clorito, por exemplo, pode reduzir a concentracdo de bactérias
plancténicas, mas tem pouco ou nenhum efeito sobre a concentracdo de bactérias do
biofilme (148, Keevil e colaboradores (147) relataram que os organismos coliformes em biofilme
podem sobreviver a exposicao prolongada de 12 mg/l de cloro livre (concentracéo recomendada
de cloro residual livre para agua potavel: 0,2-0,6 mg/l (Decreto-Lei n°® 152/2017 “9). Assim sendo,

é reforcada a importancia da monitorizacédo da gualidade da agua 148,
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3 Materiais e métodos

Neste trabalho, foram utilizadas amostras selecionadas de um estudo anterior, em que foram
colhidas amostras de agua superficial e biofilmes, durante um periodo de um ano (marco de 2016
até fevereiro de 2017), provenientes de um lago ornamental situado num parque na regiao de
Lisboa 149, A amostragem de agua superficial foi efetuada para um frasco estéril (100 ml) e os
biofilmes foram colhidos com zaragatoas estéreis, numa area de 10 cm?2 (cimento), conforme

descrito por Nascimento e colaboradores @7,

3.1 Amostras bioldgicas

3.1.1 Isolados bacterianos

Os isolados ambientais em estudo provém de quatro géneros bacterianos: Escherichia spp.,

Pseudomonas spp., Aeromonas spp. e Klebsiella spp. (tabela 3.1).

Tabela 3.1 - Isolados bacterianos.

Isolados ; Data de colheita
> Origem =
Espécie ID Més Ano
40 Biofilme junho
) 41 Agua agosto
E. coli : 2016
42 Agua setembro
43 Biofilme outubro
P. aeruginosa 51 Biofilme julho
. 52 Biofilme 2016
P. putida o outubro
53 Biofilme
P. oryzihabitans 57 Biofilme fevereiro | 2017
A. veronii 13 Biofilme julho
15 Biofilme agosto
A. sobria 16 Biofilme setembro | 2016
19 Agua outubro
A. hydrophila/caviae 24 Agua janeiro
. 29 Biofilme fevereiro
A. sobria ) i 2017
32 Agua fevereiro
45 Agua junho
46 Biofilme julho
« _ 47 Agua agosto 2016
- pneumoniae 48 Agua setembro
49 Biofilme outubro
50 Biofilme outubro

Todos os isolados foram cultivados em caldo de Mueller-Hinton (MH) ou em agar de Mueller-
Hinton (Difco), com o objetivo de se preparar um stock bacteriano. As bactérias foram
conservadas em caldo de hidrolisado de soja (TSB) com 20 % de glicerol a —20 °C e em meio

semi-solido de conservacao de estirpes (gelose peptonada), a temperatura ambiente. Todos os
15



ensaios foram realizados a partir de culturas frescas (incubadas durante cerca de 18 horas, a

37 °C), de um destes stocks bacterianos.

3.2 Avaliagao do crescimento bacteriano a diferentes temperaturas

Ainoculacéo foi realizada a partir do stock a temperatura ambiente em agar de MH, com posterior
incubacéo a 5, 25, 37 e 45 °C, durante um periodo aproximado de 18 horas, ou até ser detetado
crescimento. O ensaio ndo foi quantitativo, tendo sido apenas avaliada a presenca ou auséncia

de unidades formadoras de coldnias (UFC).

3.3 Deslizamento em meio semi-soélido (“swarming motility”)

O deslizamento de Aeromonas spp., K. pneumoniae, Pseudomonas spp. e E. coli foi avaliado
em meios semi-sélidos, descritos em trabalhos anteriores. Para Aeromonas spp., foi utilizado o
meio descrito por Gavin e colaboradores (130, composto por 1 % de triptona, 0,5 % cloreto de
sédio (NaCl) e 0,25 % de agar bacteriolégico (Difco). Para K. pneumoniae, Pseudomonas spp. e
E. coli, foi utilizado meio Luria-Bertani (LB) com 0,3 % de agar 5D, A todos os meios foi
adicionado 0,05 % de cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio (TTC), para facilitar a visualizagdo do

deslizamento bacteriano.

Com o auxilio de uma ansa estéril de 1 microlitro (pl), foi inoculada, no meio de cultura
apropriado, uma unidade formadora de col6nias (UFC), por perfuracdo no centro da placa. As
placas foram incubadas a duas temperaturas (25 e 37 °C), durante 18 horas. O deslizamento foi
avaliado através da medicao da distancia maxima percorrida pelas bactérias. Para 25 °C, foi

efetuada uma nova avaliagdo apoés 5 dias.
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3.4 Tempo de geracao

Foi preparada uma suspensao bacteriana com uma concentragao inicial de 1 x 108 UFC/ml.

Numa microplaca de 96 pocos (Nunc™), foram inoculados 20 pl de suspensdo bacteriana em

180 pl de caldo de MH, de forma a obter uma concentracao final de 1 x 107 UFC/ml. O caldo de

MH foi utilizado como controlo de esterilidade. O ensaio foi realizado em hexaplicado, seguindo

uma organizacao semelhante a apresentada na figura 3.1.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 3.1 - Crescimento bacteriano: Esquema experimental.

O esquema experimental € apresentado para o ensaio do crescimento e para 0s hexaplicados dos indculos

bacterianos.

As placas foram incubadas a 25 e a 37 °C, tendo o crescimento sido avaliado através da leitura

da absorvancia a 600 nm, num leitor de placas (Multiskan Ascent V1.24 354-00958), decorridos

intervalos de tempo variaveis, até ser atingida a fase estacionaria de crescimento, ou 24 horas.

Os valores de absorvéancia (Abs) foram convertidos para concentracdo bacteriana, com base no

seguinte fator de converséo (152);

Abs =0,2 < 1 x 108 bactérias

* 600 nm

A determinacdo do tempo de geracdo (G), com base na fase de crescimento exponencial de

cada isolado, é apresentada de seguida (153,
Expressao matemética de crescimento (equacéo 1):
N = NO=x* 2"
A transformacdao logaritmica da equacédo 1 é a seguinte:

logN = logNO + nlog?2
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Resolvendo em ordem a n (equacao 3):

_ (logN—1logNO logN—logNO 1 _ i
n= ( log2 ) < ( 0.301 ) < (0.301) * (logN — logN0) < 3.3 xlog No (eg.3)

O tempo de geracédo (G) corresponde ao quociente entre o tempo (t) e o niUmero de geragdes

(n).

Substituindo 0 n na equacao 3, surge a seguinte expressao:

t
G=—=x (eq. 4)
3.3 % logN_o

Onde:

N, — Numero inicial de bactérias

N — Numero de bactérias ap6s n geracdes
n — Numero de geracdes

t — Tempo, em minutos

O tempo de geragdo das bactérias foi calculado com recurso a equacgao 4 e encontra-se expresso

em minutos.

3.5 Ensaios de biofilme

3.5.1 Biofilmes de uma espécie

Método convencional

A formacéo de biofilmes pelos isolados bacterianos em estudo foi analisada através do método

descrito por Nascimento e colaboradores 7, com algumas modificagdes.

Foi preparada uma suspenséao bacteriana com 1 x 108 UFC/ml, que foi diluida em caldo de MH,
de forma a obter uma concentragdo final de 1 x 108 UFC/ml. Os volumes inoculados foram
idénticos aos do ensaio anterior. O ensaio foi realizado em hexaplicado e o controlo de
esterilidade foi o caldo de MH (200 pl). Um exemplo do esquema de inoculagéo utilizado nos

ensaios é apresentado na figura 3.2.

20 pl de suspensao de 20 pl de suspensao de
bactéria A bactéria B
1 x 107 UFC/mI 1 x 107 UFC/mI

U12|3456]7891111

0 2
AEICIONS EXCION BDEICIS)

Ensaio Controlo de esterilidade

Figura 3.2 - Ensaios de biofilme: In6culo experimental.
O esquema apresenta as diluigBes realizadas.
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A formacao de biofilme foi avaliada apés 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubacédo a 37 °C. No final de
cada periodo de incubagdo, o meio foi removido e os pogos foram lavados (trés vezes), com
agua destilada, para eliminar as bactérias ndo aderentes. O biofilme foi corado com 100 pl de
uma solucao de cristal violeta (1,4 %), durante 15 minutos. O excesso de corante foi removido
por lavagem com agua destilada (3 vezes). O excesso de agua foi removido e o cristal violeta foi
dissolvido em etanol a 95 % (200 pl) (Merck), durante 15 minutos a temperatura ambiente.

A absorvéncia foi medida a 570 nm, no leitor de placas.

Os isolados foram classificados quanto a sua capacidade de formacédo de biofilme, de acordo
com o descrito por Stepanovi¢ e colaboradores 154, De uma forma sintetizada, foi comparada a
absorvancia dos isolados com o controlo de esterilidade (controlo negativo), como apresentado

na tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Classificacdo dos isolados consoante a producédo de biofilme.

Classificacéo do isolado Valores de absorvancia
N&o produtor Abs. isolado < Abs. corte

Produtor fraco Abs. corte < Abs. isolado < 2Abs. corte
Produtor moderado 2Abs. corte < Abs. isolado < 4Abs. corte
Produtor forte Abs. isolado > 4Abs. corte

O ponto de corte para a formacdo de biofilme (Abs. corte) foi definido como a média do controlo
negativo (cn), somando-se a 3 vezes o respetivo desvio-padréo (dpen) (Abs. corte = Abs. cn + 3dpcn).

Método de medicéo da impedéancia elétrica

Além do método anterior, foi avaliada a formacgdo de biofiime através da determinacdo da
impedancia elétrica para um numero reduzido de isolados: A. sobria 16, E. coli 42 e Kp 48.
Inicialmente, foram testadas concentracdes bacterianas: 1 x 10°, 1 x 10% e 1 x 107 UFC/ml, para
se determinar a concentracdo 6tima para este método. O ensaio foi realizado em microplacas de
16 pocos, com matrizes de elétrodos de ouro microfabricados, apresentadas na figura 3.3, tendo
sido utilizado o controlo de esterilidade acima referido (100 pl). A impedancia elétrica foi
monitorizada de 5 em 5 minutos, durante 19 horas, no aparelho XCELLigence ® Real-Time Cell

Analysis (ACEA, Biosciences Inc.). O ensaio foi realizado em duplicado.

Matriz de elétrodos

Figura 3.3 - Microplacas para ensaios de impedéancia elétrica.
E apresentada em (A), a parte da frente das placas, e em (B) o verso das placas, bem como a matriz
de elétrodos.
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A impedancia do fluxo de eletrdes (impedancia elétrica), causada por células microbianas
aderentes, foi caraterizada pela utilizacao de um parametro adimensional denominado por indice
celular (IC), cuja equacéo se apresenta abaixo (equagéo 5) 159,
Rn—R
IC = (Bn— Rp) (eq. 5)

Valor de impedancia nominal

Onde:

R,, — Impedancia entre o elétrodo e a célula no pogo, quando contém células (Q);
R, — Impedancia entre o elétrodo e a célula no pogo inicialmente (sem células) (Q);

Impedéancia nominal — 15 Q.

3.5.2 Biofilmes binarios

Foi preparado um indculo bacteriano com contribui¢cdes iguais de cada um dos membros do
consorcio microbiano. Para um volume total de 1,5 ml, e uma concentracdo final de

1 x 108 UFC/ml, por isolado, cada um contribuiu com 750 pl.

A suspenséo bacteriana dos isolados foi homogeneizada num vértex (concentracdo final de
1 x 10% bactérias/ml) e foi inoculada na microplaca (20 pl), com os 180 pl de caldo de MH.

O volume do controlo de esterilidade foi de 200 pl.

Apés 2, 4, 6, 8 e 24 horas de incubagédo a 37 °C, foi monitorizada a formacéo de biofilme a uma
absorvancia de 570 nm, como descrito anteriormente, pelo método convencional, de coloragéo

com cristal violeta.

3.5.2.1 Avaliacdo do efeito de Aeromonas spp. em biofilmes maduros de
K. pneumoniae

O presente ensaio teve, como principal objetivo, a caraterizacdo do efeito de isolados de
A. sobria 16 e A. hydrophila 24, e/ou dos seus sobrenadantes, em biofilmes maduros dos 6

isolados de K. pneumoniae (Kp 45 a 50).

Os biofilmes foram preparados como descrito anteriormente, em quadruplicado (método
convencional) e duplicado (método de impedéancia elétrica). Decorridas 8 horas (método
convencional), ou 10 horas (método de impedéncia elétrica), foram retirados 150 ul dos pocos
com biofilmes de K. pneumoniae, tendo sido substituidos por A. sobria 16, A. hydrophila 24 ou
pelos seus sobrenadantes. Os sobrenadantes foram obtidos por centrifigacdo a 3 000 rpm,
durante 30 minutos (Megafuge 1.0, Herareus) de uma cultura fresca (18 horas), de cada uma

das Aeromonas.
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As placas foram incubadas a 37 °C e foi monitorizada a formacdo de biofilme pelo método

convencional ou através da medigdo da impedancia elétrica.

Pelo método convencional, apés 24, 48 e 72 horas de incubacédo a 37 °C, foi monitorizada a

formacao de biofilme a uma absorvancia de 570 nm, conforme descrito em 3.5.1.

Pelo método de medicdo da impedancia elétrica, o efeito das Aeromonas spp. em biofilmes de
K. pneumoniae foi monitorizado de 25 em 25 minutos, durante, aproximadamente, quatro dias
(100 horas).

3.6 Analise estatistica

O teste t-de student foi o ensaio estatistico utilizado para determinacéo de diferencas

significativas entre grupos independentes de valores.

Para comparar os dois métodos de monitorizagdo de biofiimes (método do cristal violeta e
impedancia elétrica), foi utilizado o teste de analise de variancia (ANOVA). Foram utilizadas
técnicas estatisticas como a correlacdo e a reta de regressao linear. Em ambos os casos, foi
considerada uma distribuigdo normal com um intervalo de confianga de 95 %, refletindo um nivel
de significancia (a) de 0,05. As diferengas foram estatisticamente significativas para valores de
p <0,05 ().
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4 Resultados e discusséao

A andlise microbiolégica da agua ornamental em estudo é crucial para a avaliacdo da sua
qualidade e dos riscos para a saude humana. Assim, este capitulo é focado na caraterizacao das

espécies bacterianas presentes, bem como na sua capacidade de formacéo de biofilmes in vitro.

4.1 Caraterizacao dos isolados identificados

4.1.1 Crescimento bacteriano a diferentes temperaturas

A temperatura 6tima de crescimento de um microrganismo € aquela onde se observa um
crescimento mais rapido. Nestas condi¢fes, a bactéria tem a capacidade de expressar o seu

maximo metabolismo (156, 157),

O crescimento bacteriano foi determinado a 5, 25, 37 e 45 °C, com 0 objetivo de ser avaliada a
presenca/auséncia de UFC em cada condicdo. Foi observado crescimento bacteriano para todas
as temperaturas referidas, exceto 45 °C, para as espécies do género Aeromonas. No entanto, a
25 e a 37 °C, embora o ensaio ndo fosse quantitativo, o nimero de UFC presentes foi
visivelmente superior, refletindo uma cinética de crescimento superior. Nas temperaturas
extremas (5 e 45 °C), embora tenham sido detetadas UFC na maioria dos isolados, 0 seu nimero

foi sempre inferior, sugerindo que estas ndo constituem temperaturas 6timas.

Estes resultados sugerem que as bactérias estudadas sdo mesofilas, ou seja, séo
maioritariamente microrganismos capazes de sobreviver entre 20 e 45 °C, com crescimento
6timo entre cerca de 30 e 39 °C (158), Uma vez que se trata de isolados ambientais, é expectavel
que se registe um crescimento acelerado a temperatura ambiente. O facto de crescerem a 37 °C

constitui um risco para 0 Homem, sendo que esta é a temperatura do corpo humano.
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Os resultados obtidos neste estudo estdo, maioritariamente, de acordo com o descrito na

literatura (tabela 4.1).

Tabela 4.1 - Temperaturas de crescimento das espécies.

Estirpes bacterianas

E. coli Pseudomonas Aeromonas K. pneumoniae
82}
g
'8 7,5°C — 49 °C (159 4 0C — 42 oC (161) 4 °C — 41 °C (74, 165) 10 °C — 46 °C (166)
Q
g 2
2
E .
= P. aeruginosa A. hydrophila
E o
g g 37 oC (160) 37 oC (162) 35°C a 37 °C (%9 a7 9C (167
e Outras Pseudomonas spp. = Qutras Aeromonas spp.
28 °C — 30°C (163,164) 30 °C (74

Em estudos realizados anteriormente, as temperaturas étimas de crescimento para as bactérias
estudadas estdo compreendidas entre 28 e 37 °C (66 74, 160, 162164, 167) Todas as espécies
bacterianas presentes na tabela 4.1 apresentaram uma gama semelhante de temperaturas

toleraveis de crescimento, compreendidas entre 4 e 49 °C (74,159, 161, 165, 166),

4.1.2 Tempo de geragdo

Neste ensaio, foi avaliado o perfil de crescimento dos isolados, bem como o seu tempo de
geracdo. O tempo de geracdo depende da espécie bacteriana e corresponde ao tempo médio
que separa duas divisdes celulares consecutivas. Quanto mais rapidamente se divide a
populagdo, maior € o nimero de geracdes no mesmo periodo de tempo e menor é o tempo de
geragdo, o que se reflete num maior nimero de células bacterianas 168, Como tal, a
determinacdo do tempo de geracdo pode ser utilizada para selecionar a temperatura 6tima de
crescimento de uma bactéria. O crescimento da populacdo bacteriana pode ser estudado através

da curva de crescimento de uma cultura, presente na figura 4.1.

A Estacionaria A

jw /04N

Abs. (600 nm)

Adaptacéo

e |
Tempo (horas)

Figura 4.1 - Curva de crescimento bacteriano.
A absorvancia a 600 nm pode ser utilizada na monitorizagdo do crescimento bacteriano (UFC), ao longo
das diferentes fases de crescimento bacteriano (adaptacao, exponencial, estacionaria e morte).
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Na figura 4.2, sdo apresentadas curvas de crescimento de isolados de E. coli, A. sobria e

K. pneumoniae (Kp), a 25 e a 37 °C.
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Figura 4.2 - Perfis de crescimento de E. coli, Aeromonas spp. e K. pneumoniae.

Perfis de crescimento de E. coli, Aeromonas spp. e K. pneumoniae.

O perfil de crescimento € apresentado para E. coli 41 (A), A. sobria 19 (B) e Kp 47 (C).

O crescimento bacteriano foi monitorizado durante 24 horas, a 25 °C (linha tracejada) e a 37 °C (linha
continua).

A andlise das figuras 4.2 A, B e C, permite inferir que as bactérias apresentaram, inicialmente,
perfis semelhantes, contudo com cinéticas de crescimento distintas a 25 e 37 °C. Todos os

isolados cresceram preferencialmente a 37 °C.

E sugerido, através da observacgéo das curvas de E. coli 41 (fig. 4.2 A), A. sobria 19 (fig. 4.2 B)
e Kp 47 (fig. 4.2 C), a 25 °C, que estas apresentaram, até perto das 8 horas, um crescimento
exponencial. Ainda que o crescimento abrande a partir desse tempo, possivelmente por uma
limitacdo nutricional, os isolados bacterianos continuaram a crescer ao longo do tempo, néo
sendo possivel a demarcacédo do inicio da fase estacionaria, fenédmeno ja verificado noutro
estudo, por Anderl e colaboradores (%9, Teria sido necessaria a monitorizacédo entre as 8 e as
24 horas, ou um prolongamento para além das 24 horas, de maneira a ser confirmado o tempo

em que estas bactérias teriam atingido a fase estaciondria de crescimento.

A 37°C, E.coli4l e A. sobria 19, presentes nas figuras 4.2 A e B, respetivamente, apresentaram
um crescimento exponencial até perto das 8 horas, atingindo posteriormente a fase estacionéria,
com valores sensivelmente constantes ao longo do tempo. A Kp 47 (fig. 4.2 C), igualmente na
curva correspondente a 37 °C, cresce a uma cinética elevada até perto das 8 horas e mais
lentamente até as 24 horas, com um perfil de crescimento semelhante ao de 25 °C. Contudo,

igualmente ao referido anteriormente, teria sido necessario o prolongamento da monitorizacao.

A comparacao entre as curvas de crescimento dos trés isolados, E. coli 41, A. sobria 19 e Kp 47,
presentes nas figuras 4.2 A, B e C, respetivamente, permite a observacao de uma tendéncia de
convergéncia entre as duas curvas (25 e 37 °C), ao longo do tempo, o que pode dever-se ao
facto de, aparentemente, estes isolados apresentarem uma cinética de crescimento semelhante

nas duas temperaturas, apos a sua adaptacdo ao ambiente in vitro.
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Perto das 20 horas, a E. coli 41 (fig. 4.2 A) foi o Unico isolado onde essa convergéncia se
verificou, resultando, as 24 horas, num crescimento mais rapido a 25 °C do que a 37 °C. Ainda
as 24 horas, a espécie A. sobria 19 (fig. 4.2 B) apresentou um crescimento semelhante nas duas
temperaturas e Kp 47 (fig. 4.2 C) apresentou um crescimento mais rapido a 37 °C. A
monitorizacdo do crescimento bacteriano entre as 8 e as 24 horas, e apds as 24 horas de
incubacéo, teria sido relevante para uma determinacdo mais aproximada do tempo em que
existiu a convergéncia entre as curvas, pelo que, novamente, as deducdes apresentadas sao

meramente especulativas.

No caso das Pseudomonas spp., nao foi possivel identificar um perfil tipico, possivelmente devido
a existéncia de trés espécies distintas em apenas quatro isolados (P. aeruginosa, P. putida e
P. oryzihabitans), pelo que n&do s&o apresentados os graficos referentes a este género
bacteriano. A variabilidade de espécies foi refletida nos perfis, tendo existido cinéticas de

crescimento distintas entre si.

A determinacgéo da fase exponencial do crescimento bacteriano permitiu o calculo dos tempos

de geracgédo dos isolados, cujos valores se encontram na tabela 4.2.

Tabela 4.2 - Tempos de geragéo.

Isolados Tempo de geragao (minutos)
Espécie ID 25°C 37°C
40 91,7 38,8
] 41 81,7 33,6
E. coli

42 90,4 56,7
43 106,7 45,9
P. aeruginosa 51 93,9 44,0
) 52 98,7 76,2

P. putida
53 175,3 75,6
P. oryzihabitans 57 67,6 112,5
A. veronii 13 79,7 65,4
15 72,8 54,3
A. sobria 16 62,9 71,4
19 63,0 33,6
A. hydrophila/caviae 24 62,5 41,3
. 29 54,6 56,4

A. sobria
32 67,7 66,3
45 84,4 47,6
46 60,5 71,6
. 47 88,3 65,0

K. pneumoniae

48 88,8 100,3
49 82,6 47,1
50 87,4 53,7
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O tempo de geragdo (G) foi estimado a 25 e a 37 °C. Este pardmetro permitiu definir a
temperatura oOtima de crescimento, pois, como referido, um menor tempo de geragdo

corresponde a um maior nimero de células bacterianas.

Uma breve analise da tabela 4.2 permite deduzir que a maioria dos isolados apresentou um G

inferior a 37 °C, o que pode ser igualmente observado na figura 4.3.
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Figura 4.3 - Temperatura 6tima de crescimento.

Esta determinacéo foi realizada para uma amostra total de 21 isolados (n=21). As percentagens foram
calculadas para cada género bacteriano: Escherichia (n=4), Pseudomonas (n=4), Aeromonas (n=7) e
Klebsiella (n=6).

Como é possivel observar-se na figura 4.3, de facto, cerca de 67 % dos isolados de
K. pneumoniae, 71 % de Aeromonas spp., 75 % de Pseudomonas spp. e a totalidade das E. coli,
apresentaram um crescimento 6timo a 37 °C. Apenas cinco isolados (P. oryzihabitans 57;
A. sobria 16 e A. sobria 29; Kp 46 e Kp 48) apresentaram um G inferior a 25 °C.

Dos isolados com crescimento 6timo a 25 °C, A. sobria 29 apresentou um menor tempo de
geracéo (54,6 minutos). Em contra-partida, Kp 48 foi o que apresentou um maior valor de G

(88,8 minutos), a esta temperatura.

Dos isolados com crescimento 6timo a 37 °C, E. coli 41 e A. sobria 19 foram os que apresentaram
um menor G (33,6 minutos), o que sugere uma maior velocidade de duplicacdo do nimero de
células bacterianas. Pelo contrario, P. putida 52 foi o isolado que apresentou um valor de G mais

elevado (76,2 minutos).

Os quatro isolados de E. coli apresentaram tempos de geragéao inferiores a 37 °C (n=4, 100 %),
estando compreendidos entre 33,6 e 56,7 minutos. Segundo Fossum e colaboradores (79,
E. coli, em meio rico, regista tempos de geracdo de 20 minutos. A diferenca, entre os valores da
literatura e os do ensaio deste estudo, pode dever-se as condicbes a que os isolados estédo
sujeitos in vitro, pois o facto de subsistrem num meio adaptado as suas necessidades

nutricionais conduz a um melhor desempenho.

No género Pseudomonas spp., trés isolados apresentaram um crescimento 6timo a 37 °C
(3/4, 75 %) e apenas um apresentou um crescimento 6timo a 25 °C (1/4, 25 %). Com foco nas

temperaturas Otimas de cada isolado, € observada uma faixa que varia entre 44,0
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(P. aeruginosa 51) e 76,2 minutos (P. putida 52). Os autores LeBauve e Wargo @79, através de
ensaios laboratoriais, comprovaram que P. aeruginosa, em meio rico, regista tempos de geracéo
entre 25 e 35 minutos, o que pode confirmar os resultados do presente ensaio, ressaltando
novamente o facto de que as diferengas entre o descrito na literatura e os resultados destes
ensaios se podem dever as condi¢cGes in vitro. Segundo Tricot e colaboradores (172, P. putida
apresenta um tempo de geracao da ordem dos 60 minutos; Para P. oryzihabitans, sdo sugeridos
valores de G da ordem dos 155 minutos, em meio com glucose @73, o que difere bastante dos
resultados apresentados nestes ensaios. Contudo, os tempos de geracdo podem variar

consoante a fonte de carbono utilizada pelas bactérias.

Cinco isolados de Aeromonas spp. apresentaram um menor G a 37 °C (5/7, = 71 %) e apenas
dois otimizaram o seu crescimento a 25 °C (2/7, = 29 %). Os tempos de geracéo das espécies
do género Aeromonas variaram, com foco nas temperaturas 6timas, entre 33,6 (A. sobria 19) e
66,3 minutos (A. sobria 32). Segundo o descrito na literatura, A. hydrophila apresenta tempos de
geracdo da ordem das 0,45 horas (27 minutos) @74, podendo essas diferengas ser novamente
justificadas pelas fontes de carbono utilizadas pela bactéria e pelas condi¢ées in vitro. Os tempos
de geracgdo das restantes espécies, A. sobria e A. veronii, ndo séo registados na literatura,
contudo, como referido para Pseudomonas spp., 0 seu valor depende do substrato a que a

bactéria cresce (179,

Em K. pneumoniae, quatro isolados apresentaram crescimento 6timo a 37 °C (4/6, = 67 %) e
apenas dois registaram um menor G a 25 °C (2/6 = 33 %). Nesta espécie, € observada uma faixa
de G que varia entre 47,1 (Kp 49) e 88,8 minutos (Kp 48), segundo as suas temperaturas 6timas.
Regué e colaboradores (179 realizaram experiéncias com duas estirpes de K. pneumoniae e
concluiram que o tempo de geragdo registado para esta bactéria é de cerca de 40 minutos.
Apenas a Kp 45 e a Kp 49 apresentaram um G aproximado do descrito pelos autores (47,6 e
47,1 minutos, respetivamente). Os restantes quatro isolados apresentaram um G relativamente
superior, 0 que pode dever-se as condi¢cfes anteriormente referidas para as restantes espécies

do estudo.
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4.2 Biofilmes

4.2.1 Biofilmes de uma espécie

O presente ponto do trabalho consistiu na avaliacdo de producédo de biofilme por cada um dos

isolados. As cinéticas de formacao de biofilme sédo apresentadas na figura 4.4.
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Figura 4.4 - Cinéticas de formagao de biofilmes.
As cinéticas sdo apresentadas para isolados de E. coli (A), Pseudomonas spp. (B), Aeromonas spp. (C) e

K. pneumoniae (D). Os perfis de formacgéo de biofilme estéo identificados em (E).
A formagéo de biofilme foi monitorizada entre as 2 e as 24 horas, a 570 nm.
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Inicialmente, foram comparadas as cinéticas de formacao de biofilme dentro da mesma espécie
(E. coli e K. pneumoniae, presentes nas figuras 4.4 A e D, respetivamente) ou género
(Pseudomonas e Aeromonas, presentes nas figuras 4.4 B e C, respetivamente). Esta analise
demonstrou que as cinéticas de formacao de biofilme podem ser divididas em 3 perfis-tipo
(fig. 4.4 E).

No caso dos isolados de E. coli, foi possivel a observacao de duas cinéticas de formacéo de
biofilme (fig. 4.4 A). As E. coli 41 e 43 demonstraram uma maior formacao de biofilme do que os
isolados 40 e 42. Para os primeiros, é observado um valor maximo de formacao de biofilme as
8 horas, seguido de um decréscimo até as 24 horas. Estes resultados sugerem que as 8 horas
existe um biofilme maduro que inicia a sua fase de dispersdo. Este perfil € compativel com o
perfil 2. Os restantes isolados (E. coli 40 e 42) sdo compativeis com o perfil 1, uma vez que, ao
longo das 24 horas, foram sempre registados valores de absorvancia muito baixos (isolados com

pouca ou henhuma capacidade de formacao de biofilme).

Relativamente & formacao de biofilme das Pseudomonas spp. (fig. 4.4 B), foram igualmente
identificados dois perfis. Num deles, foram incluidas a P. putida 52 e a P. oryzihabitans 57, que
apresentaram alguma capacidade de formacéo de biofilme, atingindo o seu ponto méaximo apos
8 horas. Contudo, ao invés do observado para as E. coli 41 e 43, ndo registaram uma queda
abrupta até as 24 horas, sugerindo uma dispersdo mais lenta do biofilme. Por esta razéo, estes
dois isolados de Pseudomonas foram incluidos no perfil 3. Os restantes, P. aeruginosa 51 e
P. putida 53, registaram cinéticas de formag&@o de biofilme idénticas e concordantes com o
perfil 1, evidenciando a fraca producéo de biofilme. Este resultado sugere que a formacgéo de
biofilme ndo é condicionada pela espécie a que os isolados pertencem, embora o nimero de

isolados seja reduzido.

A formacédo de biofilme pelos isolados de Aeromonas (fig. 4.4 C) permitiu a distincdo de trés
perfis. A. sobria 32 foi o isolado que demonstrou uma maior formagéo, em comparagcdo com 0s
restantes; para este isolado e para A. sobria 19 é observado um rapido crescimento até as
4 horas, onde se sugere a existéncia de um biofilme maduro e o inicio da fase de dispersédo ap6s
esse tempo, com valores quase sempre decrescentes até 24 horas, pelo que foram incluidos no
perfil 2. Os isolados de A. veronii 13, A. sobria 16 e A. sobria 29 foram incluidos no perfil 3, onde
existiu um crescimento na fase inicial, seguido de valores idénticos ao longo do tempo (a partir
das 6 e 8 horas, respetivamente), o que sugere, como referido anteriormente, uma dispersédo
lenta do biofilme. A curva referente a A. sobria 15 sofreu um decréscimo da biomassa do biofilme
entre as 2 e as 6 horas, apresentando, na maior parte do tempo pouca formacédo de biolfiime,

pelo que foi incluida no perfil 1.

Os isolados de K. pneumoniae foram incluidos em dois perfis de formacgé&o de biofilme (fig. 4.4 D),
tal como as E. coli e as Pseudomonas spp. A Kp 48 foi a que apresentou, aparentemente, uma
maior cinética de formacao de biofilme e foi incluida, tal como as Kp 46, 47, 48, 49 e 50, no pefrfil

3, onde é sugerida a existéncia de um biofilme maduro as 6 horas (Kp 46 e 47) e as 8 horas
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(Kp 48, 49 e 50), seguido de uma disperséo lenta até as 24 horas. A Kp 45 apresentou pouca

capacidade de formacéao de biofilme, tendo sido incluida no perfil 1.

Para facilitar a interpretacéo dos resultados, os isolados foram classificados como apresentado
na tabela 3.2, sendo: ndo produtor, produtor fraco, produtor moderado e forte produtor de

biofilme 159, A figura 4.5 apresenta a classificacdo, bem como as respetivas percentagens por

categoria.
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Figura 4.5 - Formacao de biofilmes in vitro.

A capacidade de formacdo de biofilme por 20 isolados bacterianos (n=20), incluindo E. coli (n=4),
Pseudomonas spp. (n=4), Aeromonas spp. (n=6) e K. pneumoniae (n=6), foi avaliada pelo ensaio de cristal
violeta. Os isolados foram classificados em quatro categorias quanto a sua capacidade de formacéo de
biofilme, sendo os resultados expressos em percentagem, calculada em relagéo ao total de isolados da
amostra.

A figura 4.5 permite afirmar que um quarto dos isolados (25 %) foi classificado como nao produtor
e outro quarto como produtor fraco de biofilme, 40 % séo produtores moderados e apenas 10 %
apresentaram uma forte producao de biofilme.

Isolados de todos os géneros bacterianos foram classificados como ndo produtores ou
produtores moderados de biofilmes. Na categoria dos ndo produtores, a E. coli contribuiu com
10 % (dois isolados: E. coli 40 e 42) e os restantes géneros bacterianos com 5 % cada,
correspondendo aos seguintes isolados: P. putida 53, A. sobria 15 e Kp 45. Na categoria dos
produtores moderados, onde foi classificada a maioria dos isolados, curiosamente cada um dos
géneros bacterianos contribuiu com dois isolados (10 % cada): E. coli 41 e 43; P. putida 52 e
P. oryzihabitans 57; A. sobria 19 e 29 e Kp 46 e 47.

Na categoria de fraco produtor de biofilme néo estao representados isolados de E. coli. O género
Pseudomonas contribuiu com 5 % dos isolados (P. aeruginosa 51) enquanto as Aeromonas
(A. sobria 13 e 16) e as Klebsiella (Kp 49 e 50) contribuiram com 10 % cada. Dois isolados

(A. sobria 32 e Kp 48) foram classificados como fortes produtores de biofilme (10 %).
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Apenas os dois géneros bacterianos Aeromonas e Klebsiella, que curiosamente sdo 0s mais
representados na amostra, contribuiram para todas as categorias. No caso das Aeromonas, tal
podera ser atribuido a variagbes entre as espécies, uma vez que existem isolados de A. veronii
e de A. sobria. Contudo, para Klebsiella existem apenas isolados representantes de uma espécie:
K. pneumoniae, 0 que sugere a existéncia de carateristicas especificas em cada isolado, que
condicionam a sua capacidade de formacdo de biofilme. Este resultado esta de acordo com o

descrito para K. pneumoniae de origem clinica (8. 177,

Existiu, ainda, a tentativa de relacionar a capacidade de formacao de biofilme pelas bactérias
(in vitro) e a sua origem no ambiente (dgua ou biofilme), ndo tendo sido verificado que bactérias
isoladas de biofilmes ambientais apresentaram maior capacidade para formar biofilmes in vitro.
Curiosamente, os isolados classificados como fortes produtores de biofilmes foram ambos
recuperados de amostras de agua. Entre as bactérias consideradas ndo produtoras (n=5), sdo
encontrados, maioritariamente, isolados de biofiimes ambientais (3/5) e todas as bactérias
classificadas como fracas produtoras de biofilmes foram recuperadas, igualmente, de biofilmes
(n=5). Este resultado, aparentemente contraditério, podera ser explicado, pelo menos
parcialmente, pelo facto de as condi¢Bes in vitro ndo mimetizarem exatamente as condi¢des
ambientais. Neste caso, o meio de cultura, a superficie onde o biofilme se forma e a auséncia de
fluxo no sistema in vitro podem influenciar o resultado observado. Foi comprovado,
anteriormente, que a superficie de cimento, existente no lago ornamental em estudo, promoveu
uma melhor formacdo de biofilme pelas bactérias, do que uma outra superficie testada
(vidro) 178). Este problema nédo é exclusivo destes estudos, tendo sido igualmente relatado por

z

outros autores (179-181) e por esta razdo, um dos desafios que é, atualmente, colocado a

comunidade cientifica € o estabelecimento e validacdo de protocolos para o estudo de

biofilmes (182, 183),
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4.2.1.1 Deslizamento em meio semi-solido versus capacidade de formacédo de

biofilme

O deslizamento em meio semi-sélido € definido como um movimento bacteriano, acionado por
flagelos rotativos, que facilita a disseminacdo de col6nias 18418) As bactérias deslizantes

formam diversos padrdes de colénias macroscépicas em meio sélido (187-190),

Este ensaio foi realizado com o objetivo de se estabelecer uma relacao entre o deslizamento das
bactérias e a sua capacidade de formacdo de biofilme. A figura 4.6 apresenta o padrdo de

deslizamento de algumas das bactérias, a 37 °C.
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Figura 4.6 - Deslizamento em meio semi-sélido.
O deslizamento € apresentado para K. pneumoniae 50 (A), A. sobria 29 (B), A. sobria 32 (C), E. coli 43
(D) e K. pneumoniae 47 (E), a 37 °C.

O deslizamento de Kp 50 (fig. 4.6 A) demonstra uma fraca capacidade deste isolado, que formou
uma colénia confinada no centro da placa, ao contrario de Kp 47 (fig. 4.6 E), que colonizou a
totalidade da placa, nas mesmas condi¢cdes. Carabarin-Lima e colaboradores 191 demonstraram
que vérias estirpes de K. pneumoniae podem apresentar deslizamentos varidveis entre si,
dependendo das suas carateristicas genotipicas e fenotipicas, o que pode justificar os resultados

apresentados.

Os isolados de A. sobria, 29 e 32 (figs 4.6 B e C, respetivamente), apresentaram um padrédo de
colonizagéo irregular, sugerindo uma maior concentracdo bacteriana no centro da placa,

fenédmeno igualmente verificado por outros autores (192,

O isolado de E. coli, 43 (fig. 4.6 D), revelou capacidade de deslizamento, colonizando quase a
totalidade da placa, num movimento homogéneo n&do padronizado. Swiecicki e
colaboradores 193 definiram o deslizamento desta espécie como semelhante ao da figura, o que

sugere uma concordancia com o descrito na literatura.
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Kearns (194 comprovou que células incapazes de deslizarem e de se espalhar pela superficie,
crescem como uma colonia confinada no centro da placa, como o apresentado nas
figuras 4.6 A, B e C. Outros autores verificaram que, pelo contrario, bactérias deslizantes migram
rapidamente para longe do ponto de inoculagdo (fenémeno presente nas figuras 4.6 D e E),

afirmando que o comportamento do deslizamento é quimiotaticamente orientado (195-197),

Como observado na figura 4.6, a 37 °C, a maioria dos isolados apresentou um padréo centrifugo
e uniforme, exceto A. sobria 29 e A. sobria 32. A figura 4.7 expde padrdes heterogéneos de

deslizamento observados em alguns isolados.

Figura 4.7 - Deslizamento em meio semi-sélido: padrdes heterogéneos.
O deslizamento é apresentado para A. veronii 13 (A), A. hydrophila/caviae 24 (B), A. sobria 16 (C) e
A. sobria 32 (D), a 25 °C, ap6s cinco dias de incubacéo.

Curiosamente, através da analise das figuras 4.7 A, B, C e D, sdo observados apenas padrdes
de deslizamento por Aeromonas spp., 0 que indica que este género bacteriano pode apresentar

padrdes bastante heterogéneos e distintos entre si.

E afirmado, por alguns autores, que o significado do padrdo em particular n&o é claro, ainda que

dependa das condigGes ambientais (187-190),

As distancias de deslizamento séo apresentadas no anexo I, tabela I.1.
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Com base na distancia percorrida, os isolados foram ordenados quanto a sua capacidade para
deslizarem no meio semi-sélido. De seguida, foi estudada a relacdo entre a capacidade de
deslizamento e a de formacéo de biofilme, a 37 °C (tabela 4.3).

Tabela 4.3 - Capacidade de formacao de biofilme versus deslizamento.

Isolados — :
— Biofilme Deslizamento
Espécie ID
a [
E. coli 42
43
P. aeruginosa 51

. 52
P. putida
53

P. oryzihabitans 57
A. veronii 13

15

16

19

29

32

45
46

. 47
K. pneumoniae
S

49
50

As espécies foram classificadas por um mapa de calor, segundo a capacidade de formacé&o de biofilme e/ou
de movimento por deslizamento em meio semi-sélido. A cor vermelha () corresponde a uma melhor
performance para as carateristicas estudadas, seguindo uma ordem decrescente até a cor verde (H). A
comparacdo foi realizada dentro do mesmo género e a escala utilizada foi a seguinte: [l B

A. sobria

A ordem apresentada na tabela 4.3 sugere a existéncia de uma relacéo direta entre a formacao
de biofilme e o deslizamento para todos os isolados de E. coli, pelo que uma maior capacidade
de formacdo de biofilme correspondeu a um maior deslizamento, e vice-versa. Wood e

colaboradores 19 também verificaram o fenémeno descrito.

No caso dos isolados de Pseudomonas spp., foram, aparentemente, observadas diferentes
relacdes. Para P. aeruginosa 51 e P. putida 52, a semelhanca de E. coli, é sugerida uma relagédo
direta entre as duas carateristicas estudadas. A relagdo observada nos dois restantes isolados
foi considerada inversa. Este resultado podera ser explicado pela expressao diferencial de
proteinas relacionadas com os flagelos das espécies de Pseudomonas spp. (199202, Neste
estudo, ndo foi confirmada a presenca/auséncia de flagelos nos isolados bacterianos, pelo que
apenas é possivel a especulacdo acerca deste tema. Contudo, alguns autores inferiram existir
uma relacdo inversa entre estas duas ocorréncias, em determinadas estirpes de
P. aeruginosa (203, 204),
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Relativamente aos isolados de Aeromonas spp. e K. pneumoniae, néo foi verificada uma relacéo
direta entre os dois parametros e nao € correto ser afirmado que se manteve uma relagéo
inversa, pois existiu variabilidade entre isolados da mesma espécie. As A. sobria 16 e 32,
aparentemente demonstraram uma relacdo inversa e A. veronii 13 e as A. sobria 15, 19 e 29
uma relacdo direta, tal como as Kp 45, 48 e 50 (relacéo inversa) e as Kp 46, 47 e 49 (relagédo

direta).

Os flagelos laterais de Aeromonas, além de serem responsaveis pelo seu deslizamento e
permitirem a migracdo das bactérias sobre as superficies por movimentos rotativos, contribuem
para a formacé&o do biofilme (150.184.192) g que permite sugerir a existéncia de uma relagdo direta
entre a capacidade de formacdo de biofilme e o movimento de deslizamento deste género
bacteriano, quando as proteinas relacionadas com os flagelos se expressam de forma

idéntica (150.184.192) o que pode justificar, novamente, os resultados apresentados nestes ensaios.

E comprovado, na literatura, que K.pneumoniae apresenta flagelos sob certas condicdes,
permitindo assim o deslizamento bacteriano. A expressao de proteinas relacionadas com os
flagelos também pode estar ligada a outros mecanismos, como a formacgao de biofilme (190, Tal
como em Pseudomonas spp. e Aeromonas spp., ndo tendo sido confirmada a presenca ou

auséncia de flagelos, ndo sao possiveis conclusdes acerca do tema.

4.2.2 Biofilmes binérios

4.2.2.1 Isolados bacterianos co-existentes

Nesta parte do estudo, foram avaliados biofilmes binarios. As interagfes entre espécies foram
analisadas em dois pontos relacionados com duas fases importantes da formacéo dos biofilmes:

a aderéncia (2 horas) e a maturacgéo (8 horas).

Foram estudados os biofilmes binarios in vitro, por serem o0s consoércios mais facilmente
compreendidos. Neste estudo preliminar, foram testadas misturas binarias de bactérias isoladas
no mesmo més e que, portanto, co-existem no ambiente. Os meses de colheita do estudo
anteriormente referido 49 foram selecionados de forma a existir, para além do género bacteriano
residente (Aeromonas spp.), pelo menos uma das bactérias indicadoras da qualidade da agua:
E. coli, K. pneumoniae ou Pseudomonas spp. Este desenho experimental originou 24 bindbmios

bacterianos (n=24), que foram testados quanto a capacidade de formacédo de biofilme e as

interacdes entre os dois membros do consércio bacteriano.
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Dessas 24 misturas binarias, em 21 foi observado o0 mesmo tipo de interacdo nos dois pontos
horarios associados as duas fases da formagéo de biofilme e as percentagens associadas a cada

interacdo séo apresentadas na figura 4.8.

Cooperagéo

B Competicdo

Figura 4.8 - Biofilmes binarios: Relacfes entre espécies.
As interag6es foram determinadas para uma amostra total de 21 misturas binarias (n=21) e classificadas
de acordo com Foster e Bell 114,

A observacao da figura 4.8 permite afirmar que, para 90 % dos binébmios (19/21) foi observada

uma relac@o de competicdo entre as espécies e 10 % (2/21) correspondeu a uma cooperacao.

Para os restantes bindmios (n=3) foram identificadas rela¢des distintas nas fases de aderéncia
e de maturacgéo do biofilme. Em dois dos bindmios, existiu uma cooperagdo entre as espécies as
2 horas e uma competicéo as 8 horas; no outro sucedeu o inverso, tendo existido uma relagao

de competi¢cdo e cooperacgdo as 2 e as 8 horas, respetivamente.

Este assunto ainda n&do € consensual na comunidade cientifica, pelo que existem relatos
contraditdrios. Elias e Banin (2% sugeriram que a omnipresenc¢a dos biofilmes polimicrobianos
em ambientes ecoldgicos e clinicos, deveria promover as interagdes de cooperacdo entre as
espécies, ao invés de interacdes de competicdo, particularmente as sinergias que facilitam a co-
existéncia. Contudo, Foster e Bell 114, embora assumam a existéncia da interagdo anteriormente
descrita em alguns casos, descreveram o fenémeno inverso. Os seus resultados experimentais
sugeriram que a competicao € a interagdo dominante entre espécies microbianas que co-habitam
no ambiente. Os trabalhos realizados por Hibbing e colaboradores estédo igualmente de acordo

com esta Ultima perspetiva (206),

Um dos fatores que é, muitas vezes, apontado como responsavel pela competicdo observada
nas experiéncias laboratoriais sdo as espécies utilizadas, que normalmente ndo partilham o
mesmo habitat 14, No presente estudo, este fator foi eliminado, pois apenas foram testadas
espécies co-existentes no ambiente. Os resultados obtidos podem ser justificados pelas
condi¢Bes utilizadas no ensaio in vitro serem distintas das que existem no ambiente. Por
exemplo, durante todo o estudo existiu, no lago, um biofime de Aeromonas, ao qual se

associavam outras espécies ao longo do tempo 149, No entanto, nas condicGes experimentais
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do presente trabalho, foi testada a formacdo de biofilme, simultaneamente por varias

combinacgdes de bactérias.

A forca das competicBes e cooperacbes bacterianas pode estar no seu potencial de co-
adaptacéo a longo prazo e no grau de sobreposi¢édo do nicho ecolégico %)), Assumindo que a
formacéo de biofiimes ambientais se assemelha ao que ocorre na cavidade oral, é inferido que
possam existir bactérias com uma localizacdo especifica dentro do biofilme, e, por isso, com

funcdes distintas na sua formacé&o (208),

De seguida, sdo apresentados dois exemplos de misturas binarias, onde foram observadas
diferentes interacBes entre as espécies do consércio. O primeiro consiste numa cooperagao

entre uma Kp e uma E. coli, apresentada na figura 4.9.

*
1,0 Ii
*
= K. pneumoniae 48 + E. coli 42
T = K. pneumoniae 48
= T
g E. coli 42
s *
o 0,5
2 *
<
.
0’0 J o
2 8
Tempo (h)

Figura 4.9 - Cooperagao entre espécies.
A formacéo de biofilme por isolados de Kp 48 e E. coli 42 e pela sua mistura binaria foi avaliada apoés 2 e
8 horas de incubacgéo a 37 °C. A diferenca foi considerada significativa para valores de p < 0,05 (*).

Como é observado na figura 4.9, ao fim de 2 e de 8 horas a soma da biomassa das duas nulas
(bactérias isoladas) foi inferior & biomassa presente no biofilme. Neste caso, os dois isolados
apresentaram capacidades distintas de formacao de biofilme, tendo Kp 48 sido classificada como
forte produtora de biofilme e E. coli 42 como ndo produtora, o que pode justificar a existéncia de

uma cooperacédo entre estes isolados.

Aparentemente, Kp 48 foi o isolado que deve ter contribuido mais para a biomassa do biofilme,
pelo que a biomassa do biofilme binario se assemelhou a da nula (as 8 horas) e foi muito superior
a de E. coli 42, que aparentemente foi o isolado mais beneficiado neste consércio. Uma vez que
nao foram realizados ensaios quantitativos de determinacédo das contribuicbes exatas de cada

um dos isolados para a biomassa do biofilme, estas conclusdes sdo meramente especulativas.

Uma justificacdo para a observacdo da relagcdo sinérgica entre estes dois isolados pode ser o
facto de pertencerem ao grupo bacteriano ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espécies
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de Enterobacter), que constitui, no Homem, a principal causa de infec6es associadas aos
cuidados de saude, e contém bactérias frequentemente isoladas do mesmo nicho ecolégico (20°
211) Curiosamente, além deste bhindmio, existiu outro onde aparentemente se verificou uma
sinergia entre as espécies, que incluiu, igualmente, isolados do mesmo grupo: P. aeruginosa e

K. pneumoniae, o que pode importar na validag@o dos resultados apresentados.

Na figura 4.10, é apresentado um exemplo da interacdo mais frequentemente observada na

amostra de bindbmios estudada.

1,0
*
~ * = A. sobria 29 + P. oryzihabitans 57
g E—
o * HA. sobria 29
E 05
_Eé P. oryzihabitans 57
< | .
0,0 l—
2 8

Tempo (h)

Figura 4.10 - Competicdo entre espécies.

A formagdo de biofilme por isolados de A. sobria 29 e P. oryzihabitans 57 e pela sua mistura binaria foi
avaliada ap6s 2 e 8 horas de incubacgéo a 37 °C. A diferenca foi considerada significativa para valores de
p < 0,05 (*).

Como é observado na figura 4.10, ao fim de 2 e de 8 horas a soma da biomassa das duas nulas
foi superior a biomassa presente no biofilme binario. Neste caso, existiu uma competicdo em

isolados classificados na mesma categoria de formagéo de biofilme (produtores moderados).

Aparentemente, a A. sobria 29 foi a espécie que mais contribuiu para a biomassa do biofilme,
sendo notada uma maior diferenca entre os dois isolados, as 2 horas. Contudo, as 8 horas, é
observado um aumento significativo da biomassa de P. oryzihabitans 57. Ainda assim, esta
Ultima espécie, aparentemente, foi a mais beneficiada no consércio, pois a sua biomassa foi, nos
dois tempos, inferior a biomassa do biofilme. Novamente, as conclusGes sdo meramente
especulativas, contudo, o facto de, no estudo de onde surgiram estes isolados, Aeromonas spp.
ter sido uma presenca constante no biofilme e P. oryzihabitans 57 ter sido um membro isolado

apenas num més (esporadico), pode validar os resultados apresentados.

Gabrilska & Rumbaugh 189 descreveram, além disso, que, muito frequentemente, uma co-cultura
in vitro, pode resultar na morte de uma ou mais espécies, mesmo co-existindo de forma estavel
no ambiente natural. Tal pode ser justificado pelas condi¢6es artificiais (in vitro) a que as mesmas

foram sujeitas.
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Foram testadas as misturas binarias entre Aeromonas spp. e um isolado de um género distinto,
e foi sempre registada uma relacdo de competicdo. Foi comprovada, na literatura, a producéo de
bacteriocinas por isolados bacterianos, incluindo Aeromonas spp., e, além disso, foi também
demonstrada a inibicdo da biomassa de espécies co-existentes no biofilme, o que podera
suportar os resultados descritos (212-214),

Apbs os ensaios que incluiram consoércios binarios, foram avaliados todos os consoércios
possiveis dentro de cada més, sendo 4 consorcios com trés membros e 1 com cinco membros.
No entanto, nestes foi corroborada a complexidade e a dificuldade na interpretacdo das

interacdes entre os diferentes membros, pelo que ndo foram incluidos nos resultados.
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4.2.2.2 Isolados bacterianos co-existentes versus isolados de meses diferentes

Como a analise dos resultados obtidos com consorcios com mais do que duas espécies se
revelou, como referido, muito complexa, foi aprofundado o estudo acerca das misturas binarias,
onde se compararam bactérias isoladas do mesmo més com bactérias isoladas em meses
diferentes, ou seja, a co-existéncia no mesmo habitat e a existéncia no habitat em tempos
distintos. Para facilitar a interpretacdo dos resultados, foi comparada a biomassa do biofilme de
cada uma das bactérias com o biofilme formado pelas duas espécies (n=12 misturas por

condicao) e os resultados estédo presentes na figura 4.11.
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Figura4.11 - Biomassaem biofilmes: Isolados de meses diferentes versus Isolados do mesmo més.
A biomassa dos isolados com a dos biofilmes binarios foi comparada, para um total de 24 misturas binarias
(n=24), onde: E. coli + K. pneumoniae (A e B; n=10), A. sobria + K. pneumoniae (A.1 e B.1; n=8) e
A. sobria + E. coli (A.2 e B.2; n=6), as 24 horas.

Os isolados foram colhidos em meses diferentes (A, A.1 e A.2) e no mesmo més de colheita (B, B.1
e B.2).

A primeira coluna de cada gréfico consiste na variagao predominante.
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A analise das figuras 4.11 A e B, sugere, no biofilme de E. coli com Kp, um acréscimo da
biomassa de E. coli e um decréscimo da biomassa de Kp, em comparacdo com a biomassa do
consorcio; independentemente da co-existéncia no ambiente. Apenas 20 % (uma mistura) dos
consorcios de E. coli e Kp (de isolados provenientes do mesmo més de colheita, fig. 4.11 B)
apresentaram aproximadamente a mesma biomassa do que o consorcio. E notado, ainda na
figura 4.11 B, que, embora tivesse existido um decréscimo da biomassa de Kp do mesmo més
(80 % das misturas), em comparacdo com a biomassa da mistura, esse decréscimo nao foi tdo
elevado como em isolados provenientes de meses diferentes de colheita (100 % das misturas,
fig. 4.11 A).

Os consorcios de A. sobria com Kp, apresentados nas figuras 4.11 A.1 e B.1, sugerem um
aumento da biomassa de A. sobria (em 100 % das misturas), quando comparada com a
biomassa da mistura. Entre os isolados de Kp, é verificado o inverso do fenédmeno quando os
isolados provém do mesmo més de colheita, existindo um aumento da biomassa de isolados que
co-existem no habitat (fig. 4.11 B.1) e um decréscimo quando estes provém de meses diferentes
de colheita (fig. 4.11 A.1) (75 % das misturas nas duas condic¢des). Apenas 25 % dos consorcios
apresentaram um aumento da biomassa de Kp, em isolados de meses diferentes e um

decréscimo de Kp no mesmo més de colheita.

Por dltimo, em consércios de A. sobria e E. coli, apresentados nas figuras 4.11 A.2 e B.2, foram
sempre verificados acréscimos na sua biomassa em relagdo a mistura, ainda que em
percentagens distintas. Quando essas espécies co-existiram no ambiente (fig. 4.11 B.2), o
acréscimo da biomassa de A. sobria existiu em apenas 33,3 % dos consorcios, tal como o
decréscimo e a auséncia de variacdo. Em isolados de meses diferentes de colheita
(fig. 4.11 A.2), houve um acréscimo da biomassa das duas espécies em 67,7 % dos consorcios.
Os restantes 33,3 % representam a auséncia de diferencgas significativas entre a sua biomassa
e a do consorcio. Neste caso, os resultados ndo foram consensuais, o que pode dever-se ao

namero de amostras analisadas em cada condi¢do (n=3).

Na maioria dos consércios estudados, é notado que o decréscimo da biomassa do biofilme foi
menor em bactérias do mesmo més de colheita, 0 que sugere uma maior adaptacdo entre
bactérias que co-existem no mesmo habitat. Como néo séo conhecidas as contribuicdes de cada
um dos isolados no biofilme, ndo é possivel concluir qual o que predomina na sua biomassa,

pelo que, novamente, apenas sdo possiveis especulacdes acerca do tema.

Encontra-se descrito que bactérias provenientes do mesmo ecossistema (co-existentes), in vitro
podem ampliar as relac6es de cooperacdo entre si, promovendo um aumento da biomassa do
seu biofilme @07 112 No caso do presente ensaio, as amostras de agua provém da mesma
natureza, contudo de periodos diferentes (figs 4.11 A, A.1 e A.2), o que pode favorecer as
relacdes de competicdo entre as espécies consorciadas, conduzindo a reducéo da biomassa do

biofilme. Este fendmeno foi anteriormente sugerido por Madsen e colaboradores 1%, que co-
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cultivaram aleatoriamente bactérias presentes em diferentes biofilmes, no mesmo periodo de
tempo.

4.2.2.3 Efeito de Aeromonas spp. em biofilmes de K. pneumoniae
Método convencional

Nesta parte do trabalho, foi avaliado o efeito de Aeromonas spp. (bact.), ou dos seus

sobrenadantes (sobren.), em biofilmes maduros de K. pneumoniae (biofilmes com 8 horas).

Todos os isolados de Kp (n=6) foram incluidos no estudo. No caso das Aeromonas, foram
selecionados o0s isolados segundo o0s seguintes critérios: pertencer a éspecie
predominantemente isolada do lago ornamental (A. sobria) ou a espécie responsavel pela
maioria de infecbes no Homem (A. hydrophila). Os resultados obtidos s&o apresentados na
tabela 4.4.

Tabela 4.4 - Efeito de Aeromonas spp. em biofilmes de K. pneumoniae.

Efeito no biofilme
de K
Espécie P Kp 45 Kp 46 Kp 47 Kp 48 Kp 49 Kp 50 Tempo (h)
Adicionada
Bact.
© Sobren. 24
.© Bact.
e ] 48
2 Sobren.
< Bact. 2
soen- NN B 23200
Bact.
<
> Sobren. 24
< Bact. 48
o
= Sobren.
5 . T
< Bact.
Positivo para Kp; Bact. — bactéria
Negativo para Kp; Sobren. - Sobrenadante

Neutro (sobrenadante) para Kp;
Neutro (bactéria) para Kp.

A tabela 4.4 mostra que as duas espécies de Aeromonas, A. sobria 16 e A. hydrophila 24
interagem de forma distinta com os isolados de Kp. E, ainda, importante registar que o efeito de

Aeromonas e do seu sobrenadante sobre o biofilme de Kp pode, ou néo, ser distinto.

Numa analise mais detalhada, é observado que A. sobria 16 s6 interferiu com o biofilme de Kp
ao fim de 48 horas. Neste ponto, € verificado um aumento da biomassa do biofilme de Kp 45,
guando co-cultivado com isolados de Aeromonas ou do seu sobrenadante. O efeito contrario é

observado para Kp 49, na presenca de A. sobria 16, mas ndo do seu sobrenadante. Decorridas
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72 horas, a biomassa do biofiime de todas as Kp, exceto Kp 49, decresceu na presenca do

sobrenadante de A. sobria 16, mas ndo da propria bactéria.

A. hydrophila 24, ou o seu sobrenadante, promoveu mais variacdes significativas com os
biofilmes de Kp do que A. sobria 16. A biomassa dos biofilmes de trés Kp (46, 48 e 50) aumentou
significativamente na presenga do sobrenadante de A. hydrophila 24, ao fim de 24 horas. Este
efeito é igualmente observado para o biofilme de Kp 46, na presenca da Aeromonas, ndo apenas
as 24 como também as 48 horas. As 48 horas, é verificado que, além de Kp 46, a biomassa do
biofiime das Kp 45 e 50 aumenta na presenca de A. hydrophila. O mesmo efeito é observado
nos biofilmes de Kp 45 e Kp 50, na presenca do sobrenadante da Aeromonas. Contudo, o efeito
do sobrenadante de A. hydrophila variou, aparentemente, com a Kp, sendo observado um
decréscimo da biomassa do biofilme de Kp 47 e 49. Importa ainda referir que as duas espécies
de Aeromonas e respetivos sobrenadantes tém o mesmo efeito sobre Kp 45, as 48 horas. O
efeito do sobrenadante de A. hydrophila ao fim de 72 horas, sobre a biomassa do biofilme de
Kp 45, 46, 47 e 50 (decréscimo da biomassa) é semelhante ao observado para A. sobria,

contudo, A. hydrophila promove o aumento da biomassa do biofilme de Kp 45.

Uma analise geral da tabela anterior, permite inferir que o sobrenadante de Aeromonas spp.
demonstrou ser mais efetivo na inibicdo de biofiime de Kp do que as proprias bactérias. Este
resultado sugere que a inibicdo podera ser desencadeada por um (ou VAarios) composto(s)
presente(s) no sobrenadante. Seria importante estudar a composicdo do sobrenadante das
Aeromonas deste trabalho, para averiguar a presenca do mesmo composto ou familia de
compostos. Bansal e colaboradores (216 217) descreveram este fenémeno para outra espécie de
Aeromonas (A. punctata) e o seu sobrenadante, afirmando que estes apresentam capacidade
para inibir o biofilme de Kp do serétipo K2 (K. pneumoniae clinicas). Embora ndo tenham sido
caraterizados os isolados de Kp ambientais quanto ao seu serétipo, o K2 ndo é frequente neste
grupo (8. 219) Para além desta carateristica das Kp, que pode condicionar a formacédo e
manutencdo do seu biofilme, importa identificar 0 mecanismo através do qual as Aeromonas
interferem com o mesmo. Os fatores que desencadeiam a dispersédo de um biofilme ndo sao,
ainda, completamente conhecidos. Contudo, é conhecido que a disponibilidade de nutrientes, a
presenca de compostos téxicos de sistemas de detecdo de quorum e bacteri6fagos estao
envolvidos nesta fase do ciclo de vida do biofilme @29, No caso das Aeromonas, parece existir a
capacidade de degradar alguns compostos da matriz polimérica extracelular do préprio biofilme

ou do de outras bactérias, conduzindo a dispersdo do mesmo 229,
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Método de medicdo da impedancia elétrica - indice celular

O método convencional (cristal violeta), foi 0 método utilizado na componente experimental de
todo o trabalho. Contudo, existem varias desvantagens associadas ao mesmo, como o tempo
dispendido na realizagdo dos ensaios, o volume de trabalho, erros associados ao uso de corantes

e o facto de apenas avaliar a biomassa, e ndo o estado metabdlico das bactérias.

Assim sendo, foi utilizado o método da determinagédo da impedancia elétrica, com recurso ao
equipamento xCELLigence, que apresenta a particularidade de monitorizar a aderéncia das
células as superficies 159); e de promover leituras automaticas, monitorizando os biofilmes em

tempo real (222, 223),

Face ao referido, importou o estudo de uma relagao entre os métodos. Para isso, foi determinada
a concentragdo 6tima do inéculo inicial para formacgédo de biofilme. Para trés concentracdes, €
apresentado, na figura 4.12, o exemplo da evolucdo do indice celular de E. coli 42, ao longo de
19 horas.

03

02

01 1 x 10° UFC/ mL
— 1x 105 UFC/ mL
— 1x107 UFC/ mL

00

-0.1

indice celular

-0,2

-03

04

-05
0,0 50 10,0 15,0 20,0

Tempo (horas)

Figura 4.12 - Determinacédo da concentragdo 6tima: Ensaio de impedancia elétrica.
Foram testadas trés concentracdes distintas de E. coli 42.

Na figura 4.12, é notado que a concentracdo mais elevada (1 x 10”7 UFC/ml) demonstrou ser a
menos favoravel para a formacdo de biofiime. Para as restantes concentracBes, foram
observados perfis semelhantes, embora a concentragdo mais baixa (1 x 105 UFC/ml) origine
valores de indice celular (biofilme), a partir das 5 horas. Contudo, uma vez que pelo método
convencional se adotou uma concentracao inicial de 1 x 108 UFC/ml, esta foi a selecionada, de

modo a permitir uma comparacao direta entre os métodos.
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Apbs a selecao da concentracédo, foi procurada uma relacédo entre os valores de impedancia, a
fotografia do biofilme, nas placas, e o valor das absorvancias, no final do ensaio, e os resultados
séo apresentados na figura 4.13.

05

0,0

indice celular

0 5 10 15 20
Tempo (horas)

Figura 4.13 - Relagéo entre indice celular e absorvancia.

As curvas apresentadas na figura séo referentes a A. sobria 16 (M) e de E. coli42 ().

As fotografias e as absorvancias a 570 nm foram obtidas as 19 horas, no final do primeiro ensaio do método
de determinagdo da impedancia elétrica.

Nas imagens, a quantidade de manchas azuis reflete a formagéo de biofilme pelos isolados.

A observacao da figura 4.13 sugere a existéncia de uma relacéo direta entre os dois métodos.
A um indice celular mais elevado esta associado um valor de absorvancia igualmente elevado,
gue pode ser comprovado pela maior formacao de biofilme (existéncia de maior quantidade de

manchas azuis, imagem contornada a amarelo) e vice-versa.

A concentracao de 1 x 10%® UFC/ml foi, posteriormente, utilizada no ensaio de avaliagdo do efeito
de Aeromonas spp. nos biofilmes maduros das seis Kp. Aqui, distintamente do método
convencional, o efeito de Aeromonas no biofilme de Kp foi monitorizado continuamente durante,
aproximadamente, quatro dias (100 horas). As figuras 4.14 A e B apresentam, como exemplo
representativo, o efeito de A. sobria 16 e de A. hydrophila 24, respetivamente, no biofilme maduro

de Kp 50, ao longo de 100 horas.

15 15

A B
Kp 50
5 B |
ERLREY . 3 - — Kp 50 +A. sobria 16
o 10| N iy 2 —— Kp 50 +A. hydrophila 24
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0,5 0,5
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Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 4.14 - Efeito de A. sobria ou de A. hydrophila no biofilme de uma Kp.
Foram adicionadas as espécies A. sobria 16 (A) e A. hydrophila 24 (B), ao biofilme maduro da Kp 50.
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Como referido anteriormente, existem evidéncias na literatura de que uma espécie de
Aeromonas spp. tem a capacidade para inibir o biofilme de uma estirpe de Klebsiella
clinica (216.217), No ensaio realizado, foi observada, para algumas Kp, a tendéncia descrita. Nas
figuras 4.14 A e B, é observado, de facto, a partir de perto das 40 horas, um decréscimo da
biomassa de Kp quando co-existe, in vitro, com as Aeromonas spp. Este fenétipo foi o previsto,
contudo a tendéncia foi atingida mais tarde do que o esperado. O facto de ter sido prolongado o
ensaio, para 100 horas, levanta algumas questdes como, por exemplo, a evaporacao do meio
de cultura, ao longo do tempo. Esta evaporacao pode originar erros de leitura, dificultando a
interpretacdo dos resultados, ndo sendo possivel a sua conclusdo. Assim, quando nao foi
observado o fenétipo descrito, ou a relagdo ndo se verificou, ou houve um problema de
evaporacao. Contudo, é desconhecido se tal se deveu ao serétipo do isolado de Kp ou a um erro
experimental. A otimizacdo do protocolo experimental que permita o prolongamento do ensaio,

poderé resolver este problema.

4.2.2.3.1 Analise dos métodos de monitorizagédo de biofilmes

Através da observacgédo da figura 4.13, é sugerida, aparentemente, uma relacé@o direta entre os
dois métodos de monitorizagdo de biofilmes (absorvancia e indice celular), no términus do
ensaio. Como tal, importou, no presente ponto, a comparacao estatistica dos resultados entre os
meétodos, que se realizou através da determinacdo da correlacdo entre os valores médios do

indice celular e de absorvancia, a 570 nm, apresentada na figura 4.15.
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y =-0,0825x + 0,8737
- R® = 0,0313
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Figura 4.15 - Anédlise estatistica: Métodos de formacao de biofilme.
Os IC foram determinados através dos valores médios de cada periodo de monitoriza¢éo de biofilmes (2,
4, 6, 8 e 24 horas) (n= 57).

A interpretacao da figura 4.15 permite afirmar que os dois métodos de monitorizagdo de biofilmes
sdo estatisticamente diferentes, para um nivel de significancia de 0,05 (coeficiente de correlagédo
(R)=-0,177, p < 0,05, g.l. = 55), sendo que 0 Rianelado tem o valor de 0,261.

E comprovado, na literatura, que a comparac&o entre os dois métodos existe, maioritariamente,
com uma correlacdo significativa e direta (@24 225, Podem existir inUmeras justificacGes para as
diferencas entre os valores de cada um dos métodos. Este foi um ensaio exploratério, em que o

equipamento foi disponibilizado durante um curto periodo de tempo, o que impossibilitou a
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repeticdo dos ensaios. Além disso, ndo foi possivel a execucdo de replicados suficientes de

cada suspensao.

Distintamente do método convencional, onde o biofime se forma sobre superficies de
poliestireno, as placas utilizadas no ensaio de impedancia elétrica apresentam revestimento em
ouro, o que pode comprometer a capacidade de formacao de biofilme pelas bactérias, tendo sido

igualmente descrito por outros autores (225,

Podem ter existido, além do supramencionado, problemas de evaporacao dos meios de cultura
no ensaio de impedancia elétrica, como referido anteriormente, o que dificulta a interpretacédo

dos resultados.

O método convencional € econdémico, de facil implementacdo e n&o requer técnicos
especializados. Em contra-partida, é demorado, sendo requerido um esfor¢co de trabalho
significativo e onde um erro num ensaio pode comprometer a experiéncia. Além disso, as
determinacdes da absorvancia consistem num U(nico ponto no tempo, sendo necessarios
inOmeros ensaios para se obter um nimero consideravel de valores ao longo do tempo ©28), O
método de determinacdo da impedéancia elétrica apresenta, por um lado, custos muito elevados
e a sua implementacdo e utilizagdo requerem técnicos especializados. Além disso, o0s
biossensores online sdo incapazes de realizar uma andlise multicanal paralela @27, Este método
apresenta, porém, a vantagem de obter uma monitorizacao continua e em tempo real sendo, por
isso, requerida uma carga de trabalho reduzida®@2d). Seria, no entanto, necessario um
aprofundamento do estudo da impedancia elétrica e do funcionamento do equipamento, bem

como a execucao de varios ensaios experimentais.
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5 Conclusdes e propostas de intervencao

Um dos maiores problemas da atualidade é a presenca de microrganismos patogénicos na agua,
nos alimentos e em instalacdes de cuidados de salde, o que aumenta o risco de infecbes no
Homem. Os resultados do presente estudo permitem alertar para o crescimento de bactérias de
E. coli, Pseudomonas spp., Aeromonas spp. € K. pneumoniae a todas as temperaturas testadas
(5, 25, 37 e 45 °C), exceto a Ultima para as Aeromonas spp. Os isolados apresentaram, na sua
generalidade, tempos de geracéo inferiores a 88,8 minutos, o que é traduzido no seu rapido

crescimento/colonizagéo, tendo crescido, preferencialmente, a 25 e 37 °C.

O tempo de geracdo das bactérias tem efeito na formacdo de biofiimes microbianos, e é
concluido que a maior parte destas bactérias (75 %) tem capacidade para formar biofilmes in

vitro, bem como capacidade de deslizamento em meio semi-sélido.

O estudo de biofilmes binarios permitiu concluir que 90 % dos biofilmes estudados apresentaram
relacbes de competicdo entre as espécies, sugerindo qual a espécie que aparentemente
predomina no ambiente. Além disso, conclui-se que as competicbes foram potenciadas em co-

culturas, in vitro, de isolados provenientes de meses diferentes de colheita.

A comparagdo entre os dois métodos de monitorizagdo de biofilmes originou resultados
contraditérios na andlise qualitativa e na andlise estatistica, pelo que seria necessario um

aprofundamento do estudo do método alternativo.

z

Em suma, € muito importante a tomada de medidas que vdo de encontro ao controlo de
microrganismos patogénicos e de biofilmes no ambiente, como estratégias de prevencgédo e de
monitorizacdo continuas: limpezas/desincrustagfes, renovacdo da 4gua e andlises periddicas,
pois é crescente o registo de infe¢c6es, agudas ou crénicas, associadas a biofilmes microbianos

na agua.

A qualidade microbiolégica da 4gua deve ser monitorizada regularmente. Assim, além da
quantidade de indicadores microbiol6gicos avaliados, importa a sua especificidade face as
infecBes provocadas no Homem, o que permitira a reducéo dos riscos para salde humana. A
semelhanga do que acontece nos Estados Unidos da América *%, a obrigatoriedade da
monitorizacdo da presenca de Aeromonas spp., além dos indicadores microbiolégicos ja

utilizados, na Europa, poderia contribuir para a reducdo de doencas veiculadas pelas aguas.

A introducdo de plantas especificas, referidas por Satpathy e colaboradores @31, nos lagos
ornamentais, podera contribuir substancialmente para a melhoria da qualidade microbiolégica
das aguas, dada a sua capacidade para inibir ou reduzir a formagdo de biofiime pelos

microrganismos.
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6 Perspetivas de trabalhos futuros

No presente trabalho, apenas foi apresentada a analise de biofilmes binarios, devido a
complexidade das interac6es em biofilmes constituidos por um maior nimero de espécies. Seria
importante uma identificacdo e andlise dessas interacdes, em biofilmes com mais do que duas
espécies, de forma a permitir uma melhor compreensdo acerca dos mecanismos que as
desencadeiam, analisando os efeitos de uma espécie sobre outra(s). Este estudo permitira
avaliar a patogénese de infegdes, pois as interacdes que subsistem entre as bactérias

desempenham um papel importante na mesma (180,

Num biofilme, os isolados podem contribuir com quantidades distintas para a biomassa. A
identificacdo das intera¢cdes em biofilmes polimicrobianos é mais rigorosa quando € possivel a
determinacgéo dessas contribuigdes. Essa contabilizacéo permitird um aprofundamento do estudo
e uma melhor interpretagdo das interagfes entre as espécies. O método proposto é muito
utilizado nesta area e consiste na reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR), medida
em tempo real @ 228.229) Este método é simples, rapido e econdémico, permitindo a descriminacéo

do nimero de genes pertencentes a cada espécie do biofilme 230,

Uma outra area de interesse huma perspetiva de investigacdo aplicada, ser4 o desenvolvimento
de processos alternativos para controlo da qualidade microbiolégica de 4guas ornamentais. Uma
estratégia pluridisciplinar sustentavel, que compreenda tanto o desenvolvimento de novos
materiais a utilizar na construcao de lagos artificiais, ou outros, como de métodos alternativos

para controlo microbiolégico da agua com menor impacto ambiental.
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Anexos

Anexo | — Deslizamento em meio semi-sélido.

Tabela l.1 — Distancias de deslizamento.

18 horas 5 dias
Isolados
25°C 37°C 25°C
Espécie ID @ médio (cm) + dp @ (cm)
41 56+0,1 8,3+0,0 8,5
E. coli 42 2,4+0,1 6,3+0,7 9,0
43 2,8+0,2 75+04 8,5
P. aeruginosa 51 0,8+0,1 1,3+0,2 1,7
_ 52 1,2+0,0 1,701 15
P. putida
53 2,0+0,1 3,0£0,1 9,0
P. oryzihabitans 57 0,6+0,1 1,0+0,1 9,0
A. veronii 13 1,2+0,2 29+0,1 3,9
15 0,8+0,0 1,4+0,1 2,7
A. sobria 16 2,0+0,1 8,2+0,0 3,5
19 2,1+0,1 6,8+1,0 3,0
A. hydrophila/caviae 24 1,9+0,2 39+0,1 3,0
_ 29 1,7+0,0 31+0,1 1,7
A. sobria
32 3,1+0,1 3,1+0,2 9,0
45 5,0+0,1 9,0+0,0 9,0
46 0,8+0,1 1,0+£0,2 11
) 47 47+0,2 9,0+0,0 9,0
K. pneumoniae
48 1,2+0,1 0,9+0,0 1,6
49 7,1+0,1 1,0+£0,3 7,1
50 1,4+0,1 1,2+0,2 1,4

Foram utilizadas placas de petri com um diametro (&) de 9,0 centimetros.
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