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RESUMO

Os géneros Bacteroides e Parabacteroides estdo envolvidos em doengas graves como
abscessos e bacteremia em humanos e animais. Estas bactérias sdo caracterizadas pela
resisténcia antimicrobiana e B. fragilis ¢ a principal bactéria anaerdbica isolada do
intestino que pode formar biofilme. O objetivo deste trabalho foi isolar Bacteroides e
Parabacteroides do trato intestinal de caes, para avaliar a sensibilidade antimicrobiana e a
acdo de concentracdes subinibitdrias de antimicrobianos sobre a formagdo de biofilme. Um
total de 30 amostras foram avaliadas neste estudo. Os ensaios foram realizados de acordo
com os métodos e as diretrizes de Clinicals Laboratory Standards Institute (CLSI) e outras
metodologias estabelecidas. Os antimicrobianos testados contra Bacteroides e
Parabacteroides foram: penicilina, amoxicilina-dcido clavulanico, cefoxitina, imipenem,
clindamicina, ciprofloxacina, enrofloxacina, tetraciclina, cloranfenicol e metronidazol.
Quinze cepas de B. fragilis foram testadas para a formacao de biofilme e as quatro cepas
mais produtoras de biofilmes foram escolhidas para avaliar o efeito de concentracdes
subinibitorias (1/2 e 1/4CIM) de seis antimicrobianos sobre a formagdo de biofilme. B.
fragilis foi a bactéria mais frequentemente isolada seguida por P. distasonis e B. vulgatus.
Os isolados foram uniformemente sensiveis ao metronidazol, imipenem e cloranfenicol e
foram resistentes a penicilina. Tetraciclina e clindamicina foram ativas contra 50% e 33%
das cepas, respectivamente. A produgdo de biofilme de todas as quatro cepas foi uniforme
e significativamente menor (P <0,05) ap6s crescimento com Y2 e Y4CIM de imipenem e
metronidazol. A indugdo da formacao de biofilme foi observada em duas cepas com 'z e V4

CIM de enrofloxacina.

Palavras-chave: B. fragilis; Biofilme; Antimicrobianos; Caes.



ABSTRACT

The Bacteroides and Parabacteroides spp are involved in serious diseases like abscesses
and bacteremia in humans and animals. These bacteria are characterized by antimicrobial
resistance and B. fragilis is the main anaerobic bacteria isolated from the intestine which
can form biofilm. The aim of this study was to isolate Bacteroides and Parabacteroides
strains from dogs intestinal tract, to investigate the antimicrobial susceptibility and to
evaluate the action of antimicrobials subinhibitory concentrations on biofilm formation. A
total of 30 strains were evaluated in this study. The assays were performed in accordance
with the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines and other
established methods. Antimicrobial susceptibility was observed against penicillin,
amoxicillin-clavulanic acid, cefoxitin, imipenem, clindamycin, ciprofloxacin, enrofloxacin,
tetracycline, chloramphenicol and metronidazole. Fifteen B. fragilis strains were tested for
biofilm formation and the stronger four biofilm producer strains were chosen to evaluate
the effect of subinhibitory concentrations (1/2 and 1/4MIC) of six antimicrobials on
biofilm formation. B. fragilis was the most frequently isolated anaerobic bacteria followed
by P. distasonis and B. vulgatus. The isolates were uniformly susceptible to metronidazole,
imipenem and chloramphenicol and were penicillin resistant. Tetracycline and clindamycin
were active against 50% and 33% of the strains respectively. The biofilm production of
all four strains was uniformly and significantly lower (P<0.05) after growth with 2 MIC
and % MIC of imipenem and metronidazole. The induction of biofilm formation was

observed in two isolates at %2 MIC and ¥4 MIC of enrofloxacin.

Key words: B. fragilis; biofilm; antimicrobials; dogs.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Morfologia da espécie B. fragilis observada pela coloragdo de Gram (bacilos curtos pleomorficos

Gram-negativos). Foto obtida por meio de microscopia Optica em um aumento de 100x

Figura 4. Etapas de formacao do bIofilme .........coccooviiriiiiiiiiieeee e

Figura 5. Formagdo de biofilme por cepas de B. fragilis sobre a agdo de concentracdo subinibitoria de

Fo V0181 03 (0] 8 (ot o1 J RO

Figura 6. Acdo de 1/2 CIM de antibidticos sobre a formacdo de biofilme de quatro cepas da espécie B.

fragilis 10 PEriodo de 48 NOTAS ......ccieieiiieiii ettt ettt e et et e st eateeste st e estesseensesnnenseesenneennens



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos para espécies dos géneros Bacteroides e

Parabacteroides isoladas de microbiota NOrmal de CACS ........cocvvieeeieeiiirieeeiee et 50

Tabela 2. Formagao de biofilme de cepas B. fragilis sobre a agdo concentragdo subinibitoria de diferentes

ANTIDIOTICOS €IM 48 NOTAS ..vveveiiiiiie ettt e et e e e et e e e e eeaaae e eeseeaeeseeeesnstesseessentaaneeeeeanes 51



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
AHL - N-Acilhomoserina Lactona
BBE - Agar Bacteroides Bile Esculina
BHI - Brain Heart Infusion
CEUA - Comité de Etica para o Uso de Animais
CIM - Concentragao Inibitoria Minima
CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
DNA — Acido desoxirribonucleico
EPS - Substancia Polimérica Extracelular
LPS - Lipopolissacarideo
MATE - Multidrug and Toxic Compound Extrusion
MIC - Minimum Inhibitory Concentration
tampao fosfato (PBS)
PBS - Tampao Fosfato
RND - Resistence-Nodulation-Division
RNAT — Acido ribonucleiro ribossomico
sp. - Espécie
spp. — Espécies
UECE - Universidade Estadual do Ceara
UFC — Universidade Federal do Ceara

UFC/mL - Unidade Formadora de Colonia / mililitro



LISTA DE SIMBOLOS

% - Porcentagem
® - Marca registrada
<- Menor

°C - Qrau Celsius



SUMARIO

1. INTRODUCAO 14
2. REVISAO DE LITERATURA 15
2.1 Caracteristicas gerais dos géneros Bacteroides e Parabacteroides 15
2.1.1 Historico e caracteristicas taxondmicas 15
2.1.2 Caracteristicas morfologicas e fisiologicas 16
2.1.3 Microbiota do trato gastrointestinal em caes 20
2.14 Fatores de viruléncia 21
2.1.5 Patogenicidade para o homem e caes 24
2.2 Biofilme 26
2.2.1 Caracteristicas gerais do biofilme 26
22.2 Biofilme, bactérias anaerobias ¢ Medicina Veterinaria 30
23 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos 32
2.3.1 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos de bactérias anaerdbias 32
232 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos de bactérias anaerdbias isoladas de | 37
caes
24 Relevancia do estudo 38
3. HIPOTESES 40
4. OBJETIVO GERAL 41
4.1 Objetivos Especificos 41
5. MATERIAIS E METODOS 42
6. RESULTADOS 43
7. DISCUSSAO 52
8. CONCLUSAO 55
9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 57
10. APENDICE 67




INTRODUCAO

O grupo Bacteroides fragilis possui micro-organismos que sdo normalmente
comensais da flora intestinal de cdes e sdo descritos como anaerdbicos, resistentes a bile,
nao formadores de esporos e bacilos Gram-negativos (HIRSH et al., 2004). Esses micro-
organismos podem ser responsaveis por infec¢des com significante morbidade e
mortalidade em caes, como infec¢des de cavidade oral, abscessos ¢ infecgdes de ferida

(SILLEY et al., 2007, WAGNER et al., 2007; LEDBETTER e SCARLETT, 2008).

Numerosos fatores contribuem para a habilidade de B. fragilis persistir como
comensal no intestino, como a capacidade de usar uma ampla variedade de polissacarideos
da dieta, alta tolerancia a bile, formacao de capsula, a presenca de diferentes antigenos em
sua superficie que permite a evasao das respostas imunes do hospedeiro, adesdo e

formacgao de biofilme (WEXLER, 2007).

A habilidade de formar biofilme parece ser um atributo universal dos micro-
organismos. O biofilme é um consorcio estruturado de bactérias embebidas em uma matriz
polimérica autoproduzida composta por polissacarideos, proteina e DNA (acido
desoxirribonucléico). O biofilme habilita a bactéria a sobreviver em ambientes hostis e
aumenta a resisténcia a antimicrobianos devido a restrita penetragdo dos antimicrobianos, a
atividade metabolica heterogenia contida no biofilme e diferentes expressdes de genes

comparados as células planctonicas (JACQUES et al., 2010).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais dos géneros Bacteroides e Parabacteroides

2.1.1 Historico e caracteristicas taxondmicas

O trato gastrointestinal alberga o maior nlimero e a maior diversidade de espécies
de bactérias que colonizam o corpo humano. A populacdo microbiana do cdlon alcanga
10" a 10" micro-organismos por grama de contetudo luminal e supera em nimero o total
das células eucaridticas presentes no corpo humano. Estudos moleculares mais recentes
apontam para um numero de cerca de 1000 espécies bacterianas habitando este
ecossistema. Dois filos bacterianos, predominam neste sitio, Bacteroidetes e Firmicutes.
Compondo o filo Bacteroidetes, predominam bactérias pertencentes a ordem Bacteroidales,
que sdao as bactérias Gram-negativas mais abundantes deste ecossistema. Espécies da
ordem Bacteroidales comumente isoladas de fezes humanas sdo: Bacteroides fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. ovatus, B. caccae, B. vulgatus, B. uniformis, Parabacteroides merdae,
P. distasonis, Prevotella tanaerae, Odoribacterium splanchnicus e espécies do género
Alistipes. As espécies mais estudadas sdo as pertencentes aos géneros Bacteroides e
Parabacteroides e pouco se sabe sobre a biologia e a importancia, para o homem, das
espécies dos outros géneros (ZITOMERSKY; COYNE; COMSTOCK, 2011; KULAGINA
etal., 2012).

Bacteroides fragilis foi a primeira espécie descrita do género Bacteroides, descrita
em 1898. Foi nomeada de Bacillus fragilis, tendo sua renomeagao para Bacteroides fragilis
ocorrida em 1919. Desde entdo, o género Bacteroides passou por muitas mudangas
taxondmicas (CATO; JOHNSON, 1976).

O género Bacteroides compreende muitas espécies das quais Bacteroides fragilis e
Bacteroides thetaiotaomicron sao os patdgenos proeminentes. Em 1976, por meio de
estudos morfologicos e fisioldgicos, as espécies do género Bacteroides foram
subclassificadas em B. fragilis subsp. vulgatus, B. fragilis subsp. distasonis, B. fragilis
subsp. ovatus, B. fragilis subsp. thetaiotaomicron, B. fragilis subsp. eggerthii ¢ B. fragilis
subsp. uniformis. Posteriormente, por meio de estudo de biologia molecular, verificou-se
que essas subespécies eram geneticamente distintas, voltando a ser utilizada a classificagdo

como espécies do género Bacteroides (CATO; JOHNSON, 1976; WEXLER, 2007).
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Holdeman e Moore (1975) estudaram 326 espécies de bactérias com caracteristicas
que se encaixavam nas descrigdes iniciais de B. fragilis e agruparam as espécies que eram
semelhantes em um grupo chamado B. fragilis. Essas espécies eram: B. fragilis, B.
thetaiotaomicron, B. distasonis, B. ovatus e B. vulgatus. As bactérias do grupo B. fragilis
foram classificadas como: bacilos Gram-negativos, bile-resistentes, sacaroliticos e
produtores de 4cido acético e succinico como principais produtos do metabolismo de
glicose. Mais espécies foram sendo adicionadas ao grupo ao longo dos anos. Em 1986, foi
sugerida a adi¢ao de trés novas espécies: B. caccae, B. merdae e B. stercoris. Em 2005
varias espécies foram incorporadas ao género Bacteroides, incluindo B. goldsteinii, B.

nordii, B. salyersai, B. plebeius, B. coprocola, B. massiliensis (WEXLER, 2007).

Posteriormente, a andlise da sequéncia do gene 16S RNAr (4cido ribonucléico
ribossdmico) de B. distasonis e B. merdae mostrou que essas espécies eram
filogeneticamente distintas das espécies do género Bacteroides. Essas espécies foram
relacionadas, primeiramente, como membros do género Porphyromonas, com similaridade
de 84% na sequéncia do gene 16S RNAr. Em adicdo, essas espécies foram reclassificadas
para o género Tanerella, em virtude da proxima associacdo filogenética (cerca de 90% de
similaridade) (SAKAMOTO et al., 2002). Em 2005, Song et al., propuseram uma nova
espécie do género Bacteroides, B. goldisteinii. Essa espécie foi relacionada com B.
distasonis e B. merdae, com 93% de similaridade na sequéncia gene 16S RNAr, e B.
goldisteinii foi também reclassificada para o género Tanerella, com cerca de 90% de

similaridade (SONG et al, 2005).

Em 2006, essas trés espécies foram reclassificadas para o novo género
Parabacteroides e foram renomeadas como Parabacteroides distasonis, Parabacteroides

merdae e Parabacteroides goldisteinii (SAKAMOTO; BENNO, 20006).

2.1.2 Caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas

Os géneros Bacteroides € Parabacteroides sao compostos por bactérias anaerobias
obrigatérias moderadas, ou seja, vivem em ambientes com a concentragdo de oxigénio
variando de 2 a 8% (LOESCHE, 1969). Sao bactérias resistentes a bile, ndo formadoras de

esporos, na forma de bacilos pleomorficos Gram-negativas (Figura 1), possuem fimbrias
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formadas por proteinas que sdo distribuidas por toda a bactéria e estdo envolvidas com o

processo de adesdo e hemaglutinagdo (PUMBWE; SKILBECK; WEXLER, 2006).

Figura 1. Morfologia da espécie B. fragilis observada pela coloragdo de Gram (bacilos curtos

pleomorficos Gram-negativos). Foto obtida por meio de microscopia dptica em um aumento de 100x

SILVA, J. O, 2012

Essas bactérias podem sobreviver a exposi¢ao ao oxigénio em um periodo de até
quatro horas em razao de enzimas, como superdxido dismutase e catalase, que lhes
conferem alta resisténcia a oxidacdo. Durante o estabelecimento da infeccdo, a habilidade
de crescer na presenca de pequenas concentragdes de oxigénio permite a proliferagdo em
tecidos do hospedeiro, antes mesmo do abscesso anaerobio ser formado (ROCHA et

al.,1996; BAUGHN; MALAMY, 2004).

B. fragilis pode possuir trés tipos de capsulas: grande, pequena e eletrodensa
(Figura 2) (PATRICK; GILPIN; STEVENSON, 1999). Estudos mostram que as cepas com
capsula eletrodensa sdo antigenicamente diferentes de cepas com capsulas pequenas, mas
apresentam epitopos compartilhados com bactérias de cépsula grande (PATRICK;

LUTTON, 1990; PUMBWE; SKILBECK; WEXLER, 2006).
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Figura 2. Cépsulas (A= grande, B= pequena e C= eletrodensa) estudadas na espécie B. fragilis

PATRICK; LUTTON, 1990

Espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides residem, principalmente, no
colon, sdao quimio-heterotroficas, sacaroliticas e sdo seus principais produtos de
fermentagdo acetato, succinato, lactato e propionato (SALYERS, 1984). Essas bactérias
podem fermentar carboidratos com a producdo de 4cidos graxos volateis que sdo
absorvidos através da parede intestinal e sdo utilizados pelo hospedeiro como fonte de
energia. Essas bactérias podem usar desde agucares simples a complexos e polissacarideos
como nutrientes para seu crescimento (HOOPER; MIDTVEDT; GORDON, 2002). A
espécie B. thetaiotaomicron possui a capacidade de clivar a maioria das ligagdes
glicosidicas encontradas na natureza, podendo utilizar diferentes fontes de nutrientes para
seu crescimento (GILMORE; FERRETTI, 2003). Alguns autores descrevem uma relacao
de mutualismo entre o ser humano e Bacteroides, pois ambos sdo beneficiados como

resultado desta relacdo (WEXLER, 2007).

Os produtos de fermentagdo produzidos pelas bactérias com origem em compostos
organicos, como dacido piravico, variam entre os diferentes géneros e espécies de

anaerobias. Pela medicdo da acidificagdo do meio, ou pela deteccdo dos acidos graxos
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volateis resultantes do processo fermentativo desses micro-organismos, pode ser realizada
a identificacdo da bactéria mediante a utilizacdo de provas bioquimicas ou por meio de
cromatografia gasosa. A identificacdo por prova bioquimica envolve a utilizacdo de um
meio com glicose e outro carboidrato (que podera ser ou nao fermentado pela bactéria) e a
medida da mudanga de pH. A cromatografia gasosa ¢ uma técnica mais sensivel e utiliza os
produtos metabolicos (dcidos graxos volateis) liberados no meio de cultura em caldo
durante o crescimento em condi¢des anaerobicas. Com essas técnicas, as bactérias
anaerobias, como as dos géneros Bacteroides ¢ Parabacteroides, podem ser identificadas

definitivamente até o nivel de espécie (KONEMAN et al., 2008).

As espécies do género Bacteroides também contribuem para o hospedeiro,
limitando a colonizagdo de patdgenos no trato gastrintestinal (GILMORE; FERRETTI,
2003). Esse fato sucede em decorréncia da alta producdo de proteina bacteriocina no
intestino, que sdo substancias antibacterianas cuja agdo ¢ reduzir por competicdo de

bactérias que ocupam o mesmo nicho ecologico (WEXLER, 2007).

Quando cultivadas in vitro, em meio de cultura suplementado com sangue
desfibrinado de carneiro, as espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides exibem
colonias de 1 a 4 mm de diametro, ndo hemoliticas. Podem crescer em meios contendo
bile, como o meio seletivo dgar Bacteroides Bile Esculina (Figura 3), que possui como
indicador a esculina. Essas bactérias hidrolisam a esculina, formando esculetina, a qual
reage com o ferro presente no meio, produzindo um halo enegrecido ao redor da colonia. A
bile ¢ uma secrecdo digestiva que desempenha um papel importante na emulsificagdo e
solubilizacdo de lipidios no intestino. A bile possui uma atividade detergente com a
capacidade de afetar os fosfolipidios e as proteinas de membrana das bactérias, levando a
ruptura da membrana. As bactérias Gram-positivas sdo sensiveis a bile e muitas vezes os
meios seletivos utilizam a bile para impedir o crescimento dessas bactérias (BEGLEY;;

GAHAN; HILL, 2005; KONEMAN et al., 2008).
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Figura 3. Morfologia colonial da espécie B. fragilis semeada em Agar Bacteroides Bile Esculina

SILVA, J. 0. 2012

Para o cultivo dessas bactérias, € necessario um ambiente de anaerobiose, que pode
ser obtido mediante a modificacdo da atmosfera interna ou por intermédio da retirada e
reposicao de atmosferas de um ambiente (jarra de anaerobiose, capela de anaerobiose). A
modificagdo da atmosfera interna do ambiente ¢ feita com a aplicagdo de um método
quimico que consiste na remoc¢do do oxigénio usando geradores de gas (H, e CO;) e um
catalisador (remove o oxigénio do ambiente por acelerar a reagdo do oxigénio com o
hidrogénio produzido). Dentro de aproximadamente 100 minutos, a quantidade de O,
chega a menos de 0,2%. O procedimento de retirada e reposicdo de atmosferas ¢ um
método fisico em que o ar da jarra ¢ removido e substituido por uma mistura de 85% de
Na, 10% de H; e 5% de CO,, permitindo o estabelecimento mais rapido das condi¢des de

anaerobiose. Para as duas técnicas, as condi¢cdes anaerdbias devem sempre ser controladas
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com a inclusdo de um indicador de oxirredu¢do, como tiras de azul de metileno

(KONEMAN et al., 2008).

2.1.3 Microbiota do trato gastrointestinal em caes

A superficie bucal, a lingua e os dentes desses animais sdo habitados por bactérias
anaerobias facultativas e aerdbias obrigatdrias, ao passo que e a microbiota gengival ¢
composta quase inteiramente por bactérias anaerdbias obrigatorias, tendo como destaque
os géneros Bacteroides, Fusobacterium, Peptostreptococcus, Porphyromonas e Prevotella.
A saliva contém uma mistura de bactérias anaerdbias facultativas e espécies de bactérias
anaerobias e aerdbias obrigatorias. O esdéfago possui uma microbiota transitoria composta
por micro-organismos encontrados na saliva. A microbiota dos intestinos delgado e grosso
varia significativamente entre os diferentes animais (HIRSH; MACLACHLAN;
WALKER, 2004).

A microbiota do trato gastrintestinal de caes se assemelha ao do homem, com as
bactérias anaerobias obrigatdrias predominando na regido superior do intestino delgado,

ceco ¢ fezes (HIRSH; MACLACHLAN; WALKER, 2004).

Mentula ef al. (2005) realizaram uma pesquisa que teve como objetivo identificar
espécies bacterianas anaerobias e aerdbias isoladas do jejuno e fezes coletadas de 22 caes.
Nesse estudo, foi observado que os grupos isolados em maior quantidade foram
Bacteroides spp, Clostridium spp e Lactobacillus. As espécies prevalentes do género

Bacteroides foram B. vulgatus e B. fragilis.

Jia et al. (2009) realizaram um estudo com o objetivo de isolar bactérias aerdbias e
anaerobias da microbiota intestinal em cdes com idade de quatro a 13 anos. Esses animais
apresentavam diarreia cronica e na analise das amostras foi observada a prevaléncia de

bactérias do género Bacteroides.

2.1.4 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia das espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides

sdao estudados, entretanto, como a espécie B. fragilis ¢ a mais frequentemente isolada de
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infecgdes, se tornou a mais pesquisada e, em sua maioria, 0s ensaios sobre viruléncia em

Bacteroides sao realizados com esta espécie (WEXLER, 2007).

De maneira geral, os fatores de viruléncia podem ser divididos em trés categorias:
os envolvidos na adesdo, os envolvidos na evasdo a resposta imune do hospedeiro e os
envolvidos na destrui¢do dos tecidos. As cepas do género Bacteroides exibem fatores de
viruléncia que se enquadram nas categorias ha pouco mencionadas, como fimbrias,
implicadas na adesdo, cépsula, lipopolissacarideos e catalase na evasdo a resposta imune e

enzimas histoliticas que atuam na destrui¢do tecidual (WEXLER, 2007).

B. fragilis ¢ uma bactéria capaz de induzir a formagdo de abscesso como Unico
organismo infectante. A formagdo de abscessos ¢ claramente ligada a cépsula de B.
fragilis, como demonstrado em modelos animais. A administragdo de cépsulas (mesmo
purificadas, administrando apenas polissacarideos PS-A e PS-B) na regido intra-abdominal
provou ser suficiente para induzir a formacdo de abscesso. A capsula coexpressa dois
polissacarideos antigenicamente distintos de alto peso molecular, PS-A composto por
tetrassacarideos repetidos e PS-B composto por hexassacarideos repetidos, cada unidade
repetida tem grupos aminos carregados positivamente e carboxilas carregadas
negativamente ou grupos fosfatos. A andlise destes polissacarideos, antes e depois de
modificagdes quimicas, revelou que essas cargas opostas sao necessarias para a indugao de

abscessos intra-abdominais em ratos (TZIANABOS et al., 1993).

Além da funcdo de proteger a bactéria contra a fagocitose, a capsula também esté
envolvida no processo de hemaglutinacdo. Estudos determinam que a hemaglutinacao
parece ser causada por mais de uma adesina: capsula e fimbria estariam assumindo o papel

em cepas ndo encapsuladas (BEENA; SHIVANANDA, 1997).

As espécies do género Bacteroides se ligam as células epiteliais por meio de
adesinas, tais como fimbrias. Essas estruturas de adesdao podem estar envolvidas na
hemaglutinagdo, comum em espécies do grupo B. fragilis, de tal forma que, a adesdo ¢
avaliada por meio de testes de aglutinagdo em eritrécitos e em células, verificando-se que
as cepas mais virulentas sdo mais hemaglutinantes (NAMAVAR; VUGHT; MACLAREN,
1991).

As espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides podem produzir enzimas

extracelulares, como proteases, hialuronidases, neuraminidases, f-lactamase e condroitina
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sulfatase (RUDEK; HAQUE, 1976). Algumas espécies do género Bacteroides podem
produzir hemolisinas, que sdo proteinas citotoxicas que causam danos na integridade da
membrana de hemacias. Foram descritas duas hemolisinas em B. fragilis - HlyA e HlyB -,
que atuam juntas na hemolise dos eritrécitos (ROBERTSON et al., 2006). A B-lactamase
produzida por essas bactérias ¢ em sua maioria do tipo cefalosporinases, que hidrolisam
cefalosporinas e penicilinas, sendo este o principal mecanismo de resisténcia a antibioticos

B-lactamicos (ROGERS; PARKER; SMITH, 1993; EDWARD, 1997).

A neuraminidase possui a capacidade de clivar o complexo de glicoproteinas e
polissacarideos presente na superficie das células do hospedeiro ou mucina ricas em acido
sialico presente no limen intestinal, aumentando o crescimento dessas bactérias mediante a
geracdo de glicose (GODOY et al., 1993) A neuraminidase também tem a func¢do de
remover a parte terminal do 4cido sialico, expondo o sitio de adesdo para as adesinas e, em
alguns casos, as adesinas do tipo lectina s6 conseguem se ligar ao receptor (acido sidlico e
outros agucares) apods esse tratamento (PUMBWE; SKILBECK; WEXLER, 2006). Essas
bactérias contém vesiculas na membrana externa, que mostra fungdo hemaglutinante e
atividade sialidase podendo estar relacionada com a viruléncia (DOMINGUES et al.,

1997).

B. fragilis exerce um importante papel na circulagdo enterohepatica da bile
auxiliando no processo de biotransformacao destes sais, que por sua vez, auxiliam a
digestao de lipideos no intestino do homem. Esta bactéria possui muitas enzimas que sdo
ativas nesta reagdo, como a hidrolase. Por outro lado, este micro-organismo tolera grande
concentracao de sais biliares, o que permite que a bactéria permaneca no intestino, um dos
mecanismos envolvidos na tolerdncia a bile ¢ a presenga de bomba de efluxo (WEXLER,

2007).

Estas bactérias possuem lipopolissacarideos (LPS) cujos efeitos bioldgicos resultam
na amplificacdo da resposta inflamatoria. Sua liberacdo ocorre quando as células
bacterianas sdo fagocitadas e degradadas pelas células de defesa. A endotoxicidade dos
lipopolissacarideos da parede do B. fragilis ¢ menor do que a observada em
enteropatogenos classicos. Os lipopolissacarideos de B. fragilis apresentam diferencas
entre seus constituintes e os de outras bactérias Gram-negativas. Estes ndo apresentam o
acido 3-aceto-2-deoxioctandico, € a composicdo e quantidade de seus acidos graxos
também se diferenciam dos de outras bactérias Gram-negativas (SALYERS, 1984;
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SOUZA; SCARCELLI, 2000; WEXLER, 2007; KONEMAN et al., 2008).

Algumas cepas de B. fragilis enterotoxigénica possuem a capacidade de produzir
uma enterotoxina chamada de fragilisina, uma metaloprotease de zinco com a capacidade
de destruir zonas de aderéncia na juncao do epitélio intestinal por clivagem da E-caderina,
resultando no rearranjo do citoesqueleto de actina das células epiteliais e perda da juncgao
do epitélio. A perda de eletrdlitos por intermédio do desequilibrio ocasionado pela
fragilisina finaliza em diarreia (WU et al., 1998). A fragilisina também estimula células
epiteliais intestinais (HT29, T84 e Caco-2) a secretarem interleucina-8 (IL-8), iniciando o
recrutamento de leucocitos polimorfonucleares para a submucosa intestinal, resultando em
resposta inflamatoéria que aumenta a secrecdo de fluido intestinal (SANFILIPPO et al.,
2000). B. fragilis enterotoxigénica tem possivel papel carcinogénico em cancer colorretal

(TOPRAK et al., 2006).

2.1.5 Patogenicidade para o homem e caes

Apesar do numero de isolados de B. fragilis ser de dez a 100 vezes menor do que
outras espécies de Bacteroides intestinais, B. fragilis ¢é, ainda, o anaerobio mais
frequentemente isolado de espécimes clinicos de pacientes doentes, sendo considerado
como a espécie do género Bacteroides mais virulenta. Esses organismos escapam do
intestino geralmente em consequéncia da ruptura do trato gastrintestinal ou de cirurgia
intestinal, podendo causar sérias patologias, incluindo formagdo de abscesso em varios
locais no organismo (ex: cérebro, cavidade abdominal, figado e pulmao) como também

bacteremias (WEXLER, 2007).

Infecgdes provocadas por anaerdbios sdo normalmente polimicrobianas, sendo B.
fragilis encontrado na maioria dessas infec¢des com taxa de mortalidade estimada em
cerca de 19% e em infecgdes ndo tratadas, a taxa de mortalidade relatada é de cerca de
60% (GOLDSTEIN, 1996). As infeccdoes mais comumente causadas por Bacteroides sao
infec¢des intra-abdominais. Nestas infeccdes, com a ruptura da parede intestinal, a
microbiota intestinal invade a cavidade peritoneal, que ¢ normalmente estéril, resultando
em infeccdo. A fase aguda da infeccdo geralmente dura 20 horas e as bactérias anaerdbias
facultativas, como E. coli, colonizam inicialmente o local e tornam o ambiente mais

favoravel para bactérias anaerobias por via da redugdo do potencial de oxirreducao
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(WEXLER, 2007). Essas bactérias também podem causar infecgdes ginecoldgicas, que
geralmente acompanham a formacgdo de abscesso e podem causar infec¢des em tecidos
moles, mas ndo ¢ a bactéria anaerobia mais frequente (WEXLER et al., 1998; OSBORNE,
2006).

As bactérias anaerdObias sdo responsdveis por até¢ 17% das culturas de sangue
positivas. Aproximadamente 50% dessas culturas sdo causadas por espécies do grupo B.
fragilis (BROOK, 2010). O aumento do numero de idosos e de pacientes comprometidos
(como pacientes que fazem quimioterapia) sdo as principais causas para a crescente
frequéncia de bacteremias por anaerobios. Pesquisadores assumiram que o tratamento
quimioterapico do cancer causa danos a mucosa gastrintestinal, permitindo que as bactérias
anaerobias do intestino atinjam a corrente sanguinea, fendmeno conhecido por

translocagdo bacteriana (LASSMANN et al., 2007).

Na Medicina Veterinaria, relativamente poucos artigos relatando o isolamento de
Bacteroides e Parabacteroides, com origem nas infec¢cdes em caes, sao publicados. Em
uma busca ativa realizada por meio do PubMed® e periddicos Capes, no dia 28 de
novembro de 2012, utilizando as palavras-chave anaerdbios e cdo, existem 69 artigos
publicados nos ultimos dez anos. Destes trabalhos veiculados, a maioria ¢ relacionada a
infec¢des orais € apenas cinco versam sobre a prevaléncia de Bacteroides em microbiota
intestinal de caes e infec¢des. Quando se compara com o que € descrito para o homem, vé-
se que, para este grupo, o numero de publicagdes ¢ bem maior, como também a frequéncia

de estudos multicéntricos.

Dentre os poucos relatos descritos na literatura, Soki et al. (2002) realizaram um
estudo em que isolaram uma cepa de B. fragilis resistente a imipenem de um abscesso

prostatico em um cao.

Nos Estados Unidos, Wagner et al, (2007) estudaram a prevaléncia de bactérias
isoladas de 190 caes e 58 gatos suspeitos de doenca hepatobiliar. Foi realizada cultura de
tecido do figado, tecido de vesicula biliar e amostras de bile. Nos caes, 5% das culturas
hepaticas e 28% das culturas biliares foram positivos para o crescimento bacteriano. Das
bactérias anaerobias isoladas de todas as amostras positivas, o género prevalente foi

Bacteroides (12%).

25



Na Europa, Silley et al. (2007) isolaram 141 cepas de anaerobios de infecgdes orais,
abscessos, infecgdes de feridas, e também da flora fecal de caes e gatos, e, destas, 28 cepas

foram identificadas como pertencentes ao grupo B. fragilis.

Ledbetter e Scarlett (2008) estudaram a frequéncia de bactérias anaerdbias
obrigatorias isoladas de amostras da cornea de animais domésticos com ceratite ulcerativa.
Bactérias anaerdbias foram isoladas em 14% dos caes e os isolados mais frequentes foram
Clostridium, Peptostreptococcus, Actinomyces, Fusobacterium e espécies do género
Bacteroides. Esse estudo ressalta a importincia de bactérias anaerdbias obrigatdrias como

Bacteroides na microbiota de ceratite ulcerativa de animais domésticos.

Wang et al. (2009) determinaram a populagdo bacteriana em caes e gatos com
abscesso orbital. Como resultado, as bactérias isoladas mais frequentemente nos abscessos

orbitais foram Staphylococcus, Escherichia, Bacteroides, Clostridium e Pasteurella.

Abrahamanian e Goldstein (2011) publicaram um artigo de revisdo sobre a
microbiologia das infec¢des de feridas em humanos que se seguem a mordedura de caes,
gatos e outros animais. Com suporte na infec¢do provocada pela mordedura de caes, ¢
relatado o isolamento, em ordem decrescente de freqiiéncia, dos anaerdbios Fusobacterium
sp., Porphyromonas sp., Prevotella sp., Propionibacterium sp., Bacteroides sp. e
Peptostreptococcus sp. Ainda segundo os autores, B. fragilis pode ser isolado nestes casos,
mas numa frequéncia menor (< 4%), ja que a cavidade oral ndo ¢ o sitio onde esta espécie

predomina.

Numerosos ensaios envolvendo anaerobios ¢ doengas relacionadas a cavidade oral
de caes, especialmente doenga periodontal, sdo realizados, mas, como dito anteriormente,
espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides ndo sdao frequentemente descritas
neste sitio como patdgenos oportunistas (DOMINGUES et al/, 1999; SENHORINHO et al.,
2011; DAHLEN et al., 2012).

2.2 Biofilme

Historicamente, as bactérias sdo estudadas como organismos isolados. Com o
advento de técnicas sofisticadas de microscopia, entretanto se tornou claro que a maioria

de bactérias existe em comunidades complexas, conhecidas como biofilmes. Biofilmes tém
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impacto sobre a humanidade de varias maneiras, a medida que podem formar em
ambientes naturais, aparatos médicos e industriais € em tecidos vivos, participando de

processos infecciosos no homem e animais (POST et al., 2007).

2.2.1 Caracteristicas gerais do biofilme

Biofilme pode ser definidlo como uma comunidade multicelular altamente
organizada de micro-organismos, entre eles as bactérias, envolvidos numa matriz de
polimero extracelular, onde se concentram produtos de seu metabolismo juntamente com

ions e nutrientes sequestrados do ambiente ecoldgico e em adesdo a uma superficie bidtica

ou abiotica (COSTERTON et al., 1995).

Sao descritas varias etapas na formacao do biofilme (Figura 4) e esta se inicia com
a adesdo do micro-organismo em uma dada superficie que pode ser bidtica ou abiotica.
Uma vez que as bactérias se ligam a uma superficie, inicia uma autoagregacao entre as
bactérias, resultando na formacao de microcolonias. Apds a formagao da microcolonia, o
biofilme comeca a se tomar maduro. Durante a maturagdo, a comunidade bacteriana
produz substancia polimérica extracelular (EPS), que a circunda e se liga a comunidade
bacteriana. As bactérias no biofilme podem coordenar o seu comportamento, resultando na
formacdo de complexos de estruturas tridimensionais. A estrutura tridimensional do
biofilme pode ser plana ou em forma de cogumelo. Apesar da coordenagdo presente no
biofilme, essa comunidade bacteriana exibe uma heterogeneidade funcional. O passo final
da maturagdo do biofilme ¢ a dispersao de bactérias do biofilme, as quais podem colonizar
novas superficies e formar outros biofilmes. A dispersao pode ser influenciada por varios
fatores, incluindo degradagdo enzimatica da matriz do biofilme (por exemplo, alginato
liase), degradagdo enziméatica do EPS do biofilme (por exemplo, hialuronidase) e lise

celular (JACKES; ARAGON; TREMBLAY, 2010).

Figura 4. Etapas de formagdo do biofilme
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O alto nivel de organizacdo das bactérias no biofilme produz uma comunidade
funcional coordenada, muito mais eficiente do que as populacdes mistas de organismos
planctonicos. As células crescem, predominantemente, nesta matriz fechada, em que sdo
protegidas das condi¢des ambientais adversas e de agentes antibacterianos bioldgicos e

quimicos (COSTERTON et al., 1995).

Os biofilmes sdo compostos, principalmente, por células microbianas e EPS. A EPS
do biofilme ndo ¢ geralmente uniforme. Leriche et al. (2000) utilizaram a especificidade de
ligacdo de lectinas para agucares simples para avaliar o biofilme bacteriano produzido por
diferentes organismos. Como resultado, os pesquisadores mostraram que diferentes
organismos produzem quantidades variadas de EPS e que a quantidade de EPS aumenta

com a idade do biofilme.

Os biofilmes sdo heterogéneos, possuem em sua estrutura microcolonias compostas
por células bacterianas revestidas por uma matriz de EPS e separadas das outras
microcoldnias por canais de agua. O fluxo de liquido ocorre nestes canais de agua, o que
permite difusdo de nutrientes, oxigénio e agentes antimicrobianos. Este conceito de
heterogeneidade ¢ descritivo, ndo s6 para biofilmes de cultura mista (como pode ser

encontrado em biofilmes ambientais), mas também para biofilmes de culturas puras,

28



comuns em dispositivos médicos e associados com doencgas infecciosas

(LEWANDOWSKI, 2000).

A EPS pode associar-se com os ions metalicos, cations divalentes e outras
macromoléculas, tais como proteinas, polissacarideos € DNA. A EPS também ¢ altamente
hidratada porque pode incorporar grandes quantidades de agua em sua estrutura através de

pontes de hidrogénio (DONLAN, 2002; FLEMMING; WINGENDER, 2010).

A formagdo do biofilme, como ocorre com eventos no seu interior, ¢ orquestrada
por comunicagdes quimicas, essenciais para o adequado crescimento e para o
desenvolvimento dos organismos que vivem em biofilme. Essa comunicacdo sucede
dependente da densidade populacional (e da concentracdao de sinais) e o sistema ¢ ativado
em resposta a pequenos ferormonios produzidos pelas bactérias (moléculas bioquimicas)
chamados de autoindutores. Este sistema é denominado de quorum sensing. E uma
comunicagdo sofisticada usada para propagar vdrias atividades bioldgicas, incluindo a
producdo de fatores de viruléncia, iniciagdo e crescimento na comunidade do biofilme

(FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994; MILLER; BASSLER, 2001).

O sistema quorum sensing pode ser dividido em quatro etapas: produgdo de
moléculas sinalizadoras pelas células bacterianas, liberagdo dessas moléculas,
reconhecimento dessas moléculas sinalizadoras por receptores especificos e, ao ultrapassar
o limiar de concentragdo, resulta na mudanca do gene regulador. Uma consequéncia
comum da indugdo do sistema quorum sensing na expressao do gene ¢ o aumento da
sintese de proteinas envolvidas na produc¢ao de moléculas sinalizadoras. Esse aumento da
sintese de moléculas sinalizadoras cria um feedback positivo, razdo por que os sinais

moleculares sdo comumente chamados de autoindutores (SIFRI, 2008).

Pelo menos seis tipos de sistemas quorum sensing foram descritos em bactérias
patogénicas. Nas bactérias Gram-negativas, o sistema de comunicagao ¢ feito por meio da
N-acilhomoserina lactona (AHLs). Em razdo do seu pequeno tamanho, € por serem
lipofilicas, as AHLs difundem-se livremente através das membranas celulares e a
concentragio dentro da célula se aproxima da concentragdo presente extracelularmente. A
medida que a densidade da populagdo aumenta, a AHL intracelular se liga ao receptor
LuxR em uma concentracao suficiente dentro do citoplasma para induzir a expressao do

gene. As bactérias Gram-positivas se comunicam mediante a producdo e detec¢dao de
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oligopeptideos modificados, chamados peptideos autoindutores (FUQUA; PARSEK;
GREENBERG, 2001; SIFRI, 2008).

Os biofilmes também proporcionam um ambiente ideal para a troca de DNA
extracromossomico (plasmideos). A conjugacdo (o mecanismo de transferéncia de
plasmideo entre bactérias) ocorre em maior quantidade entre as células em biofilmes do
que entre as células na forma planctonicas (EHLERS; BOUWER, 1999). A razao provavel
para o aumento da conjugacdo ¢ que o ambiente do biofilme proporciona o contato mais
préoximo entre as células. Uma vez que os plasmideos podem codificar resisténcia para
multiplos agentes antimicrobianos, a associacdo de células do biofilme também fornece um
mecanismo para promover e propagar a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos

(HAUSNER; WUERTZ, 1999; GHIGO, 2001).

Bactérias crescendo em biofilme podem causar infecgdes cronicas, caracterizadas
por inflamagdo persistente e dano tecidual. Infecgdes cronicas sdo infecgdes que persistem,
a despeito de antibioticoterapia, sistema imune inato ¢ adaptativo e resposta inflamatoria

do hospedeiro (HOIBYA et al., 2010).

O estadio maduro do biofilme mostra o maximo de tolerancia a antibidticos. Nessa
fase existem diferentes concentragdes de nutrientes e oxigénio da superficie para o interior
do biofilme. No interior do biofilme, onde ha menor quantidade destes elementos, ocorrem
uma diminui¢do da atividade metabolica e o aumento do tempo de duplicacdo das
bactérias. As células com baixa atividade metabolica sdo as responsaveis pela tolerancia do
biofilme aos antibidticos. Monoterapia com antibioticos, tais como B-lactdmicos, que sdo
ativos apenas contra células se dividindo, ndo sdo, portanto, eficiente na erradicagdo de
infecgdes causadas por biofilme. Mecanismos convencionais de resisténcia, tais como
producdo de enzimas que degradam antibidticos, bombas de efluxo e mutagdes em
moléculas-alvo de antibidticos em bactérias no biofilme, também, contribuem para a
sobrevivéncia do biofilme (HOIBYA et al., 2010).

Alguns estudos revelam que a concentragdo subinibitoria de alguns antibidticos
pode agir como agonistas na formag¢ao de biofilme in vitro. A concentragdo de antibidtico
que induz a forma¢ao méaxima de biofilme difere para cada antibiotico. Para a maioria dos
antibioticos, sao testadas duas concentra¢des, 1/2CIM e 1/4 CIM, entretanto, as
concentragdes maiores do que 1/2 CIM induzem a maxima formagdo de biofilme na

maioria dos antibidticos (KAPLAN, 2011). Subrt et al. (2011) testaram concentragdes
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subinibitérias de alguns antibidticos B-lactamicos em cepas de S. aureus e tiveram como
resultado o aumento de formacao de biofilme por essas cepas.

As concentracOes subinibitoria de tobramicina, um antibiotico da classe
aminoglicosideo, induz a formagdo de biofilme em Pseudomonas aeruginosa e
Escherichia coli. Para a maioria das bactérias, o tratamento com a concentracao
subinibitéria de alguns antibidticos pode estimular a produg¢do de exopolissacarideo. A
concentracdo subinibitoria de imipenem aumenta a producao do exopolissacarideo alginato
em P. aeruginosa e, consequentemente, aumenta a produgdo de biofilme (HOFFMAN et
al., 2005).

Costa et al. (2012) estudaram a formagao de biofilme sob a a¢do de concentragdes
subinibitérias de enrofloxacina em cepas de E. coli isoladas de mastite bovina. A
densidade optica do biofilme foi lida no espectrofotometro e foi observado que houve o
aumento da densidade Optica nas cepas tratadas com o antibidtico, quando comparada com
as cepas ndo tratadas. Esse estudo sugere que a enrofloxacina pode agir induzindo a
formacao de biofilme e esse fendmeno aumenta a presenca de mastite persistente, uma vez
que a concentragdo subinibitoria de enrofloxacina pode ocorrer em virtude da presenca de
edema na regido Ubere causada pela mastite clinica, que impede parcialmente a

distribuicdo do agente antimicrobiano para os sitios de infec¢do.

2.2.2 Biofilme, bactérias anaerobias e Medicina Veterinaria

B. fragilis é a principal bactéria anaerdbia isolada do intestino em seres humanos
que pode formar biofilme. Por meio da adesdo a parede intestinal do hospedeiro como
mecanismo de sobrevivéncia, a espécie B. fragilis se torna parte da microbiota normal. O
mecanismo de aderéncia de B. fragilis nas células do epitélio ocorre por diferentes tipos de

interagdo fimbria, adesinas e formagao de biofilme (PUMBWE et al., 2007).

Donelli et al. (2012) estudaram a formacao de biofilme por bactérias anaerdbias do
trato intestinal. Entre as bactérias anaerdbias Gram-negativas testadas para a formagdo de
biofilme, as espécies B. fragilis, F. necrophorum, P. intermedia, bem como Veillonella
spp., foram as que mais produziram biofilme. Na pesquisa da sequéncia do genoma de B.
fragilis, foi identificado o gene regulador LuxR (envolvido na formacdo do biofilme). A
presenga desse gene esta relacionada com o sistema de quorum sensing de bactérias Gram-

negativas chamado sistema LuxRI. Esse sistema ¢ utilizado para comunicagdo entre
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bactérias Gram-negativas por meio da producdo de sinais de AHLs, onde LuxR e LuxI sdo
genes reguladores envolvidos com a produgdo e deteccdo desses sinais. Homologos de
LuxR controlam a ativagao de varios genes em resposta a sinais de moléculas autoindutoras

(PUMBWE; SKILBECK; WEXLER, 2008).

No que concerne a formacao de biofilme por bactérias anaerobias, o que mais tem
sido estudado sdo os biofilmes da cavidade oral. Apesar de possuir grande quantidade de
oxigénio na boca, este oxigénio ¢ rapidamente consumido por bactérias aerdbias (por
exemplo, Neisseria spp.) ou anaerobias facultativas (por exemplo, Streptococcus e
Actinomyces spp.) e outros gases (como: CO,, H») sdo libertados, resultando na reducao do
potencial redox. Especialmente os biofilmes, tais como placa dentaria, criam as condi¢des
adequadas para desenvolvimento de bactérias anaerdbias obrigatorias na cavidade oral
(MARSH; MOTER; DEVINE, 2011). Bactérias orais em humanos, em sua maioria, sdo
anaerobias, vivem em comunidades de multiespécies no biofilme conhecido como placa
dental. As comunidades microbianas que formam as superficies dos dentes sao constituidas
por vérias espécies, das quais os colonizadores iniciais sdo Streptococcus, Actinomyces e

Veillonella e o colonizador tardio é Fusobacterium (KOLENBRANDER et al., 2006).

Existe uma diversidade de micro-organismos patogénicos Gram-negativos e
positivos de importancia veterinaria que podem formar biofilme. Os biofilmes constituidos
por esses patdogenos sdo resistentes aos antibidticos comumente usados na Medicina
Veterinaria. Dentre os micro-organismos mais estudados que formam biofilme na
Medicina Veterinaria estdo: Actinobacillus, grupo Bacillus cereus, Burkholderia,
Escherichia coli, Mycobacterium, Pseudomonas aeruginosa, Salmonela, Staphylococcus,
Streptococcus e Yersinia (JACKES; ARAGON; TREMBLAY, 2010). Moreira et al.
(2012) estudaram espécies do género Staphylococcus, isoladas de 54 animais com otite € a
sua capacidade de produzir biofilme. As espécies isoladas com maior frequéncia foram S.

intermedius e S. simulans e em 30% as cepas foram produtoras de biofilme.

Embora exista poucos estudos sobre biofilmes de Bacteroides em animais, essas
comunidades microbianas parecem estar envolvidas em muitas doengas como pneumonia,
abscesso hepdtico, enterite, infeccoes de feridas e infecgdes de mastite. O impacto da
formagdo de biofilme bacteriano na Medicina Veterinaria ¢ evidente em razdo do aumento
da resisténcia a antibidticos, desinfetantes e a resposta imune do hospedeiro (JACKES;
ARAGON; TREMBLAY, 2010).
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2.3 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana entre micro-organismos
comensais e patdogenos representa uma grande ameaga para a saude publica humana e
animal. Atualmente a preocupacao estd muito relacionada ao rapido desenvolvimento de
resisténcia bacteriana e a demora ocorrente a introdugdo de novos grupos de antibidticos na
pratica clinica. O desenvolvimento da resisténcia ¢ acelerada e deve-se a capacidade das
bactérias adquirirem genes de multipla resisténcia, pelo uso excessivo de antibidticos na
Medicina Humana e Veterinaria, na agricultura e em alimentos, aumentando o risco de
disseminagdo de genes de bactérias multirresistentes para os seres humanos. O contato do
homem com animais domésticos pode servir como uma fonte de infeccao para o humano,

em especial no que diz respeito a resisténcia antimicrobiana (CLARKE, 2006).

2.3.1 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos de bactérias anaerobias

Quatro drogas ou grupos de drogas sdo ativas contra a maioria das bactérias
anaerobias de significancia clinica: nitroimidazois como metronidazol, carbapenémicos
como o imipenem, cloranfenicol e combinac¢des de drogas B-lactdmicas com inibidores de
B-lactamase. Outras trés drogas também sdo eficazes contra anaerdbios, mas sdo menos
ativas do que os grupos mencionados ha pouco. Esses agentes sdo cefoxitina, clindamicina
e penicilinas de largo espectro, como ticarcilina ou piperacilina. Cepas do grupo B. fragilis
apresentam de 15% a 25% de resisténcia a essas drogas na maioria dos hospitais dos

Estados Unidos (FINEGOLD; WEXLER, 1996; SNYDMAN et al., 2007).

Muitos agentes antimicrobianos, incluindo aminoglicosideos, sulfametoxazol-
trimetoprim, a maioria das quinolonas, € monobamicos, tém fraca atividade contra muitos

ou a maioria dos anaerobios (FINEGOLD; WEXLER, 1996).

Algumas cefalosporinas como ceftizoxime e cefotetan também sdo ativas contra
bactérias anaerobias. Essas drogas devem ser usadas em infecgdes como: infec¢ao do trato
genital feminino, ulcera nos pés ou abscessos em tecidos moles. O uso desses agentes

também serve para guardar drogas mais potentes para infec¢des mais graves. Em sua
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maioria, as infec¢des anaerobias sao mistas, envolvendo bactérias aerdbias ¢ anaerobias
facultativas, e sendo geralmente necessario adicionar outros antimicrobianos na terapia
antimicrobiana para que todos os micro-organismos da infeccdo sejam tratados

(FINEGOLD; WEXLER, 1996).

As taxas de resisténcia podem variar entre as espécies do grupo B. fragilis. A
resisténcia, mesmo para drogas mais ativas - como imipenem, piperacilina-subactam e
metronidazol - tem aparecido em algumas cepas ocasionais (SCHARPIRO ef al., 2004;

PUMBWE et al., 2007).

As espécies do género Bacteroides contém os mais diversos mecanismos de
resisténcia e maiores taxas de resisténcias de todas as bactérias anaerobias (SOKI et al.,
2006). A resisténcia a alguns agentes antimicrobianos decorre, pelo menos, de um dos
seguintes mecanismos: alteragdo de afinidade do alvo, redugdo da penetragdo do
antibidtico em virtude de permeabilidade ou bomba de efluxo ou presenga de enzimas

inativadoras (SNYDMAN et al., 2002).

O mecanismo comum de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos ¢ a producdo da
enzima [-lactamase, que quebra o anel B-lactdmico, inativando o antimicrobiano. Quatro
tipos de B-lactamases sdo encontrados no grupo B. fragilis, sendo a mais comum a do tipo
cefalosporinase, que ndo tem agdo sobre cefoxitina ou imipenem (ROGERS; PARKER;
SMITH, 1993). Os carbapenémicos sdo degradados por enzimas (classe B de metallo-f3-
lactamase) produzidas por dois genes, cfid e ccrA. Essas enzimas conferem resisténcia a
carbapenémicos, [-lactdmicos e inibidores de p-lactamase. A resisténcia aos
carbapenémicos também pode ser mediada por bomba de efluxo (PUMBWE; CHANG, et
al., 2006; PUMBWE; WAREHAN et al., 2007)

Além de poder inativar enzimaticamente antibidticos B-lactdmicos, esses micro-
organismos possuem a capacidade de modificar as proteinas ligadoras de penicilina, essas
proteinas estdo envolvidas na formacao de parede celular sdo alvo de penicilinas e outros
B-lactdmicos que atuam na parede celular, fazendo com que essas drogas percam sua a¢ao

(EDWARDS, 1997).

As espécies de Bacteroides sao naturalmente resistentes aos aminoglicosideos que
atuam inibindo a sintese de proteinas se ligando a subunidade 30S do ribossomo. A

penetracao através da membrana citoplasmatica nesta classe de antibiotico ¢ um processo
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aerobio dependente de energia, de modo que as bactérias anaerobias sdo resistentes aos

aminoglicosideos (BRYAN; KOWAND; ELZEN, 1979).

Os macrolideos (como azitromicina) e a lincosamina (como clindamicina) inibem a
sintese de proteina, por se ligar em a subunidade 50S do ribossomo bacteriano, bloqueando
a saida da cadeia peptidica em crescimento. A resisténcia a clindamicina, um antibiotico
usado comumente durante as ultimas décadas para infec¢des causadas por bactérias
anaerobias, tem aumentado consideravelmente. A resisténcia a clindamicina e a
azitromicina ocorre por meio da metilacdo do alvo de ligagdo dessas drogas no ribossomo

(ROBERTS, 2003).

O cloranfenicol se liga a peptidil-transferase do ribossomo na bactéria, prevenindo
a biossintese de proteina. A resisténcia ocorre em razdo da enzima cloranfenicol
acetiltransferase, que acetila o antimicrobiano, impedindo a sua ligacdo ao ribossomo e,

consequentemente, o seu efeito (BRITZ; WILKINSON, 1978).

O grupo das tetraciclinas se liga a subunidade 30S do ribossomo inibindo a sintese
de proteina. Esse agente foi a primeira linha de antibiotico usada para tratar infecgdes
anaerobias e permaneceu indicado até proximo a década de 1970. Atualmente, quase todos
os isolados de B. fragilis sao resistentes (80 a 90%) as tetraciclinas. O gene tefQ ¢ um de
varios que codificam um proteina citoplasmatica que interage com o ribossomo,
bloqueando o sitio de ligacdo da tetraciclina (SALYERS; SPEER; SHOEMAKER, 1990).
A resisténcia em Bacteroides a tetraciclina também ¢ descrita por bomba de efluxo

(PUMBWE et al., 2006).

Embora a resisténcia ao metronidazol permaneca baixa (< 1%), os micro-
organismos resistentes ao metronidazol estdo comegando a ser detectados. A reducdo de
sensibilidade ao metronidazol ¢ atribuida a mudangas nos genes nim. Cinco genes nim
(nimA — E) podem estar presentes nas cepas de Bacteroides. Os genes nim podem estar
associados com sequéncias de insercdo que codificam 5-nitroimidazol-redutase. Essa
enzima converte 4- ou 5-nitroimidazol para 4- ou 5-aminoimidazol, evitando a formagao
de radical nitroso toxico, essencial para atividade do antimicrobiano (HAGGOUD et al.,
1994; STUBBS et al., 2000; LOFMARK et al., 2005). A resisténcia as quinolonas aparece
mais frequentemente. As quinolonas inibem duas enzimas, DNA-girase ¢ DNA-

topoisomerase IV, que ajudam na replicagdo do DNA, e a mutacdo nessas enzimas, na
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maioria das vezes, ¢ a causa mais comum de resisténcia as quinolonas (RICCI et al., 2004).
A resisténcia as quinolonas também pode ocorrer por meio do aumento da atividade de

bombas de efluxo (PUMBWE; CHANG et al., 2006; RICCI ef al., 2004).

A transferéncia horizontal de genes (plasmideos e transposons) por meio da
conjugacao em procariontes lidera a variacao genética e aquisi¢ao de genes de resisténcia.
Espécies de Bacteroides intestinais apresentam trés tipos de plasmideos - pBF4, pPBFTM10
e pBI136 - que codificam altos niveis de resisténcia a macrolideo, lincosamida e
estreptogramina por meio do gene erm conservado. Os transposons conjugativos (CTn) no
género Bacteroides exercem papel central na disseminacdo de genes de resisténcia a
antibioticos; o principal transposon conjugativo identificado em Bacteroides ¢ CTnDOT.
CTnDOT carrega resisténcia a tetraciclina, fetQ, e ao gene de resisténcia a eritromicina,
ermF. O alto nivel de resisténcia a antibidticos nas espécies do género Bacteroides ¢
preocupante, pois este pode ser um reservatorio de resisténcia para outras bactérias

altamente patogénicas (QUESADA, 2011).

As bombas de efluxo contribuem para resisténcia a varias drogas em Bacteroides.
Essas bombas exibem uma ampla especificidade e podem agir sinergicamente como
barreira permeavel e resultar em significante resisténcia intrinseca a muitos antibidticos
(NIKAIDO, 2001). Sao identificados 16 tipos de bombas de efluxo de resisténcia a
multidrogas da familia Resistence-Nodulation-Division (RND) em B. fragilis, nomeadas
de bmeABCI — 16 (UEDA et al., 2005). A bomba de efluxo da familia Multidrug and
Toxic Compound Extrusion (MATE) também foi descrita em B. thetaiotaomicron

(nomeada de BexA) (MIYAMAE et al., 2001).

Estudos multicéntricos de monitoragdo de sensibilidade a antimicrobianos em
Bacteroides 1solados de espécimes clinicos ou microbiota intestinal normal do homem sdo

efetuados em varios paises.

No periodo de 2000 e 2007, em alguns paises da Europa, a resisténcia desses micro-
organismos aos antibidticos imipenem, cefoxitina, clindamicina, cloranfenicol e
metronidazol foi de menos de 10% em 3140 isolados, exceto para clindamicina, que
mostrou mais de 35% de resisténcia (SNYDMAN et al., 2010). Estudos na Coréia, nos

anos de 2007 e 2008, revelaram 5% de resisténcia dos isolados a cefoxitina, 2% a
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imipenem, 11% a moxifloxacina, 33% a clindamicina e sensibilidade absoluta para

cloranfenicol e metronidazol (LEE et al., 2010).

Carvalho et al. (1996), em Fortaleza, realizaram um estudo com o objetivo de
analisar a resisténcia de espécies do grupo B. fragilis de amostras clinicas e microbiota
intestinal a antimicrobianos. A espécie B. fragilis representou 68% das espécies do grupo
B. fragilis encontradas nas amostras clinicas e 51% nas amostras fecais. Todas as amostras
estudadas foram sensiveis ao cloranfenicol e ao metronidazol. A resisténcia a penicilina,
tetraciclina, clindamicina e cefoxitina em espécimes clinicos foi de: 93,5%, 80,5%, 21,7%
e 10,9%, respectivamente, e, em amostras fecais, de 78,4%, 73%, 19% e 5,4%

respectivamente.

No Brasil, em Sao Paulo, no ano de 2011, a resisténcia de espécies dos géneros
Bacteroides e Parabacteroides isolados de microbiota intestinal de criangas para cefoxitina
foi de 23%, clindamicina 34,2%; amoxicilina+ acido clavulanico foi de 47,3%, tetraciclina

53,5% e penicilina 99% (NAKANO et al., 2011).

Wareham et al. (2005), pela primeira vez, reportaram cepas de B. fragilis
multirresistentes. Os autores analisaram cepas de B. fragilis isoladas de um paciente com
sepse por bactérias anaerobias, simultaneamente resistentes a carbapenémicos, -
lactamicos associados a inibidores de B-lactamase e metronidazol. Estudos posteriores
entre a variedade de mecanismos de resisténcia confirmaram a presenga do gene
carbapenemase (cfid), resisténcia estreptogramina, lincosamina e macrolideo associado ao
gene erm, plasmideo localizado no gene tetQ com resisténcia a tetraciclina e genes com o

aumento da expressao para bomba de efluxo (PUMBWE; CHANG et al., 2007).

Sherwood et al. (2011) estudaram cepas de B. fragilis isoladas de um homem que
sofreu um acidente e fraturou a tibia e fibula em um ambiente de esgotos com &aguas
contaminadas. O paciente iniciou a terapia com carbapenémicos por longo prazo e as
feridas continuavam com secrecdo purulenta. A falha clinica persistiu ao iniciar o
tratamento com metronidazol. O resultado do teste de sensibilidade de B. fragilis mostrou
resisténcia a penicilina, clindamicina, metronidazol, cefoxitina, meropenem, imipenem,
piperacilina/tazobactan e tigeciclina. Os antibioticos para os quais B. fragilis mostrou

sensibilidade foram somente linezolida e moxifloxacina.
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As espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides, quando comparadas a
outras bactérias anaerObias, sdo caracterizadas pela alta resisténcia as drogas
antimicrobianas utilizadas na clinica médica humana e veterinaria (AVILA et al., 1991).
No Brasil, a analise microbioldgica e de sensibilidade as drogas antimicrobianas de
bactérias anaerobias ndo constitui uma rotina nas clinicas laboratoriais, em decorréncia de
limitagdes, como o lento crescimento dos micro-organismos, a natureza polimicrobianas
em infecgdes por anaerdbios, a complexidade, os custos dos métodos de cultivo e a
caréncia de técnicos especializados. Esse fato dificulta o conhecimento dos padrdes de

sensibilidade desses micro-organismos.

2.3.2 Sensibilidade bacteriana a antimicrobianos de bactérias anaerobias isoladas de caes

Hé poucos estudos sobre resisténcia a antimicrobianos em bactérias anaerdbias e

menos ainda é conhecido sobre espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides.

Silley et al. (2007) compararam a ag¢do da pradofloxacina, uma nova
fluoroquinolona desenvolvida para uso veterindrio, com outras fluoroquinolonas contra
bactérias anaerdbias isoladas de cdes e gatos. Os autores isolaram 141 cepas de anaerobios
de infecgOes orais, abscessos, infecgoes de feridas e também da microbiota fecal de caes e
gatos e, destas, 28 cepas pertenciam ao grupo B. fragilis. Como resultado do teste de
sensibilidade, detectaram maior atividade da pradofloxacina, seguida da marbofloxacina,

enrofloxacina e outras contra bactérias anaerdbias.

Stegemann et al. (2006) estudaram a agdo de cefovecina, uma nova cefalosporina,
em 2.641 isolados clinicos (por exemplo: ferida, pele, cavidade oral, abscesso, trato
urinario, ouvido e olho) de caes e gatos nos Estados Unidos e em paises da Europa. Foram
isoladas 32 cepas do género Bacteroides em um total de 286 patdgenos anaerdbios. Como
resultado do teste de sensibilidade, todas as bactérias anaerdbias foram sensiveis a

cefovecina.

Na Hungria, houve um isolado de Bacteroides em um cao de nove anos que estava
com enfermidade clinica ha quase quatro anos. Com quadro clinico de distria desde cinco
anos de idade, e posterior formacdo de abscesso na prostata, o animal foi tratado

inicialmente com amoxicilina-dcido clavulanico. Depois de trés anos, o cachorro foi
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tratado com cotrimoxazol em virtude da nova formacao do abscesso na prostata. B. fragilis
foi isolado e foi feito o tratamento com metronidazol por sete semanas. Foram realizados
testes de sensibilidade em B. fragilis, identificando resisténcia a penicilina, amoxicilina+
acido clavulanico, cefoxitina, meropenem e imipenem. Esse achado prova que cepas de B.
fragilis resistente a imipenem estdo também presentes em animais domésticos, apesar de os
carbapenémicos serem raramente usados no tratamento de infecgdes em animais. Essas
cepas podem causar infeccdes endogenas no proprio animal e também podem ser

transmitidas para a populagdo humana (SOKI et al., 2002).

Nos ultimos dez anos, atengao ¢ dirigida a possibilidade de transferéncia direta de
micro-organismos resistentes entre animais de estimagdo e as pessoas, pois existe o contato
fisico em ambientes domésticos e uso dos mesmos agentes antibacterianos em seres
humanos e animais. Na revisdo sobre o papel dos animais de estimagdo como reservatorios
de bactérias resistentes a antimicrobianos, os veterinarios usam frequentemente, como
primeira linha de antibacterianos, amoxicilina+ clavulanato, cefalosporinas e
fluoroquinolonas em animais de companhia. A resisténcia tanto em bactérias patogénicas
como em bactérias comensais apresenta um significante risco de transferéncia zoonotica
entre animais e pessoas (GUARDABASSI; SCHWARZ; LLOYD, 2004). Cepas resistentes
a antimicrobianos isoladas de animais de pequeno porte, muitas vezes, sao indistinguiveis

de cepas isoladas de pessoas que cuidam destes animais (CLARKE, 2006).

2.4 Relevancia do estudo

Cepas isoladas de amostras intestinais normais sao importantes, pois a microbiota
endogena pode desempenhar um papel protagonista na disseminacdo de resisténcia (B.
fragilis é considerado reservatorio de genes de resisténcia no intestino) e pode se tornar
patogeno oportunista, causando infeccdo no proprio animal (GUARDABASSI;
SCHWARZ; LLOYD, 2004).

Outra questdo importante diz respeito ao fato de os caes servirem como
reservatorios de micro-organismos e ser uma fonte de infeccdo para pessoas susceptiveis.
A circulacdo de cepas resistentes a antimicrobianos de animais para o homem ja ¢ bem
documentada (CLARKE, 2006). O conhecimento do perfil de sensibilidade desse grupo

microbiano isolado de animais € importante porque, na Medicina Veterinaria esta avaliacdao
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ndo ¢ feita na rotina laboratorial, tampouco ¢ feita a monitorizacdo periodica. Esse fato
torna o numero de infecgdes por Bacteroidales na Medicina Veterindria subestimado e, por

isso, ainda existem poucos estudos (NGUYEN et al., 2000).
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3. HIPOTESES

1. B. fragilis e B. vulgatus devem constituir as espécies mais frequentemente isoladas

da microbiota intestinal de caes.
2. A sensibilidade das cepas a maioria dos antibidticos sera baixa dado ao amplo uso
de alguns destes antimicrobianos na clinica veterinaria.

3. A concentragado subinibitéria de diferentes antimicrobianos terd acao na reducao de

formagao de biofilme.
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4. OBJETIVO GERAL

Determinar a frequéncia de isolamento e a sensibilidade aos antimicrobianos de cepas

de Bacteroides e Parabacteroides isoladas de cies

4.1 Objetivos Especificos

1. Identificar as espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides em de amostras
fecais de cées;

2. Avaliar o perfil de sensibilidade dessas bactérias a diferentes classes de antibioticos;

3. Analisar a formagao de biofilme de cepas da espécie B. fragilis na presenca de
concentragdes subinibitdrias de diferentes antimicrobianos;

4. Visualizar o biofilme de cepas de B. fragilis e a viabilidade celular decorrente da
acdo subinibitoria dos antimicrobianos imipenem, clindamicina e enrofloxacina por

meio de microscopia confocal.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos

O presente trabalho faz parte de um projeto colaborativo UFC/UECE denominado
“Perfil de resisténcia a antimicrobianos de bactérias anaerobias e facultativas isoladas da
microbiota normal e de infecgdo em animais” o qual foi submetido ao Comité de Etica para
o uso de animais (CEUA) da Universidade Estadual do Ceard (UECE) e aprovado (nimero
do protocolo: 10610110-2/57, APENDICE I).

5.2 Animais utilizados

Foram analisadas amostras fecais de caes saudaveis, com idade limitada até um
ano ¢ sem distincdo de sexo e raca, os animais que estavam fazendo o uso de
antimicrobianos foram excluidos da pesquisa. Foi realizada a coleta no periodo de
fevereiro a junho do ano de 2011, ap6s a autorizagdo dos proprietarios dos animais
(APENDICE 1I) e da Clinica Veterinaria da UECE. Foi aplicado um questionario onde
foram coletados os dados do animal como: raga, idade, uso de antimicrobianos ¢ outras

informag¢des (APENDICE III).

5.3 Coleta dos espécimes clinicos

Foram analisadas 50 amostras da microbiota intestinal que foram coletadas através
de swab retal e em seguida colocadas em meio para transporte (Cary & Blair
modificado/DIFCO®). Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratorio
dentro do periodo de até 4 horas e entdo foram processadas imediatamente (OPLUSTIL et

al., 2010).

5.4 Isolamento e identifica¢do das espécies da ordem Bacteroidales
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As amostras coletadas foram semeadas em meio seletivo Agar Bacteroides Bile
Esculina (BBE/DIFCO®) e incubadas em condi¢des de anaerobiose a 37 °C, por 48 horas.
A anaerobiose foi obtida pela adicdo do envelope gerador de anaerobiose/Anaerobac
(PROBAC®) em jarra de anaerobiose (PROBAC/DIFCO®). Apds o tempo de incubacao,
as colonias foram observadas e as colonias escuras (devido a hidrolise de esculina) foram
examinadas quanto as suas caracteristicas morfo-tintoriais pela coloracdo de Gram. Elas
foram também inoculadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI/DIFCO®) e incubadas em
atmosfera convencional por 24/48 horas. Todos os meios de cultura foram suplementados
com hemina (5 mg/ml), menadione (I mg/ml) e cisteina (0,5 mg/ml) (OPLUSTIL et al.,
2010).

Primeiramente foi realizado o teste de aerotolerancia para confirmar que o micro-
organismo suspeito se tratava de uma bactéria anaerobia. Esse teste consiste em repicar
cada colonia isolada de placa em anaerobiose em uma placa de agar sangue e incubar em
aerobiose, microaerofilia e anaerobiose. Se 0 micro-organismo crescer apenas na atmosfera
anaerobia, confirma a presenca de uma bactéria anaerobia. Em seguida a identificagdo
presuntiva foi realizada determinando-se a producdo de catalase, hidrdlise da esculina,
producdo de indol e crescimento em meio com bile. A identificacdao definitiva da espécie
foi realizada pelas reagdes de fermentagdo dos acucares arabinose, ramnose, celobiose,
trealose e xilose em meio enriquecido com peptona. Todos os isolados identificados em
cultura pura foram estocados em BHI com glicerol (20 %) a -20 °C (KONEMAN et al.,
2008).

5.5 Cromatografia gasosa

A cromatografia gasosa foi realizada na Universidade de Costa Rica, Laboratorio
de Investigacdo em Bacteriologia Anaerobia. Para o envio das cepas foram utilizados
criotubos com 1,5 mL de meio semi-so6lido BHI contendo um swab embebido com cepa
obtida a partir de um crescimento recente em agar BHI suplementado com sangue
desfibrinado de carneiro (5%). Para a cromatografia gasosa as bactérias foram cultivadas
em agar BBE suplementado com 5% de sangue de carneiro, vitamina K (1 mg/mL)/hemina
(5 mg/mL). As placas foram incubadas por 48 horas a 37 °C em anaerobiose. As colonias

crescidas nas placas foram inoculadas em caldo BHI suplementado com vitamina
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K/hemina e incubadas nas mesmas condi¢des por 6 a 8 horas. Apos o crescimento, cada
cepa foi centrifugada e o sobrenadante foi descartado. No sedimento foi adicionado
hidréxido de sédio, dgua destilada, metanol e colocado em banho maria a 100 °C durante
30 minutos. Depois do aquecimento, acido cloridrico, metanol, 4cido sulfurico e metanol
foram adicionados, a amostra foi colocada novamente em banho maria a 80 °C durante 10
minutos e em seguida num banho de gelo. Foi adicionado éter e metil-terbutil-éter, a
solucao foi entdo homogeneizada durante 10 minutos e a fase inferior foi removida. Na
parte superior foi adicionada agua destilada e hidroxido de sodio e foi misturado durante 5
minutos. Em seguida, a parte superior (acidos graxos) foi colocada num frasco especial
para cromatografia. A cromatografia foi feita num cromatégrafo gasoso (Modelo 6850,
Agilent Technologies®) e a analises dos padroes de acidos graxos foi feito pelo software

MIDI Sherlock (Agilent Technologies®) (KONEMAN et al., 2008).

5.6 Determinagao da Concentragdo Inibitoria Minima (técnica de microdiluicao em caldo)

Para a determinacao da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de diferentes drogas
das cepas de Bacteroides e Parabacteroides isoladas foi utilizada a técnica de
microdilui¢do em caldo, padronizada pelo Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI. Como controle foi empregado uma cepa padrao de Bacteroides fragilis (ATCC
25285) cuja sensibilidade ¢ conhecida (CLSI, 2007, M11-S1, 2011).

5.6.1 Antimicrobiano, meio de cultura e in6culo

Para realizacao da técnica de microdiluicao foi utilizada uma microplaca de 96 pogos
com fundo “u” e os antimicrobianos foram amoxicilina-acido clavulanico, cefoxitina,
ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, enrofloxacina, imipenem, metronidazol,
penicilina e tetraciclina (SIGMA®). O meio de cultura utilizado foi o caldo Brucella (100
uL/DIFCO®) suplementado com sangue lisado de cavalo e para a diluicdo seriada dos
antimicrobianos foi utilizado 100 pL da solugdo contendo cada antibidtico, a
concentragdes testadas para todos os antimicrobianos foram de 0,125 pg/mL a 256 ng/mL.
O solvente utilizado para cefoxitina, clindamicina, penicilina e tetraciclina foi 4gua

destilada, para amoxicilina-acido clavulanico e imipenem foi tampao fosfato com pH 6 e

7,2 respectivamente, para ciprofloxacina e enrofloxacina foi hidréxido de sodio 0,1N, para
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metronidazol foi dimetil sulféxido e cloranfenicol foi utilizado etanol 95%. O diluente
utilizado para cefoxitina, clindamicina, penicilina, tetraciclina, ciprofloxacina,
enrofloxacina, cloranfenicol e metronidazol foi agua destilada e para amoxicilina-acido

clavulanico e imipenem foi tampao fosfato com pH 6 e 7,2 respectivamente.

Para a padronizagdo do indculo, partimos do crescimento recente do micro-organismo
em meio de cultura liquido (24 horas). Essa suspensdo foi diluida em caldo Brucella, até
atingir a turvacdo equivalente a 0,5 da escala McFarland, em seguida essa suspensdo foi
diluida em 15 vezes em caldo Brucella para atingir a concentragdo de 1x10” UFC/mL. O
indculo (10 pL) foi adicionado nas microplacas para atingir a concentragdo final 1x10°
UFC/mL. As microplacas com as microdilui¢gdes dos antimicrobianos € o micro-organismo

foram incubadas durante 48 horas a 37 °C em jarras de anaerobiose (CLSI, 2007).

5.6.2 Leitura e interpretacdo dos resultados

ApoOs a incubagdo, foi feita a leitura das microplacas, utilizando como padrao de
crescimento os controles das cepas cultivadas em caldo Brucella sem adi¢do de
antibioticos. Foi considerada a CIM do antimicrobiano para cada cepa testada, a menor

concentracdo de cada agente antimicrobiano capaz de inibir crescimento bacteriano visivel
(CLSI, 2007).

5.7 Ag¢ao de concentragdes subinibitérias de antibidticos sobre formacao de biofilme de

cepas B. fragilis

De todas as cepas isoladas, foram selecionadas quatro cepas da espécie B. fragilis
com formagdo de biofilme variada. A identificacdo das cepas formadoras de biofilme foi
feita pelo método de adesdo em microplaca. As cepas cresceram em anaerobiose por 48
horas e por meio de microplacas de 96 pocos com a adi¢do de 20 pL da bactéria
padronizada na turvacdo de 0,5 MacFarland e 180 pL de caldo BHI suplementado com 1%
de glicose. Apos esse periodo, a densidade dOptica do cristal violeta retido pelo biofilme foi
lida no espectrofotometro a 540 nm. Apos o crescimento das cepas selecionadas de B.
fragilis em BHI suplementado com hemina e menadiona a 37 °C por 24 horas foi

preparada uma turvagdo de 0,5 McFarland em caldo Brucella. Foi retirado 20 pL dessa
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suspensdao e adicionada a 180uL de caldo Brucella com antibioticos (cefoxitina,
clindamicina, cloranfenicol, enrofloxacina, imipenem e metronidazol (SIGMA®) em
concentracdes de 1/2 CIM e 1/4 CIM de cada antibidtico referente as cepas testadas sendo
acondicionada em uma microplaca de 96 pocos de fundo chato. As microplacas foram
incubadas a 37 °C por 24 horas e 48 horas. Depois desse periodo, as microplacas foram
lavadas trés vezes com tampao fosfato (PBS) para remover células planctonicas e em
seguida o biofilme foi fixado a 60 °C por 60 minutos. As bactérias remanescentes foram
coradas com 200uL de solugdo de cristal violeta a 0,01% por 20 minutos a temperatura
ambiente. Depois desse periodo, os pogos foram lavados mais trés vezes com PBS para
remover o excesso da solugac de cristal violeta que ndo corou as bactérias aderidas (figura
5). Foram adicionados 200 pL de etanol a 95 % para solubilizar o cristal violeta que corou
o biofilme. As placas foram incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente, a
densidade otica foi mensurada no espectrofotometro (Multiscan FC, Thermo Scientific®)
a 540 nm de comprimento de onda e registrados de acordo com a formacao do biofilme.
Os testes foram feitos em triplicata e repetidos em quatro ocasides diferentes. Como
controle negativo foi utilizado apenas o caldo Brucella e controle positivo para o padrao de
formagdo de biofilme, as cepas a serem testadas com o meio Brucella (PUMBWE;

SKILBECK et al., 2007, MAESTRE et al., 2012).

Figura 5. Formag@o de biofilme por cepas de B. fragilis sobre a a¢do de concentragdo subinibitoria de

ar\h’]‘“’ Atirnc

Droga 1 (A), Droga 2 (B), Droga 3 (C),
Droga 4 (D), Droga 5 (E) e Droga 6 (F).
As drogas estdo em triplicata e na
concentragdo decrescente de: CIM, 0,5x
CIM e 0,25x CIM.

Fileira H: controle positivo (coluna 1 a
6) e negativo (coluna 7 a 12)

SILVA.I. O.

5.8 Microscopia confocal
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As mesmas quatro cepas usadas no estudo do biofilme sobre a agdo de
clindamicina, enrofloxacina e imipenem foram analisadas no microscopio confocal. A
concentracao padronizada foi de 1/2 CIM. As cepas de B. fragilis (200 uL padronizadas
em uma turvagdo de 0,5 McFarland) cresceram em laminulas embebidas em 1800 pL de
caldo Brucella por um periodo de 48 horas. Apos esse periodo, as laminulas foram lavadas
trés vezes com tampdo fosfato e fixadas com paraformaldeido 3,7% a temperatura
ambiente por 30 minutos. As laminulas foram coradas com o kit de viabilidade bacteriana
LIVE/DEAD BacLight® (3,35uM Syto-9, corante verde para células vivas ¢ 20 uM
iodedo de propidium, corante vermelho para células mortas), adicionando 1 mL de agua
destilada com a mistura de 3uL de cada corante por 15 minutos no escuro. O corante foi
entdo aspirado e a laminula contendo o biofilme foi lavada com agua destilada. A
viabilidade do biofilme foi examinada imediatamente com microscopio de exploragdo a
laser confocal (Olympus FV 1.000®) que pertence ao Nucleo de Estudos em Microscopia
e Processamento de Imagem (NEMPI) localizado no centro de Biomedicina. Para o
controle positivo de formacao biofilme foi utilizada a cepa de B. fragilis em caldo Brucella

sem adicao de antibidtico (DONELLI et al., 2012).

5.9 Analise estatistica

Para cada cepa testada foi calculada a média da triplicata dos valores obtidos do
DOs40 na presenca e na auséncia dos antimicrobianos. Os valores do DOss4o das cepas na
auséncia e presenga dos antibioticos foram comparados individualmente e depois foi feita
a comparacdo em relacdo ao tempo de formacdo do biofilme (24 e 48 horas) aplicando o
teste one-way ANOVA seguido pelo pds-teste Bonferroni comparagdo multipla, usando
GraphPad Prism® versao 5.00 para Windows. Um P valor <0,05 foi considerado como

significante (POMPILIO et al,, 2011).
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6. RESULTADOS

6.1 Isolamento e identificagao

Das cinquenta amostras coletadas, foram isoladas 30 cepas dos géneros Bacteroides
e Parabacteroides e destas, as espécies mais isoladas (64%) foram B. fragilis e P.
distasonis. As espécies B. vulgatus, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, P. merdae ¢ B.

eggerthi foram isoladas em menor frequéncia (36%).

6.2 Teste de sensibilidade a antimicrobianos

Todas as cepas foram sensiveis a cloranfenicol, imipenem e metronidazol.
Amoxicilina-acido clavulanico foram ativas contra 97% das bactérias estudadas e
cefoxitina foi ativa contra 93% das cepas. Tetraciclina foi ativa contra 50% das cepas e
clindamicina contra 33%. Todas as cepas foram resistentes a penicilina (tabela 1).

Ciprofloxacina e enrofloxacina ndo possuem ponto de corte para bactérias anaerdbias.
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Tabela 1 — Concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos para espécies dos géneros Bacteroides e

Parabacteroides isoladas de microbiota normal de cées

Concentragao inibitoria Minima

(ng/mL) o
Antibidticos Intervalo 50 90 Sensibilidade
Penicilina 1-128 32 64 0%
Amox/Ac. Clav  0,25/0,125 - 8/4 0,5/0,25 2/1 97%
Cefoxitina 1-64 8 16 93%
Imipenem 0,125-4 0,5 2 100%
Clindamicina 0,5-128 16 128 33%
Cloranfenicol 0,25-8 2 4 100%
Metronidazol 0,125 -8 1 2 100%
Tetraciclina 0,064 — 32 8 32 50%

Cepa controle: B.fragilis ATCC 25285
Enrofloxacina: Intervalo CIM: 0,125 —4; CIM 50: 1; CIM 90: 2.
Ciprofloxacina: Intervalo CIM: 8 —32; CIM 50: 8; CIM 90: 32.

6.3 Biofilme

Imipenem e metronidazol foram os antibidticos que apresentaram maior atividade
na reducao de formagao de biofilme, com ac¢do nas quatro cepas testadas, porém, imipenem
foi o que mais teve a¢dao, com a redugdo maxima de 87,57%. Cefoxitina, clindamicina,
cloranfenicol reduziram a formacgao de biofilme em trés cepas, com a redu¢do maxima de
66,15%, 83,48% e 86,49% respectivamente. Em relacdo a inducdo da formagdo de
biofilme, cefoxitina induziu em uma cepa e enrofloxacina em duas cepas. A indugao
maxima de formacdo de biofilme em enrofloxacina foi de -46,49% (tabela 2).

Nao houve diferenga de a¢do dos antibidticos entre os periodos estudados (24 e 48
horas) e a concentracdo que obteve maior reducdo na formacao de biofilme foi 1/2 CIM, e

esta, foi a concentracao que mais induziu a formagao de biofilme em enrofloxacina.
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Tabela 2. Formagdo de biofilme de cepas B. fragilis sobre a agdo concentragdo subinibitoria de diferentes

antibidticos em 48 horas

DROGA CEPAS CIM CONTROLE %CIM %RD %CIM % RD
29C2 4 0,77% 0,5727°  25,62%  0,7303 5,15%
33C2 4 0,373% 0.1567° 57.98% 02488  33.29%

CEFOXITINA 42C3 8 0,4527% 0269°  40.57% 02932  35.23%
44C7 8 0,872% 03067° 64.80% 03486  60,00%
29C2 16 0,77 0.1272° 83.48% 03079  60,00%
33C2 16 0,373 0,3292°  11,74% 03256  12,70%

CLINDAMICINA 453 8 0,4527% 0201°  5559% 03684  18.62%
44C7 4 0,872 04257° 51.18% 04755  45.50%
20C2 8 0,77% 0,104°  8649%  0.1098  85.74%
33C2 2 0,373 0248  3351% 03229  13.43%

CLORAMFENICOL 4 1 04527%  02632° 41.90% 0284  37.26%
44C7 1 0,872% 02851 67.30% 04833  44.60%
29C2 0,125 0,77 0,5707° 25,88%  0,5661  26,48%
33C2 1 0,373 0,5098° -36,67%  0,4552  -22.03%

ENROFLOXACINA g 95 04527  0.6632° -46.49% 04995  -13.34%
44C7T 025 0,872 0.4059° 53.45% 05536  36,50%
2902 05 0,77% 0,09624° 87.50% 009574  87.57%
33C2 0,125 0,373% 0,1619° 56.59% 01427  61,74%

IMIPENEM 42C3 1 0,4527% 0.1373°  69.67% 01538  63.61%
44C7 05 0,872% 0.1654° 81.00% 021  75.90%
20C2 | 0,77 0.1794°  7670% 02159  71.96%
33C2 1 0,373% 0,1713°  54.07%  0.1933  48,17%

METRONIDAZOL 03 5 04527%  02307° 49.00% 02419  46.56%
44C7 2 0,872 0,5763"° 33,90%  0,5744  34,10%

* = Redugdo significativamente estatistica

® = Redugdo ndo significativamente estatistica

% Rd = redugdo em percentual
“ = gignificativamente estatistica comparando o controle com 1/2CIM e 1/4CIM

6.4 Microscopia confocal

Em relagdo aos controles, podemos perceber que as cepas 29C2 e 44C7 apresentam

biofilmes mais espessos quando comparados com as cepas 33C2 e 42C3. A microscopia

confocal confirmou que imipenem foi a droga que obteve maior capacidade na inibicao de

formagao de biofilme, com significante reducdo de viabilidade celular por espécies de B.

fragilis seguida da clindamicina com menor agdo sobre essas cepas. A clindamicina

reduziu significativamente as células viaveis nas cepas 29C2, 42C3 e 44C7, e na cepa
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33C2 reduziu a viabilidade celular porém as células permaneceram fixadas a superficie da

laminula (figura 6).

Figura 6. Agdo de 1/2 CIM de antibiodticos sobre a formacdo de biofilme de quatro cepas da espécie B.

fragilis no periodo de 48 horas

Antimicrobianos

A
Clindamicina

B
Imipenem

C
Controle

Cepa 29C2

Cepa 33C2

Cepa 42C3

Cepa 44C7
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7. DISCUSSAO

As cepas pertencentes ao grupo B. fragilis, especialmente a espécie B. fragilis, sao
micro-organismos anaerdbios comumente associados a uma grande variedade de infecgoes
clinicas. Nesse estudo, B. fragilis foi a espécie mais frequentemente isolada do trato
intestinal de caes, seguido por B. vulgates, P. distasonis, B. thetaiotaomicron, B. ovatus, P.
merdae, B. eggerthi. Os dados sdo consistentes com a literatura, onde as espécies mais
frequentemente isoladas da microbiota intestinal de cachorros sdo B. fragilis, B. vulgatus e

P. distasonis (WAGNER, K. A.; HARTMANN, F. A.; TREPANIER, L. A., 2007).

Os testes de sensibilidade antimicrobiana realizados nesse estudo revelaram que
penicilina ndo teve eficacia contra as cepas testadas. A resisténcia de Bacteroides a
penicilina foi inicialmente observada em 1966. A mais alta prevaléncia da taxa de
resisténcia a penicilina entre todas as bactérias anaerdbias ¢ do grupo B. fragilis, e as taxas
de resisténcia alcancam quase 100% em muitos estudos. A produgdo de diferentes tipos de
B-lactamases representa o mais importante mecanismo de resisténcia desses micro-

organismos para essa droga (HAWSER et al., 2010; SNYDMAN et al., 2010).

Nas ultimas décadas um aumento na resisténcia para cefamicinas (cefoxitina e
cefotetan) tem sido reportado pelo grupo B. fragilis isolado de humanos, dados nos quais
foram também encontrados em nosso estudo, com a taxa de resisténcia de 7%. Em
contraste, as taxas de resisténcia a amoxicilina associada ao acido clavulanico e imipenem
encontradas foram baixas, como relatado na medicina humana (HAWSER et al., 2010;

SNYDMAN et al., 2010).

Clindamicina ¢ um derivado semi-sintético de lincomicina, no qual foi considerada
a droga de escolha na terapia de infec¢des anaerobias durante muitas décadas. Entretanto, a
resisténcia tem aumentado significativamente ao longo das duas ultimas décadas. Foi
encontrado nesse estudo sensibilidade de 33% a clindamicina. Mecanismos de resisténcia a
clindamicina em anaerdbios incluem mutacao no sitio de ligacdo do alvo ribossomal,
resisténcia mediada por bomba de efluxo e genes de eritromicina metilases (erm).

Determinantes de resisténcia, incluindo os genes erm, sdo frequentemente carregados em
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elementos transmissiveis como transposons conjulgativos e plasmidios contribuindo para a

disseminag¢do deles (SNYDMAN et al., 2010).

Os resultados de altas taxas de sensibilidade para o metronidazol nesse estudo sdao
similares aos descritos na literatura em cepas isoladas de humanos. Metronidazol, um 5-
nitroimidazol, tem sido considerado, por muitas décadas, como um importante agente
terapéutico no tratamento de infec¢des anaerdbias. A resisténcia ¢ ainda incomum na

Europa com as mais altas taxas (7%) em Reino Unido (NAKANO, et al., 2007).

Ciprofloxacina e enrofloxacina sdo antimicrobianos comumente usados na
medicina veterinaria, mas critérios interpretativos para o ponto de corte de sensibilidade
ndo foram estabelecidos para quinolonas. Consequentemente, a atividade in vitro contra
bactérias anaerobias pode somente ser estudada como concentragdes inibitdrias minimas
(SILLEY et al., 2007, CLSI 2007). Estudos testando ciprofloxacina contra bactérias
anaerobias isoladas de infec¢des humanas mostram valores de CIM50 e CIM90 de 8pug/mL
e 32 pg/mL, respectivamente, esses dados sdo similares aos resultados obtidos em nosso
estudo com cdes. Por outro lado, CIM50 e CIM90 de enrofloxacina nesse estudo foram
menores que os descritos (CIM50 e CIM90 de 2 pug/mL e 8 pg/mL) em estudos de cepas
isoladas de caes e gatos (GOLDSTEIN, 1996).

A alta sensibilidade aos antimicrobianos observado nesse estudo pode ser devido ao
baixo uso de antibidticos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual do Cearé. Os
servicos clinicos fornecidos para pessoas de baixo poder aquisitivo que ndo podem pagar
por cuidados médicos e ndo possuem recursos para comprar medicamentos caros. As taxas
de resisténcia a clindamicina e tetraciclina foram altas e tetraciclina ndo pode ser prescrita
para animais com idade até um ano, que foi a idade dos animais examinados nesse estudo.
Em relacdo a alta taxa de resisténcia a clindamicina e tetraciclina encontrada nesse estudo,
precisamos determinar se existe uma pressao seletiva no ambiente, que nao seja uso de
antimicrobianos, que contribui para espalhar e manter os genes de resisténcia e que
explique o alto nivel de resisténcia em areas onde antibidticos parecem nao estar presentes

(SALYERS; SPEER; SHOEMAKER, 1990).

O resultado terapéutico efetivo dos antibidticos ¢ melhor quando a concentragao ¢
acima do CIM. Entretanto, depois de certo periodo de tempo com determinada dose, as

concentragdes de antibidticos dentro de muitos tecidos se torna menor que o CIM (sub-
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CIMs). Micro-organismos frequentemente crescem na presenca de sub-CIMs, embora ndo
seja capaz de inativar os micro-organismos, sdo potencialmente capazes de alterar quimica
e fisicamente as caracteristicas da superficie celular e consequentemente a funcionalidade e
expressdao de algumas propriedades de viruléncia como adesdo, formagdo de biofilme,
hidrofobicidade e motilidade (SPROULE-WILLOUGHBY et al., 2010; GUAGLIANONE
et al., 2010; DONELLI et al, 2012). A maioria dos estudos sobre os efeitos de
concentracdes sub-CIMs de antibidticos tem focado em Escherichia coli, Staphylococcus
spp. € Pseudomonas aeruginosa, nao ha estudos na literatura envolvendo B. fragilis

(WOJINICZ, JANKOWSKI, 2007; MAJTAN et al., 2008).

Como esperado, imipenem mostrou otimo efeito na reducdo de formacdo do
biofilme e clindamicina mostrou aproximadamente 50% de reducdo. A literatura tem
demonstrado que concentragdes sub-CIMs de alguns antimicrobianos sdao capazes de
induzir a formacao de biofilme por certas espécies bacterianas. Recentemente foi reportada
a produc¢do de biofilme por E. coli isolada de mastite bovina sendo induzida por
concentragdes subinibitorias de enrofloxacina (WOJNICZ, JANKOWSKI, 2007). Em
nosso estudo, 2 de 4 cepas de B. fragilis formadoras de biofilme, quando expostas a
concentragdes de sub-CIM de enrofloxacina (1/2CIM e 1/4CIM) mostrou maiores valores
de densidade doptica quando comparados ao controle positivo (P<0,05) como mostrado na
tabela 2 e figura 5. Esses dados poderiam ser usados como referéncia para escolha do

antibiotico para o tratamento de infecgdes cronicas em caes.
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8. CONCLUSAO

Nesse estudo, as espécies dos géneros Bacteroides e Parabacteroides com mais alta
freqiiéncia de isolamento foram iguais as descritas na literatura, em caes. As cepas
mostraram altas porcentagens de sensibilidade a maioria dos antimicrobianos testados,
como reportado na literatura. Uma baixa sensibilidade a clindamicina e tetraciclina foi
observada. As concentragdes de sub-CIM de cefoxitina, clindamicina, cloranfenicol,
metronidazol e imipenem reduziram a formagdo de biofilme nas cepas estudadas e
enrofloxacina induziu a formagdo de biofilme. Esses resultados corroboram com estudos,
de concentragdes de sub-CIM desses antimicrobianos com outras bactérias, encontradas na

literatura.
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APENDICE I1
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) Senhor(a) estd sendo convidado para participar da pesquisa: ACAO DE
ANTIMICROBIANOS SOBRE CEPAS PLANCTONICAS E BIOFILME DE Bacteroidales
ISOLADOS DE CAES

Sua participagdo ndo € obrigatoria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e
retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador,
ou com o servigo no qual vocé estd sendo atendido. Os objetivos deste estudo sdo o de isolar e
identificar as bactérias envolvidas em infecgdes em seu animal e tragar seus perfis de sensibilidade
aos antimicrobianos. Sua participacdo nesta pesquisa consistira em ceder uma pequena quantidade
de material fecal proveniente do seu animal. A coleta sera feita com swab retal. Os riscos
relacionados com a participagdo do seu animal sdo minimos, visto ndo tratar-se de procedimento
invasivo. Os beneficios resultantes desta permissdo se relacionam a aquisicdo de maiores
conhecimentos sobre as bactérias associadas as infec¢des em medicina veterinaria e ao tratamento

de processos infecciosos.

As informag0es obtidas através desta pesquisa serdo confidenciais ¢ asseguramos o sigilo
sobre sua permissdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar a identificacdo do seu
animal. O(a) Senhor(a) recebera uma copia deste termo, onde constardo o telefone e endere¢o do
pesquisador principal, podendo tirar sua davidas sobre o projeto e a participagdo do seu animal,

agora ou a qualquer momento.

Assinatura do Pesquisador
Endereco e Fone:

Declaro que entendi os objetivos e beneficios da participagdo do meu animal nesta
pesquisa e concordo em participar

Responsavel pela Autorizagio

Testemunha
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APENDICE III

QUESTIONARIO

Nome do entrevistador: Data:

Identificacao:

Local de Coleta do material:
Animal; Sexo:
Raga: Idade:

Dados Clinicos:

O animal sentiu algum sintoma? Qual?
O animal tomou antibiotico nos ultimos 30 dias? Qual?

Exame fisico:

Peso: Altura:
Estado clinico do animal:

Coleta do material:

Data: Local:
Tipo de amostra:

Exames laboratoriais e resultados:
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capsule formation and the presence of vanable surface antigens

Bacteroides frogilis group and Porobacternides MUCTOCERANESTES
are anderobic, bile-resistant, non-spore=forming, gram-negative
rads |1]. They are normally commensal bacteria of the gt flora of
dogs. Mevertheless, these microorganisms an also be responsible
for infectiors with sigmificant morbidiry amd maortality rates in
dogs, like aral infections, abscesses and wound infections [2—4).

Mumerous factors ontribute o the ability of B fregpilic to
persist a5 commensal in the gut, such s the capacity to use a
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that allow the bacteria to evade the host's immune responses.
The capacity for adhesion and béofilm formation is also important
factors [5].

The ability to form biofilm is an attribute of a majority of the
microorganisms. A biofilm is a structured consortium of bacteria
embedded in a self<produced palymer matnx consisting of pabys
saccharide, protein and DMA. The biofilm enables the bacteria to
survive in hostile environments and increase antibiotic resistance
due to restricted penetration of antimicrobials, the heterogeneous
metabolic activity of microorgamisms contained in biofilm and
differences in gene expression patierns compared with plankbonic
cells |5
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