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Resumo

Introducio: As infegdes bacterianas associadas a biofilmes representam um grande
desafio na pratica clinica devido a elevada resisténcia que estas comunidades bacterianas
apresentam a tratamentos antimicrobianos convencionais. Os biofilmes bacterianos sdo
formados por bactérias organizadas em comunidade, protegidas por uma matriz
extracelular que lhes confere resisténcia nao sé aos antibidticos, mas também aos
mecanismos de defesa do sistema imunitario. Patogénios como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coli sdo frequentemente implicados em infegdes
relacionadas a biofilmes, associadas a dispositivos médicos, feridas crénicas e outras
condicdes de saude. Devido a ineficacia dos tratamentos tradicionais, ha uma necessidade
urgente de desenvolver novas abordagens terapéuticas que consigam combater

eficazmente as infegoes relacionadas a biofilmes.

Objetivos: Realizar uma revisdo atualizada sobre: (1) os tipos de infecdes associadas a
biofilmes, (2) a relevancia clinica destas infegdes, (3) as espécies bacterianas envolvidas
em infegdes humanas relacionadas com biofilmes e (4) os métodos de diagnostico e

tratamento disponiveis para estas infegoes.

Método: Esta revisdo narrativa foi desenvolvida através de uma pesquisa bibliografica
realizada em varias bases de dados, incluindo PUBMED, Scopus ¢ Web of Science.

Foram considerados principalmente artigos publicados entre 2014 e 2024.

Conclusiao: Atualmente, o tratamento de infe¢des bacterianas associadas a biofilmes
enfrenta desafios significativos devido a resisténcia que estas comunidades bacterianas
apresentam aos tratamentos antibioticos convencionais. Apesar do desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, como por exemplo a terapia fagica, a aplicagao clinica das
mesmas ¢ ainda limitada. E essencial promover investigagio continua e estratégias
inovadoras quer de diagndstico quer para aumentar a eficicia no combate a estas infegdes,

que representam uma ameaga crescente a saide publica.

Palavras-chave: Biofilmes bacterianos, infecdes humanas associadas a biofilmes,
diagnostico, tratamento.






Abstract

Introduction: Bacterial biofilm-associated infections present a major challenge in
clinical practice due to the high resistance these bacterial communities exhibit against
conventional antimicrobial treatments. Bacterial biofilms are formed by organized
bacterial cells encased in an extracellular matrix, which grants them resistance not only
to antibiotics but also to the immune system's defence mechanisms. Pathogens such as
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli are frequently
implicated in biofilm-related infections associated with medical devices, chronic wounds,
and other health conditions. The inefficacy of traditional treatments has created an urgent
need to develop new therapeutic approaches capable of effectively combating biofilm-

related infections.

Objectives: To conduct an updated review on (1) the types of biofilm-associated
infections, (2) the clinical relevance of these infections, (3) the bacterial species involved
in human biofilm-related infections, and (4) the available methods for diagnosing and

treating these infections.

Method: This narrative review was developed through a literature search conducted
across multiple databases, including PUBMED, Scopus, and Web of Science. Articles
published primarily between 2014 and 2024 were considered.

Conclusion: Currently, the treatment of biofilm-associated infections faces significant
challenges due to the resistance these bacterial communities exhibit against conventional
antibiotic treatments. Although new therapeutic approaches, such as phage therapy, are
under development, their clinical application remains limited. Continuous research and
innovative strategies are essential to facilitate the diagnosis and to enhance the

effectiveness in combating these infections, which pose a growing public health threat.

Keywords: Bacterial biofilms, human biofilm-associated infections, diagnosis,

treatment.
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Introducao

I. INTRODUCAO

Biofilmes bacterianos sao comunidades complexas e estruturadas de bactérias, que
normalmente estdo aderidas a uma superficie e que podem ter um impacto benéfico ou
prejudicial na natureza, na medicina e na industria (Yan et al., 2019). Ap6s colonizagao
inicial da superficie, segue-se a produg¢ao de uma matriz polissacaridica extracelular que
envolve as bactérias e as protege. No interior do biofilme maduro, as bactérias adaptam-
se a limitacdo de nutrientes e diminui¢do de oxigénio através de alteracdes no
metabolismo, expressdo genética e producao de proteinas, o que pode resultar numa taxa
diminuida de divisao celular, estas adaptagdes permitem maior resisténcia das bactérias a

terapé€utica antimicrobiana (Vestby et al., 2020).

O diagnostico de infegdes associadas a biofilmes permanece um desafio, uma vez que
0s sinais e sintomas apresentados pelos pacientes sao inespecificos, e ndo ha um protocolo
de diagnostico estabelecido na pratica clinica. Além disso, muitas das metodologias
disponiveis sdo dispendiosas, demoradas e exigem profissionais altamente qualificados,
o que limita a sua aplicabilidade na rotina clinica (Jamal et al., 2018; Silva et al., 2021a).
Além disso, os testes de suscetibilidade antimicrobiana sdo normalmente realizados em
bactérias na forma plancténica, o que ndo reflete a realidade clinica das infegdes
associadas a biofilmes, uma vez que as bactérias organizadas em biofilme sdo
intrinsecamente mais resistentes aos antibioticos do que as bactérias planctonicas (Ferrer
et al., 2017). Conscientes desses desafios, em 2014, um grupo de especialistas
pertencentes ao Grupo de Estudo de Biofilmes da Sociedade Europeia de Doencas
Infeciosas e Microbiologia Clinica (ESCMID), elaboram um documento de diretrizes
para auxiliar no diagndstico e tratamento de infe¢des associadas a biofilmes (Hoiby et al.,

2015).

r

Para além do diagnoéstico, também o tratamento destas infecdes ¢ igualmente
complexo. Dadas as caracteristicas do biofilme, onde as bactérias estdo agregadas e
envolvidas na matriz extracelular por elas produzida, fala-se em tolerancia dos biofilmes
aos antibioticos (Vestby et al., 2020). Portanto, essa tolerancia esta relacionada com varios
fatores, incluindo fatores fisicos, fisiologicos e determinantes genéticos. Assim, as células
dentro do biofilme sobrevivem ao tratamento antimicrobiano e podem perpetuar a infe¢ao

uma vez cessado o tratamento (Ciofu et al., 2019).
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Infe¢bes associadas a biofilmes bacterianos: desafios no diagndstico e tratamento

O objetivo desta monografia foi fazer uma revisdo atualizada 1) do tipo de infe¢des
associadas a biofilmes, 2) da contextualizagdo da sua relevancia clinica, 3) das espécies
bacterianas mais desafiantes envolvidas nas infe¢gdes humanas associadas a biofilmes, e

4) dos métodos para o seu diagnostico e tratamento.

Esta revisdo narrativa foi feita com recurso a uma pesquisa bibliografica em varias
bases de dados, nomeadamente no PUBMED, Scopus and Web Of Science. Foram
considerados maioritariamente artigos publicados entre 2014 ¢ 2024. Palavras-chave para
a pesquisa incluiram: biofilmes bacterianos, infe¢cdes humanas associadas a biofilmes,

diagnostico, tratamento.
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Desenvolvimento

II. DESENVOLVIMENTO

1. Biofilmes

O conceito de biofilme tem como base a pesquisa de Anthony van Leeuwenhoek que
no século XVII com recurso a um microscopio primitivo foi capaz de observar agregados
de células provenientes dos seus proprios dentes e mucosa oral (Heiby, 2014). Mas foi s6
mais tarde na década de 1970 que se comegou a desenvolver a definicdo de biofilme
através da analise de secrecdes de pacientes com fibrose quistica que acabavam por

morrer devido a infegdes cronicas por Pseudomonas aeruginosa (Rabin et al., 2015).

Os biofilmes microbianos sdo comunidades de estrutura complexa, compostas por
microrganismos tais como bactérias, virus, fungos e/ou arqueas, que se encontram
embebidos numa matriz extracelular polimérica (EPS) (Sharma et al., 2023; Bamford et
al., 2023). A sua formagao acontece apos a colonizacao inicial de uma superficie (bidtica
ou abiotica) por alguns microrganismos, segue-se a producdo da matriz extracelular de
substancias poliméricas (EPS), que ¢ constituida por polissacarideos, proteinas, DNA
extracelular, lipidos e outras biomoléculas e envolve as bactérias, protegendo-as (Vestby
et al., 2020). Dada a relevancia clinica dos biofilmes bacterianos, daqui em diante serdo

apenas abordados os biofilmes bacterianos e as infegdes associadas aos mesmos.

As bactérias podem ser distinguidas em sésseis e planctonicas. Na colonizag¢ao inicial
bactérias planctonicas, ou seja, livres, ligam-se irreversivelmente a uma superficie,
multiplicam-se e tornam-se sésseis, as células constituintes do biofilme (Sharma et al.,

2023).
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Infe¢bes associadas a biofilmes bacterianos: desafios no diagndstico e tratamento

1.1. Formagao do biofilme bacteriano

A formagdo de um biofilme bacteriano € um processo faseado: 1° coloniza¢dao da
superficie, 2° formacdo de micro-agregados, 3° matura¢do e por ultimo, 4° dispersdo

(Jamal et al., 2018). As fases de formacao de um biofilme estdo ilustradas na Figura 1.

Bactérias
planctonicas

’ Bactérias

planctonicas
secundarias

Colonizagdo da superficie Microagregados Maturagao Dispersdo

Figura 1- Esquema da Formagdo de biofilmes. Adaptado de (Condinho et al., 2023). O processo comeca com a
colonizacdo da superficie. Posteriormente, o biofilme cresce dentro de uma matriz, amadurece, e, quando
as condigdes ambientais deixam de ser favoraveis, ocorre a dispersdo permitindo colonizar novas
superficies. A matriz extracelular (EPS) do biofilme é composta por polissacarideos (verde), eDNA (roxo),
eRNA (azul), proteinas (vermelho) e moléculas sinalizadoras (amarelo).

Este processo ¢ desencadeado por bactérias planctonicas, que na sua forma livre
encontram uma superficie a qual aderem através de alteragdes fisiologicas, metabdlicas e
fenotipicas (Rather et al., 2021). Estabelecem-se interacdes electroestaticas e forgas de
van der Waals, entre outras, € ¢ a combinacao destas for¢as que permite que as bactéricas

também se liguem entre si e formem uma monocamada (Sharma et al., 2023).

A adesdo ¢ despoletada pela formacao de ligagdes reversiveis entre as bactérias e a
superficie, e que posteriormente se alteram, tornando-se irreversiveis, aumentando assim
a resisténcia a fatores fisicos extrinsecos (Banerjee et al., 2015; S. Sharma et al., 2023).
A presenca de flagelos, fimbrias, e proteinas de adesdo especificas podem facilitar a etapa

de adesdo. A molécula monofosfato de guanosina ciclico diguanilato (c-di-GMP) ¢
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Desenvolvimento

essencial na sinalizagdo bacteriana intracelular, pois restringe a motilidade dos flagelos e
também aumenta a producdo de matriz do biofilme; a concentragcdo desta molécula

aumenta com o namero de bactérias que aderem a superficie (Jamal et al., 2018).

De seguida, inicia-se a multiplicacdo e agregagdo das bactérias dentro da matriz EPS
produzida pelos mesmos que leva a formagdo de microagregados. Os agregados
bacterianos num biofilme geralmente funcionam como micro-comunidades que se
coordenam em varios aspetos, nomeadamente na troca de substratos, na distribui¢ao de

produtos metabolicos importantes e na excre¢ao de residuos (Bjarnsholt et al., 2013).

A etapa de maturacao resulta da agregagdo das microagregados, o biofilme maduro ¢
composto por trés camadas, a mais interior ¢ a camada reguladora, a camada base e a
camada mais exterior onde se encontram bactérias ja planctonicas (Zhao et al., 2017).
Assim a estrutura tridimensional do biofilme apresenta forma de “cogumelo” ou “torre”,
onde as bactérias se reorganizam de acordo com o tipo de metabolismo (Figura 2) (Rabin

et al., 2015; Flemming et al., 2016).
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Infe¢bes associadas a biofilmes bacterianos: desafios no diagndstico e tratamento

Gradientes: estabilizados pela imobiliza¢ao das células do biofilme dentro da matriz

Biofilme copiotrofico

Gradiente O Biofilme oligotrofico i e
Gradiente de pH
Gradiente de
nutrientes
O oxigénio é

consumido a uma Células pH

velocidade metabolicamente
superior a da taxa ativas um

de difusao.

Gradiente Quorum sensing
Células

dormentes,
células

persisters €

células mortas e g

Consequéncias: habitat variado, biodiversidade

Figura 2- Heterogeneidade dos biofilmes. Adaptado de (Flemming et al., 2016). A matriz (EPS) dos biofilmes cria
gradientes estaveis que favorecem habitats localizados. Nos biofilmes, a estratificagdo dos organismos ocorre com
base na disponibilidade de oxigénio e nutrientes. Nas camadas mais internas ha deplegdo de oxigénio e nutrientes, o
que induz estados de crescimento lento ou morte celular. Além disso, gradientes de pH e moléculas sinalizadoras
variam de acordo com a distancia das células produtoras.

Finalmente, a ultima etapa da forma¢ao de um biofilme bacteriano ¢ a dispersdo, que
ocorre ap0s a rapida proliferagdo de células dentro do biofilme, em que algumas células
bacterianas se comegam a desprender do biofilme, retomando ao estado planctonico, para
colonizar novas superficies (Jamal et al., 2018). A dispersdao pode ocorrer por exemplo,
por falta de nutrientes, competi¢do ou superpopulacido do biofilme, com a libertacao de
bactérias para o meio, que se podem propagar e comecar um novo ciclo de formagao de

novos biofilmes, mas ou menos préximos do que lhe deu origem (Rabin et al., 2015).
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Desenvolvimento

1.2. Fatores que influenciam a formagao de biofilmes

Quando um biofilme coloniza uma superficie, as caracteristicas dessa superficie,
como a interface do suporte, propriedades eletrostaticas, hidrofobicidade, rugosidade e
morfologia, influenciam significativamente a fixagdo das células microbianas (Zhao et
al., 2017). Outros fatores influenciam também a adesdo bacteriana, nomeadamente a
temperatura, o pH, fatores ambientais, a disponibilidade de nutrientes e as condi¢des

hidrodinamicas (Oder et al., 2017).

Num estudo de Zhu e colaboradores (Zhu et al., 2015), foram usadas 3 espécies, P
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus, para investigar a adesdo
bacteriana em superficies com diferentes cargas. Os resultados mostraram que a adesdo
foi maior em superficies com carga positiva em comparagdo com superficies neutras ou
com carga negativa. Esse fendémeno ocorre devido a carga negativa das membranas
celulares bacterianas, que, através de interacdes eletrostaticas, favorecem a adesdo as

superficies carregadas positivamente.

1.3. Composi¢ao dos biofilmes

A estrutura do biofilme ¢ conseguida e transformada ao longo do tempo por uma
miriade de fatores. Como por exemplo, o tipo de microrganismo que forma o biofilme (a
espécie e se € mono-espécie ou multi-espécies), as caracteristicas da superficie, interagao

entre as bactérias e propriedades fisico-quimicas do meio exterior (Schuster et al., 2014).

Algumas células bacterianas no interior do biofilme diferenciam-se das restantes.
Essa subpopulacdo de células designadas de persistentes (persisters) constituem um
mecanismo de sobrevivéncia utilizado por bactérias durante a fase de crescimento
exponencial, em resposta a condi¢des ambientais adversas, como presenca de
antibioticos, pH acido, espécies reativas de oxigénio, falta de nutrientes (Miyaue et al.,
2018; Niu et al., 2024). Estas células demonstram tolerancia em vez de resisténcia,
diferenciando-se fenotipicamente, mas ndo genotipicamente das restantes bactérias
(Fisher et al., 2017). Nos tltimos anos, o reconhecimento do papel das células persisters
tem crescido, especialmente no contexto da persisténcia e recorréncia de infegdes

bacterianas, mesmo apo0s a utilizagdo de terapias antimicrobianas (Fisher et al., 2017).
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Infe¢bes associadas a biofilmes bacterianos: desafios no diagndstico e tratamento

Estas células t€ém também a capacidade de e entrar num estado de dorméncia, onde a
sua atividade metabolica ¢ drasticamente reduzida, permitindo-lhes sobreviver a

exposicao aos antibioticos (Kapoor et al., 2017; Wainwright et al., 2021).

Quanto a carga ionica o biofilme, este pode ter uma carga positiva quando na presenga
de ides como Ca** e Mg?, mas também pode ser neutro ou polianiénico como é o caso

da matriz EPS produzida pelas bactérias Gram-negativas (Vandana et al., 2021).

A matriz EPS que envolve as bactérias consiste maioritariamente em polissacarideos,
proteinas, acidos nucleicos como o DNA extracelular (eDNA) e glicopéptidos (Schulze
et al., 2021). O volume do biofilme ¢ constituido por 5-35% de microrganismos, sendo o

resto ocupado pela matriz extracelular (Jamal et al., 2018).

Os polissacarideos desempenham fungdes estruturais e de protecdo influenciando a
morfologia dos agregados, sdo produzidos pelas bactérias para aderir as superficies, e
conferir protecdo contra os agentes antimicrobianos, além de permitirem também o
acumular de outros nutrientes (Limoli et al., 2015). Véarios exopolissacarideos, tais como
o alginato, xantana e 4acido coldnico, sdo exopolissacarideos polianiénicos. Mas
exopolissacarideos policationicos também existem, nomeadamente PNAG (Poly-B-

(1—6) -N-acetilglucosamina) e Pel (Balducci et al., 2023).

O eDNA, comummente encontrado na matriz extracelular de um biofilme, ¢
indispensavel na estrutura e integridade da organizagdo do biofilme. O eDNA ¢ uma
molécula bastante versatil, uma vez que esta envolvido na mediacdo da transferéncia
genética horizontal, na captacio de catides como o Mg** do meio, e ainda facilita a adesdo
de bactérias a superficies em que a aderéncia € menor, tal como, superficies abidticas e

hidrofobicas (Campoccia et al., 2021).

Primeiramente descobriu-se que o eDNA seria proveniente da lise celular, fazendo
dele um subproduto, contudo, o eDNA ¢ libertado ndo s6 aquando da lise celular
(incluindo autdlise), mas também pela regulacdo mediada pelo quorum sensing (QS)

(Rather et al., 2021).
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1.4. Quorum sensing (QS) na formagao de biofilmes

O QS ¢ um mecanismo que permite a comunicacao célula-célula, entre bactérias
e envolve a libertagdo e produgdo de moléculas denominadas autoindutores (Al) (Kim et
al., 2016). Os Al sao produzidos pelas bactérias e atuam como sinais quimicos, 0 aumento
da densidade populacional bacteriana ¢ diretamente proporcional a concentragdo de Al.
Os principais Al sdo as lactonas N-acil homoserina (HSL) no caso de bactérias Gram-

negativas e o péptido autoindutor-2 (AI-2) nas Gram-positivas (Rather et al., 2021).

1.4.1. QS no biofilme de P. aeruginosa

O QS de P. aeruginosa ¢ um dos mais estudados e importantes devido a sua
elevada patogenicidade, sendo regulado por trés sistemas, que se interligam por uma

hierarquia: Las, Rhl e Pgs (Figura 3).
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Figura 3 - Quorum sensing no biofilme de P. aeruginosa. Adaptado de (Lee et al., 2015). Os trés sistemas
principais presentes no QS de P. aeruginosa: o sistema Las (verde), Rhl (laranja) e o sistema Pgs (azul),
todos associados as moléculas sinalizadoras especificas. O sistema las ocupa o nivel superior na hierarquia
influenciando todos os restantes, enquanto o sistema rhl é regulado pelos sinais dos sistemas las e pgs.
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A produc¢do da maioria dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa depende destes
trés sistemas de QS interligados (Williams et al., 2009). Os sistemas Las ¢ RAl levam a
producao de moléculas sinalizadoras HSL, sendo que o sistema Las controla o sistema
RAl. Um terceiro sistema, o Pgs, envolvendo a molécula sinalizadora de quinolona de
Pseudomonas (PQS), também depende hierarquicamente do Las (Lee et al., 2015;

Williams et al., 2009).

O QS desempenha um papel crucial na resisténcia antibiotica dos biofilmes
formados por P. aeruginosa. De acordo com o estudo conduzido por Hemmati (Hemmati
et al., 2024), foi encontrada uma correlagao significativa entre a presenca de genes de QS
e a resisténcia antibidtica. Em 70,8% dos isolados de P. aeruginosa multirresistente
(MDRPA), foram identificados os genes associados ao QS, nomeadamente rhll, rhiR, las]
e lasR. Além disso, foi observada uma forte relagdo entre a resisténcia antibidtica e a
capacidade de formacdo de biofilmes, uma vez que 99% dos isolados de MDRPA eram
produtores de biofilmes. Destes, 42,5% eram formadores de biofilmes robustos (Hemmati
et al., 2024). Esses resultados destacam a importancia do QS na promogao da formacao

de biofilmes e na protecdo das bactérias contra agentes antimicrobianos.

1.4.2. QS no biofilme de S. aureus

O sistema principal responsavel pelo mecanismo de QS em S. aureus € o sistema agr
(accessory gene regulator) (Kavanaugh et al., 2016; Le et al., 2015). Este sistema esta
codificado no operdo agrBDCA, que compreende quatro genes e estd presente no
cromossoma bacteriano (Figura 4). O operdo ¢ regulado por dois promotores principais,
P2 e P3, que geram dois tipos de RNA primario: RNAII e RNAIIL, respetivamente. O
RNAII resulta da transcri¢do dos genes agrB, agrD, agrC e agrA. Os genes agrD e agrB
sdo responsaveis pela produgdo da molécula sinal do QS denominada AIP (autoinducing
peptide) (Kavanaugh et al., 2016; Le et al., 2015; Schilcher et al., 2020). AgrD ¢ o
precursor da AIP, AgrB ¢ uma endopeptidase de membrana integral responsavel por
processar AgrD na sua forma ativa. A medida que os niveis de AIP aumentam fora da
célula, ¢ ativada a AgrC, e quando se alcanca a concentracao critica, ¢ acionada a cascata

de transducao (Schilcheret al., 2020; Wang et al., 2016).
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Figura 4- Esquema do sistema Agr em S. aureus. Adaptado de (Quave et al., 2014).

A ativagdo de AgrC desencadeia a sua autofosforilacio e a subsequentemente
transferéncia do grupo fosfato para o regulador de resposta AgrA, iniciando a cascata de
transdugdo de sinal (Kavanaugh & Horswill, 2016; Wang & Muir, 2016). AgrA
fosforilado ativa a expressdo do RNAIII a partir do promotor P3, que regula a produgao
de fatores de viruléncia, como exotoxinas e exoenzimas, € inibe a tradu¢do do repressor
de toxinas (Rot), intensificando ainda mais a viruléncia bacteriana ( Schilcher et al., 2020;

Sionov et al., 2022; Vinodhini et al., 2024).

S. aureus ¢ altamente patogénico devido a sua diversidade de fatores de viruléncia.
As principais toxinas de S. aures podem ser divididas em: toxinas formadoras de poros
(PFTs), toxinas exfoliativas (ETs) e superantigenos (SAgs). As toxinas formadoras de
poros podem ainda ser categorizadas em quatro tipos: hemolisina-a (Hla ou a-toxina),
hemolisina-P, leucotoxinas (Luk) e modulinas soluveis em fenol (PSMs) como & -toxina

(Oliveira et al., 2018; Tam et al., 2019).

O outro fator de viruléncia sdo as leucocidinas, que atacam principalmente leucocitos

e os moduladores da resposta imunitaria do hospedeiro (Alonzo et al., 2014).
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O RNALIII, a molécula efetora do sistema agr, reprime o Rot, um repressor de toxinas
que se liga as regides promotoras de genes de toxinas, inibindo sua expressao (Touchette
et al.,, 2015). Ao inibir Rot, RNAIIl permite a ativagdo de toxinas, promovendo a

viruléncia bacteriana (Quave et al., 2014).

2. Bactérias formadoras de biofilmes com relevancia clinica

As bactérias que mais frequentemente causam infeg¢des associadas a biofilmes sdo: P
aeruginosa, Staphylococcus epidermidis, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus

mirabilis, Streptococcus viridans, S. aureus, e Enterococcus faecalis (Chen et al., 2013).

Em varias situacdes, a infe¢do desenvolve-se porque os dispositivos médicos na
cirurgia foram contaminados por, por exemplo, S. aureus, cuja fonte pode ter sido a pele
do paciente ou dos profissionais de satde (Pietrocola et al., 2022). Estas bactérias nao sao
s6 encontradas em superficies de dispositivos médicos. P. aeruginosa e S. aureus sao as
duas bactérias mais encontradas no biofilme associado a feridas cronicas (Serra et al.,

2015).

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa encontrada em varios
ambientes, tais como, adgua, plantas, animais e solo (Streeter et al., 2016). Esta bactéria
representa atualmente uma ameaca a satde publica devido a propagacdo de estirpes
resistentes a antimicrobianos e com capacidade de formar biofilme, que causam varios
tipos de infe¢des (Figura 5), especialmente em imunodeprimidos. P. aeruginosa esta entre

as espécies bacterianas mais isoladas em infe¢des nosocomiais e também em feridas

cronicas (Mantero et al., 2017).
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Figura 5- Diferentes tipos de infe¢des causadas por P. aeruginosa. Adaptado de (Tuon et al., 2022).

P. aeruginosa ¢é capaz de formar biofilmes, sendo o processo faseado e idéntico
aos descrito em cima para os biofilmes bacterianos (Vetrivel et al., 2021). Esta bactéria
dispde de uma série de fatores de viruléncia, nomeadamente proteases, que degradam um
espetro de proteinas do hospedeiro, tais como elastina, fibrina e citoquinas (Jurado-Martin
et al., 2021). Esses fatores facilitam a adesdo e colonizagdo da bactéria no hospedeiro,
interrompem a integridade dos tecidos e competem pela obtengdo de nutrientes essenciais,

desempenhando um papel essencial na sua capacidade patogénica (Liao et al., 2022).

Os exopolissacarideos, como Psl, Pel, e alginato, sdo componentes essenciais da
matriz do biofilme de P. aeruginosa. Psl ¢ um pentassacarideo neutro composto por D-
manose, D-glucose, e L-ramnose (Melaugh et al., 2023; L. Yang et al., 2011). Este
exopolissacarideo ¢ fundamental na adesdo de células sésseis a superficies durante as
fases iniciais da formacao do biofilme, tanto em estirpes mucoides quanto ndo mucoides
de P aeruginosa (Jones et al., 2017; Thi et al., 2020). Num estudo recente foram
analisadas estirpes de P. aeruginosa modificadas para ndo produzirem nem Psl nem Pel,
e verificou-se que nao houve formacao de agregados celulares (Melaugh et al., 2023).

Isso demonstra o papel crucial de Psl na estruturacdo e estabelecimento de biofilmes.
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Pel ¢ um polissacarideo catidonico composto por N-acetil-d-glucosamina e N-
acetil-d-galactosamina. Este ¢ também um componente essencial na matriz do biofilme

de P. aeruginosa (Jennings et al., 2015; Thi et al., 2020)

O alginato ¢ o componente predominante nas estirpes mucoides de P. aeruginosa,
consistindo em acidos D-manurdnico e L-gulurdnico, unidos por ligacdes B1-4. Este
polissacarideo desempenha um papel vital na formagao e estruturacdo dos biofilmes,
contribuindo para a sua maturagao e estabilidade. Além disso, o alginato estd diretamente
relacionado com a capacidade da bactéria de persistir no hospedeiro, fornecendo protegao
contra a fagocitose pelas células imunitarias, como macrofagos e neutrofilos (Jurado-

Martin et al., 2021).

P. aeruginosa secreta varias proteases que desempenham um papel fundamental
na sua interagdo patogénica com o hospedeiro. A elastase B, codificada pelo gene /lasB, ¢
uma metaloprotease dependente de zinco, sendo essencial para a colonizagao pulmonar,
particularmente em pacientes com fibrose quistica (Mohan et al., 2024). Esta enzima
degrada a elastina, um biopolimero que confere elasticidade aos tecidos conectivos dos
pulmdes, pele, vasos sanguineos e bexiga, regides frequentemente afetadas por esta
bactéria (Everett et al., 2021; Fortuna et al., 2024). Além da elastina, LasB degrada outros
biopolimeros, como colagénio, fibrinogénio, imunoglobulinas e citoquinas, contribuindo
para o dano tecidual. A ativagio completa de LasB requer ides de calcio (Ca®") e zinco
(Zn>"), que estabilizam a enzima na sua forma ativa. O zinco, em particular, é essencial
para a sua funcdo catalitica, sendo a capacidade de degradagcdo de multiplas proteinas o

que torna LasB um potente fator de viruléncia (Fortuna et al., 2024; Mohan et al., 2024).

LasA ¢ uma protease dependente de zinco também secretada por P. aeruginosa,
que desempenha um papel essencial na viruléncia e na interagdo patogénica com o
hospedeiro. LasA, ¢ codificada pelo gene lasA e ¢ secretada através do sistema de
secrecao tipo II (T2SS) (Mohan et al., 2024). Esta protease também denominada de
estafilolisina, atua sobre o S. aureus ao romper as pontes de pentaglicina do
peptidoglicano da sua parede celular, levando a lise desse coco. Além disso, LasA
amplifica a atividade elastolitica da elastase LasB, contribuindo para a destrui¢do dos

tecidos do hospedeiro e aumentando a viruléncia da bactéria (Mohan et al., 2024).

AprA, também conhecida como aeruginolisina, ¢ uma metaloprotease codificada

pelo gene aprA. Esta enzima est4 associada a evasdo da fagocitose e a necrose do tecido

26



Desenvolvimento

durante infe¢des causadas por P. aeruginosa (Galdino et al., 2017). AprA € expressa em
isolados clinicos obtidos em varios locais anatémicos, como olhos, trato gastrointestinal
e pulmoes, particularmente em exacerbagdes em pacientes com fibrose quistica (Galdino
et al., 2017) Além de degradar proteinas do hospedeiro, nomeadamente fibronectina e
laminina, bloqueia a ativacdo do complemento (Clg, C2 e C3), o que enfraquece a
resposta imunitaria, permitindo que a bactéria evite a destruicdo por neutrofilos (Laarman

etal., 2012).

2.2. Staphylococcus aureus

S. aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva associada a varias doencas adquiridas na
comunidade e em ambiente hospitalar. E um dos patogénios oportunista mais comuns em
humanos, causando infe¢des que levam a altos indices de morbilidade e mortalidade
(Abbasian et al., 2018). S. aureus tem varios fatores de viruléncia, incluindo proteinas de
superficie envolvidas em adesdo bacteriana, enzimas extracelulares e toxinas que
promovem necrose do tecido e fatores além de fatores que interferem com o sistema
imunoldgico. S. aureus pode sintetizar varias enzimas para aumentar sua patogenicidade
e disseminagdo no hospedeiro, como coagulase, hialuronidase, desoxirribonuclease e

lipase (Tam et al., 2019).

A formagao de biofilme por S. aureus, a producdo de toxinas e as estratégias de
evasdo imunoldgica limitam as respostas imunoldgicas do hospedeiro o que contribui

para a gravidade destas infe¢des (Muthukrishnan et al., 2019; Otto et al., 2014)

Nos biofilmes de S. aureus, o principal componente da matriz EPS ¢ a adesina
polissacaridica intercelular (PIA), também chamado PNAG devido a sua composi¢ao
quimica, polimero  (1-6) -N-acetilglucosamina (Idrees et al., 2021). Este polissacarideo
cationico desempenha um papel vital na ligagdo entre células bacterianas, promovendo a
formacao de biofilmes, a colonizagdo e resisténcia a antimicrobianos, além de facilitar a
evasdo do sistema imunitdrio e resisténcia a fagocitose (Nguyen et al., 2020). Proteinas
como Aap, Spa, FnBP e SasG também ajudam a reforgar a estrutura do biofilme

estafilococico (Idrees et al., 2021; Pietrocola et al., 2019).

As proteinas ancoradas a parede celular (CWA), ligadas covalentemente ao

peptidoglicano por transpeptidases, sdo cruciais para a adesao bacteriana (Foster et al.,
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2014; Lacey et al., 2017). Existem cerca de 24 tipos de CWA de S. aureus, que sdo
divididas em quatro categorias propostas por Foster e colaboradores (Foster et al., 2014):
MSCRAMM (componentes de superficie microbiana que reconhecem moléculas da
matriz adesiva), NEAT (transportadores de ferro), proteinas de trés hélices e proteinas de
repeticdo G5-E. As CWA facilitam a adesdo ao substrato e a formagao do biofilme. Além
disso, o DNA extracelular (eDNA), presente na matriz EPS, desempenha um papel
importante na estruturacao, transferéncia de genes e resisténcia antimicrobiana, sendo

também importante para a adesao irreversivel (Das et al., 2011; Miao et al., 2019)

A formacdo do biofilme de S. aureus é controlada por um conjunto de genes
especificos, com 12 deles desempenhando papéis principais em diferentes etapas do
processo. Estes genes incluem aqueles que codificam proteinas que se ligam ao
fibrinogénio (fib), a fibronectina (fnbA, fubB), e proteinas de adesdo intercelular (icad,
icaB, icaC, icaD) (Figura 6). Além disso, envolvem genes que codificam fatores de
aglomeragdo (clfA, clfB), e proteinas de ligacdo a elastina (ebps), laminina (eno) e
colagénio (cna). Estes genes facilitam a adesdo bacteriana as superficies, promovendo a
penetragdo e colonizagdo que resultam na formacdo de biofilmes (Nourbakhsh et al.

2016).

- Reconhecimento das
Fib proteinas de ligacao ao
fibrinogénio de superficie
lcaABCD
Cna Adesdo / Ades&o Intercelular
CIfAB
Invasdo das células do
FnbAB hospedeiro
Ebps |
Colonizagao
Eno |

Figura 6- Genes e as suas fungdes na formagao de biofilme por S. aureus. Adaptado de (Idrees et al.,
2021).
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3. Infecoes associadas biofilmes

As infecdes bacterianas em humanos associadas a biofilmes sdo mais dificeis de
tratar devido as caracteristicas dos biofilmes, onde as bactérias estdo mais protegidas do

sistema imunitario do hospedeiro e dos agentes antimicrobianos.

Estes biofilmes podem ser associados a dispositivos médicos ou ndo, formando-
se, neste ultimo caso, no tecido do hospedeiro, mucosas ou nas superficies do trato
respiratorio e digestivo (Tabela 1) (Di Domenico et al., 2022; Mirzaei, et al., 2020).
Exemplos de infe¢cdes humanas associadas a biofilmes sdo infe¢cdes de feridas cronicas,
infegdes do trato urinario, osteomielite e infe¢des da cavidade oral como cérie dentaria e
periodontite, infe¢cdes relacionadas com dispositivos médicos como cateteres, lentes de
contacto e proteses (Mirzaei et al.,, 2020). Os biofilmes bacterianos estdo também
frequentemente associados a infe¢des do trato respiratorio inferior, especialmente em
individuos com depuragdo mucociliar anormal e defesas comprometidas, como no caso

de fibrose quistica (Schulze et al., 2021).

Tabela 1- Infecdes associadas a biofilmes e organismos responsaveis (Mirzaei, et al., 2020).

Infecao Organismo

Infecdo do trato urinario (ITU) Escherichia coli uropatogénica (UPEC), Klebsiella

pneumoniae, Enterococcus faecalis

Infe¢des pulmonares (fibrose Pseudomonas aeruginosa
quistica)
Otite média Haemophilus influenzae nao tipavel, Streptococcus
pneumoniae
Endocardite Estreptococos do grupo Viridans, Staphylococcus spp.
Amigdalite Estreptococos do Grupo A
Periodontite Bactérias anaerdbias Gram-negativas
Fascite necrosante Estreptococos do Grupo A
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3.1. Infeg¢des do trato urinario

O trato urinario ¢ composto por uma diversa flora bacteriana comensal, que
através do seu metabolismo torna o meio bastante 4acido, que por norma impede a
progressao para infe¢ao (Schulze et al., 2021). No entanto, as infe¢cdes do trato urogenital

(ITU) estao entre as infegdes mais frequentes na populagdo (Stefaniuk et al., 2016).

Apesar da maioria das ITU terem como agentes etiologicos bactérias Gram-
negativas (E. coli, P. mirabilis, K. pneumoniae), algumas bactérias Gram-positivas, como
por exemplo S. epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, S. aureus ¢ E. faecalis t€m
surgido como a causa cada vez mais frequente em populacdes especiais como idosos e

gravidas (Kline & Lewis, 2016).

A bactéria responsavel pela maioria dos casos de ITU complicada e nao
complicada € E. coli uropatogénica (UPEC) (Flores-Mireles et al., 2015). As bactérias
uropatogénicas sdo caracterizadas por varios fatores de viruléncia necessarios para a
adesao inicial e colonizagao da mucosa e invasao do tecido, ultrapassando as barreiras de
defesa do sistema imunitario e causando infegdes cronicas e persistentes. A adesdo ¢
facilitada por adesinas fimbriais, sobretudo fimbria tipo 1(Vega-Hernandez et al., 2021).
Estas adesinas ndo s6 mediam a adesdo como sdo importantes indutores de citoquinas,
induzindo a inflamagao do tecido e iniciando a formacdo do biofilme (Vega-Hernandez

etal., 2021).

As infe¢des do trato urindrio (ITU) podem ser classificadas em trés categorias
principais: ITU ndo complicadas, ITU complicadas e infegdes urinarias associadas a
cateteres (ITU-AC). As ITU nao complicadas sdo comuns na pratica clinica, geralmente
afetando individuos saudaveis sem comorbilidades, e afetam predominantemente o trato
urindrio inferior. Por outro lado, as ITU complicadas, que estdo frequentemente
associadas a fatores de risco como doengas cronicas ou condi¢gdes subjacentes, sio uma
causa significativa de septicemia no ambiente hospitalar. Estas infe¢cdes apresentam maior
resisténcia aos antibioticos, muitas vezes exigindo tratamentos prolongados (Sabih et al.,
2023) . As ITU-AC, de acordo com o Center for Disease Control (CDC), ocorrem quando
bactérias invadem o trato urinario através de um cateter urinario, sendo estas infe¢des

particularmente prevalentes em doentes hospitalizados (Fokkens et al., 2020).
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Os biofilmes desempenham um papel crucial na patogénese das infe¢des do trato
urindrio (ITUs), sendo especialmente relevantes nas infecdes do trato urindrio associadas
a cateteres (ITU-AC). A formagao de biofilmes ¢ um dos principais mecanismos que
contribui para as elevadas taxas de recorréncia e resisténcia aos antibioticos,

frequentemente observadas em ITUs (Lila et al., 2023).

Quando as bactérias conseguem ultrapassar a barreira fisioldgica, aderem ao
epitélio uretral, por um processo mediado por estruturas especializadas como fimbrias e
adesinas bacterianas, essenciais para a colonizacdo inicial (Delcaru et al., 2016). Esses
fatores facilitam a propaga¢do dos agentes patogénicos até a bexiga, onde a colonizagdo
¢ sustentada pela motilidade e produgao de toxinas, como proteases, hemolisinas e urease,
que contribuem para a necrose tecidual. A formacdo de biofilmes ajuda as bactérias a
resistir a resposta imunologica, podendo a infegdo progredir para os rins €, em casos

graves, levar a bacteriemia (Flores-Mireles et al., 2015; McLellan et al., 2016).

Os sintomas associados as ITUs incluem bacteriaria, febre, disuria, prurido,
aumento da frequéncia e urgéncia urinaria, dor suprapubica e, por vezes, a formagao de

lesdes como bolhas e tlceras na regido urogenital (Chu & Lowder, 2018).

3.2. Feridas cronicas

E comum a formagdo de biofilmes estar associada a corpos estranhos como
cateteres, pacemakers e proteses ortopédicas, no entanto, também se podem desenvolver
em tecidos, atuando como reservatorios de bactérias que se podem disseminar a outras

partes do corpo (Srivastava et al., 2016).

Uma ferida crénica € definida por uma interrup¢ao no processo de cicatrizagao.
As feridas cronicas, nomeadamente Ulceras diabéticas e tlceras de pressdo sdo mais
frequentes na populacdo idosa e representam um desafio relativamente ao tratamento (Wu
etal., 2019). E a formagio de biofilmes que explica porque certas feridas e tilceras, podem
ser persistentes e cronicas (Di Domenico et al., 2022). Estas infe¢des associadas a
formagdo de biofilme tendem a ser cronicas porque apresentam-se com uma tolerancia
maior a antibidticos, uma capacidade acentuada de escapar as defesas do sistema
imunitario e uma resposta inflamatoria que intensifica o dano nos tecidos (Delcaru et al.,

2016).
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A resposta imunoldgica torna-se insuficiente para combater a infe¢do associada a
presenca do biofilme, que pode ser formado por uma ou por multiplas espécies de
bactérias (aredbias e anaerobias) e até de outros microrganismos como leveduras (Serra
et al., 2015). Entre os patogénios mais frequentemente associados a uma cicatrizagao
prolongada estdo S. aureus, P. aeruginosa, Candida albicans e Streptococcus [-

hemoliticos (Diban et al., 2023).

As interagdes entre diferentes espécies bacterianas, juntamente com as condigdes
do microambiente, desempenham um papel crucial no comportamento das bactérias e na
sua viruléncia, influenciando o resultado das infe¢des em feridas (Pouget et al., 2020). S.
aureus € P. aeruginosa sao os principais microrganismos isolados em feridas cronicas, e
a sua interacdo tém sido amplamente estudada (Serra et al., 2015). Por exemplo, a
coinfeccdo dessas duas bactérias estd associada a uma resposta inflamatoria mais
exacerbada, ao aumento da resisténcia antimicrobiana e a manutengao da cronicidade das
feridas (Nguyen & Oglesby-Sherrouse, 2016). De modo geral, a distribui¢do desses
microrganismos na ferida revela que P. aeruginosa tende a colonizar as camadas mais
externas, devido as suas caracteristicas aerobias enquanto S. aureus se localiza
predominantemente nas camadas mais internas (Kucera et al., 2014; Rubio-Canalejas et

al., 2022).

A formacdo de biofilmes em feridas crénicas provoca diversos sinais
caracteristicos, como um leito da ferida palido e edemaciado, tecido de granulacao fragil,
grande quantidade de exsudado, tecido necrdtico em decomposicdo, dor e um odor
pungente. Embora estas manifestagdes clinicas possam ser indicativas da presenga de
biofilmes, ndo sdo suficientemente precisas para garantir um diagnostico definitivo (Wei

etal., 2019).

3.3. Infegdes relacionadas com o trato respiratdrio

Respirar expde as vias aéreas a microrganismos incluindo patogénios ambientais
bem como varios oportunistas da microbiota comensal oral e nasofaringea (Hall-Stoodley

& McCoy, 2022).

A rinossinusite ¢ uma inflamagdo que afeta os seios nasais e perinasais,

manifestando-se por bloqueio, obstru¢dao, congestdo nasal, obstru¢do e rinorreia nasal
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anterior/posterior (Fokkens et al., 2020). Outros sintomas comuns incluem perda de
olfato, dor na face e sensagdo de pressdo. A rinossinusite ¢ classificada como aguda
quando tem duracao inferior a 12 semanas, € como cronica quando ultrapassa esse periodo
(Sen Tan et al., 2017). A resposta imunitdria a infegcdes virais envolve mecanismos
especificos e inespecificos que, embora eliminem o virus, também levam a destrui¢cdo de
células epiteliais e imunitarias. Esse processo cria condigdes favoraveis para a instala¢ap
de infecoes secundarias, como infeg¢des bacterianas associadas a formagao de biofilme

(Sen Tan et al., 2017).

A presenca de biofilmes na rinossinusite cronica envolve diversos
microrganismos, como S. aureus, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae e Moraxella

catarrhalis (Boase et al., 2013).

A fibrose quistica ¢ uma doenca limitante causada por mutagcdes no gene que
codifica o regulador da condutancia transmembranar da fibrose quistica (CFTR), e ¢
caracterizada pela inflamagao e infe¢do bacteriana cronica (Cantin et al., 2015; Martin et
al., 2021). A CFTR ¢ uma proteina que forma um canal de cloreto na membrana celular,
regulado pela fosforilagdo mediada por cAMP. Quando ATP esta presente, a fosforilagao
da CFTR permite a abertura do canal, permitindo que os ides de cloreto saiam da célula.
No entanto, mutagdes no gene CFTR podem resultar em proteinas defeituosas, que
impedem o transporte de cloreto, levando a acumulacao de ides e moléculas de agua nas
células epiteliais, resultando na desidratacdo do muco e provocando secrecdes espessas

nos pulmoes e outros 6rgaos (Chen et al., 2021).

3.4. Infecdes associadas a dispositivos médicos

O uso de dispositivos médicos, como cateteres, valvulas protéticas, stents e
préteses articulares, tem melhorado significativamente a qualidade de vida dos pacientes,
contudo, essas superficies sdo suscetiveis a formagao de biofilmes (Di Domenico et al.,

2022; Zhao et al., 2023).

Os implantes ortopédicos sdo amplamente utilizados na fixacdo de fraturas,
correcao de deformidades Osseas e substituicao de articulagdes, proporcionando o suporte
mecanico necessario para manter o alinhamento e fun¢do adequada do osso (Filipovi¢ et

al., 2020). Quando bactérias aderem a biomateriais como aco, titanio, ceramica e
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polimeros, o processo de adesdo ¢ influenciado por diversos fatores externos, como a
hidrodinamica, a composi¢do do meio, a temperatura, o pH e a pressao sobre a superficie
do biomaterial (Khatoon et al., 2018). Esses fatores tornam o tratamento das infe¢des
mais desafiador, uma vez que os biofilmes aumentam a resisténcia bacteriana e dificultam

a acdo dos agentes antimicrobianos (Bohinc et al., 2014).

As infe¢des em proteses articulares sao tipicamente classificadas de acordo com
o tempo de inicio. Se a infegdo ocorre nos primeiros trés meses apds a cirurgia, €
considerada uma infe¢do primaria e geralmente resulta da contaminagdo durante o
procedimento cirurgico, sendo frequentemente causada por organismos mais virulentos.
Quando a infecdo surge entre o terceiro e o décimo segundo més, embora ainda
relacionada com a contaminagdo intraoperatoria, tende a ser provocada por organismos

de menor viruléncia (Tande et al. 2014).

Os microrganismos que infetam implantes variam conforme o local anatémico em
que estdo inseridos (Percival et al., 2015). As espécies de Staphylococcus, incluindo
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e estafilococos coagulase-
negativa, e E. faecalis, sao os principais responsaveis por estas infe¢des (Arciola et al.,
2018). Embora bactérias Gram-negativas, como P. aeruginosa e E. coli, também possam
causar infegdes, a sua prevaléncia € significativamente menor em comparagdo com as

estirpes de S. aureus (Montanaro et al., 2011).

A infegdo do trato urinario associada a cateteres (ITU-AC) é uma das infe¢des
mais comummente adquiridas nos locais de prestagao de cuidados de saude; 70-80% sao
atribuidos a utilizacdo de um cateter uretral (Nicolle, 2014). Os cateteres urindrios sao
usualmente feitos de silicone ou latex e bastante utilizados em utentes hospitalizados (Lila
et al., 2023). Este tipo de infecdes sdo das mais comuns entre as infe¢des nosocomiais
sendo responsaveis por cerca de 40% de todas as infe¢des adquiridas em ambiente

hospitalar (Oumer et al., 2021).

O cateter ¢ um corpo estranho, por isso, ¢ induzida uma resposta inflamatoria, que
envolve edema e deposi¢do de fibrinogénio na superficie do cateter (Oumer et al., 2021).
Apesar de este ser um mecanismo de defesa para lubrificar o local, acaba por ser também
um ambiente ideal, rico em nutrientes, para a adesdo de agentes patogénicos

(Venkataraman & Yadav, 2023).
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Com o surgimento de sistemas como pacemakers, cardioversores-
desfibrilhadores implantaveis e a terapia de ressincronizagdo cardiaca, o uso de
dispositivos eletronicos cardiovasculares implantaveis tornou-se essencial no tratamento
de pacientes com doencgas cardiacas (Al-Khatib et al., 2018; Kotalczyk et al., 2020).
Atualmente, a utilizagdo de valvulas protéticas e dispositivos intracardiacos estd em
expansdo, especialmente em paises desenvolvidos, onde o avango médico e tecnologico
¢ mais acentuado. No entanto, esses dispositivos podem servir como focos de infegao,
contribuindo para o aumento da incidéncia de endocardite de valvula protética (EVP)

nessas regides (Cabhill et al., 2016).

A endocardite da valvula cardiaca protética (EVP) ¢ uma complicagdo grave da
endocardite infeciosa (EI), com uma taxa de mortalidade elevada, afetando entre 1-6%
dos pacientes com proteses valvulares cardiacas, sejam elas mecanicas ou nativas (Habib
et al.,, 2015). Na EVP precoce (menos de 12 meses apds a implantagdo), os
microrganismos mais frequentemente identificados sdo S. aureus (36%) e estafilococos
coagulase-negativo (Tan et al., 2015). J4 na EVP tardia (mais de 12 meses apds a
implantacdo), os patogénios associados sdo semelhantes aos encontrados na endocardite
de valvula nativa. Neste caso, a incidéncia de S. aureus e estafilococos coagulase-
negativos diminui para 18-20%, enquanto aumenta a prevaléncia de enterococos e
Streptococcus do grupo Viridans, ambos com taxas de 10-13% (Ivanovic et al., 2019; Tan

etal., 2015).

A inser¢do de dispositivos como cateteres venosos centrais (CVC) esta fortemente
associada a alta prevaléncia de infe¢cdes nosocomiais, uma vez que esses dispositivos sao
frequentemente contaminados por microrganismos, particularmente espécies formadoras
de biofilmes. Esses cateteres sdo essenciais em cuidados intensivos para administragao
de fluidos e monitorizagdo de parametros hemodinamicos, mas, quando contaminados,
podem causar infegdes graves, resultando em maior mortalidade e prolongamento da

hospitalizagao em unidades de cuidados intensivos (Brunelli et al., 2018).

As infecdes relacionadas com a cateterizagdo sdo frequentemente provocadas por
microrganismos resistentes de Enterococcus spp., Staphylococcus spp., € fungos como
Candida spp., 0 que torna seu tratamento mais dificil e representa um desafio significativo
no ambiente hospitalar (Liao et al., 2022). A extensdo do biofilme depende da localizacdo

e ¢ proporcional a duracdo do cateterismo; a formacdo do mesmo concentra-se na
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superficie externa durante os primeiros dez dias, e alcanca o limen do cateter apds trinta

dias (Jamal et al., 2018).

4. Desafios no diagnoéstico de infecoes por biofilmes

Um dos principais desafios no diagnostico de infe¢des associadas a biofilmes reside
no facto de que os métodos de diagnostico tradicionalmente usados, como os testes de
suscetibilidade antimicrobiana, continuam a ser realizados em bactérias no estado
planctonico. Estas bactérias estdo em suspensdo ¢ comportam-se de maneira muito
diferente das bactérias que fazem parte de um biofilme, o que gera resultados que ndo

correspondem a realidade clinica (Ferrer et al., 2017).

Embora a compreensdo sobre a fisiologia e patologia dos biofilmes tenha avangado,
as ferramentas de diagndstico e tratamento disponiveis ainda ndo acompanham essa
evolucdo. Uma das razdes para esta discrepancia ¢ a falta de testes microbioldgicos
padronizados capazes de identificar eficazmente bactérias produtoras de biofilmes e de
avaliar a suscetibilidade a antibiodticos em comunidades bacterianas complexas (Di

Domenico et al., 2024).

A diversidade metabolica e os ambientes protegidos dentro dos biofilmes tornam os
métodos tradicionais de suscetibilidade menos eficazes, resultando muitas vezes em
decisdes clinicas inadequadas (Di Domenico et al., 2022). Além disso, as diretrizes
clinicas atuais sao muitas vezes imprecisas para lidar com infegdes por biofilmes, o que
levantou a questdo ao Grupo de Estudo para os Biofilmes da ESCMID relativamente a

necessidade de atualizar as diretrizes atuais (Hoiby et al., 2023).

4.1. Métodos de diagnostico recomendados

Atualmente, a dete¢do de infegdes associadas a biofilmes enfrenta desafios
consideraveis. De acordo com as diretrizes publicadas em 2014 pela ESCMID, sdo
recomendados varios métodos laboratoriais para facilitar o diagnostico e acelerar o
tratamento. Entre os métodos convencionais sugeridos estdo a microscopia eletronica e a

reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (Hoiby et al., 2015).
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4.1.1. Técnicas de microscopia

Os métodos baseados em técnicas de visualizagdo microscOpica sdo amplamente
reconhecidos como uma das abordagens mais eficazes para a dete¢ao de biofilmes, devido
a sua capacidade de fornecer imagens detalhadas da estrutura tridimensional dos
agregados microbianos (Costa-Orlandi et al., 2017). Entre as técnicas mais utilizadas
destacam-se a microscopia eletronica e a microscopia confocal, € que permitem a analise
da arquitetura dos biofilmes em amostras biologicas e dispositivos médicos (Schlafer &

Meyer, 2017).

A microscopia eletronica de varrimento (SEM) também ¢ amplamente utilizada para
obter imagens de alta resolug@o das superficies dos biofilmes, que ajudam a destacar os
detalhes da estrutura do biofilme e da superficie das células microbianas que o compdem
(Silva et al., 2021). Esta técnica baseia-se na dispersdo e absor¢do de eletrdes, o que
proporciona uma profundidade significativa, dando uma aparéncia tridimensional da
superficie do biofilme (Achinas et al., 2020). Este método é valioso para estudar as
superficies dos biofilmes, no entanto, uma desvantagem principal ¢ a necessidade de
tornar as amostras condutoras, o que requer a aplicacdo de uma fina camada de ouro ou
liga metalica (Y. Huang et al., 2020; Mohmmed et al., 2017). Este processo inclui varias
etapas de preparagdo, como secagem, fixagdo, desidratacdo e revestimento, que sdo
demoradas e podem comprometer a estrutura original do biofilme (Costa-Orlandi et al.,

2017).

Para superar esta limitacdo, surgiu a microscopia eletronica de varrimento ambiental
(ESEM), que possibilita a analise de biofilmes em condi¢gdes hidratadas sem um pré-
tratamento exaustivo. Esta técnica mantém a estrutura natural das amostras, reduzindo a
necessidade de desidratacdo, ainda que a precisdao da imagem seja ligeiramente inferior

(Huang et al., 2020).

Para uma analise mais aprofundada da estrutura interna, a microscopia eletronica
de transmissao (TEM) oferece uma visao detalhada das células do biofilme, incluindo da
sua membrana celular. Esta técnica implica o uso de resinas para preservar a matriz
extracelular garante uma observagdo mais estavel, permitindo uma avaliagdo precisa das
caracteristicas internas do biofilme (Mohmmed et al., 2017). A técnica baseia-se na

medicao das interacdes eldsticas e inelasticas de um feixe de eletrdes que atravessa a
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amostra, além disso, a amostra ¢ analisada num ambiente de vacuo para reduzir as
interagdes indesejadas entre os eletrdes e os gases, sendo essencial a preparagdo prévia

(Kim et al., 2018).

A microscopia confocal de varrimento a laser (CLSM) ¢ uma técnica fundamental
para obter imagens tridimensionais detalhadas dos biofilmes. Uma das limitagdes da
resolucao espacial deste tipo de microscopia Otica € superada através do acoplamento
adetecao de fluorescéncia. Com a utilizagao de corantes especificos, este método facilita
a visualiza¢do de diversos componentes do biofilme, incluindo macromoléculas como
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidos (Costa-Orlandi et al., 2017; Huang

et al., 2020; Sugimoto et al., 2016).

4.1.2. Biomarcadores

O diagnéstico de infe¢des associadas a biofilmes, especialmente em dispositivos
médicos implantados, ¢ um desafio devido a dificuldade de amostragem direta e a deteg@o
precisa de biofilmes (Xu et al., 2020). Biomarcadores sdo caracteristicas que indicam
processos bioldgicos normais, patologicos ou respostas a estimulos externos. A sua
defini¢do ¢ ampla, abrangendo intervengdes terapéuticas, € pode incluir fatores
moleculares, histologicos, radiograficos ou fisiologicos (Califf, 2018; FDA-NIH

Biomarker Working Group, 2016).

Um exemplo pratico da aplicagdo de biomarcadores no diagndstico de biofilmes pode
ser encontrado num estudo realizado por Morelli e colaboradores que analisou a presenga
de biomarcadores salivares em doencas periodontais (Morelli et al., 2014). Os resultados
demonstraram que niveis elevados do marcador Interleucina-6 (IL-6) e o antagonista do
recetor da Interleucina-1 (IL-1ra), estavam correlacionados com uma maior profundidade
de sondagem e inflamacao periodontal, sugerindo a sua utilidade na detecao precoce de

infegcdes associadas a biofilmes periodontopatogénicos.
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4.1.3. Métodos baseados em culturas

Os métodos de diagnostico baseados em culturas continuam a ser uma abordagem
usada para identificar infecdes associadas a biofilmes. Um método padrdo amplamente
reconhecido ainda nao foi estabelecido devido a varias limitagdes, incluindo
procedimentos complexos e a necessidade de equipamentos especificos (Drago et al.,

2013).

Segundo as diretrizes publicadas pela ESCMID, o tipo de amostras colhidas ¢ também
um passo importante para a dete¢do de biofilmes. Por exemplo para identificar biofilmes
em feridas cronicas, as bidpsias de tecido sdo as amostras mais fidveis, pois amostras
recolhidas por zaragatoas podem ser contaminadas pela flora da pele e ndo representam

adequadamente os biofilmes profundos (Heiby et al., 2015).

4.1.3.1. Método de formacao de biofilme em placa de 96-pogos e quantificagdo do
biofilme formado pelo método do cristal violeta

O método de formacgao de biofilme em placa de 96-pogos ¢ um método amplamente
utilizado devido a sua simplicidade e reprodutibilidade. Os passos principais deste
método (Shukla & Rao, 2017) sdo brevemente descritos de seguida. Um inoculo
bacteriano padronizado ¢ preparado em meio de cultura apropriado, e de seguida,
aliquotas desse inoculo sdo transferidas para os pogos da placa de 96-pogos de fundo
plano, seguindo-se incubagdo em condi¢des adequadas para o crescimento bacteriano e
formacdo do biofilme. Apds a incubagdo, a fase planctonica ¢ removida, o biofilme
formado e aderido ¢ lavado com solu¢do salina e de seguida corado com cristal violeta
(0,1 a 0,5%). Por fim, adiciona-se etanol ou uma solugdo de acido acético (20-30%) para
solubilizar o cristal violeta aderido e mede-se a absorbancia a 570-595 nm em um leitor
de microplacas. A intensidade da absorbancia é proporcional a quantidade de biofilme

formado.

Neste método, as células bacterianas sao cultivadas em pogos e lavadas para remover
células livres antes da quantificacdo da biomassa aderida. Parte dessa biomassa pode,
contudo, resultar de células sedimentadas, nao refletindo a formacao de biofilme. O

dispositivo de Calgary supera essa limitagao ao usar uma tampa com pinos que promovem
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a adesdo séssil, permitindo uma quantificacdo mais precisa da biomassa, apesar de
algumas limitacdes na recuperagdo celular por sonicacdo, usada para destacar e

desagregar as células aderidas (Azeredo et al., 2017).

4.1.3.2. Método do agar vermelho congo (CRA)

O CRA deteta biofilmes através de uma reacdo colorimétrica que ocorre devido a
interacdo do corante vermelho congo com componentes produzidos por bactérias
formadoras de biofilmes, como a matriz extracelular rica em polissacarideos e proteinas.
Quando uma bactéria ¢ capaz de formar biofilme, as suas coldnias assumem uma
coloracdo preta com uma textura seca e cristalina no CRA, indicando a presenca do
biofilme. Em contraste, colonias de bactérias que nao produzem biofilme permanecem

com uma colorag¢ao avermelhada (Vaibhav Sande & Santosh Debnath, 2020).

Esta técnica ¢ considerada qualitativa, sendo especialmente util para uma detegao

rapida apesar de ndo quantificar o biofilme de forma precisa.

4.1.4. Métodos moleculares

Os métodos moleculares baseados em acidos nucleicos come¢am com a extra¢ao de
DNA ou RNA da amostra (Oliva et al., 2021). Estes métodos, nomeadamente o PCR, sdo
amplamente aplicados para caracterizar sequéncias genéticas (Chambliss & Marzinke,
2020). No entanto, as tecnologias baseadas em DNA enfrentam limita¢des, incluindo a
incapacidade de determinar a viabilidade das células e de diferenciar entre

microrganismos no estado biofilme ou planctonico, por exemplo (Xu et al., 2020).

4.1.4.1. Reagdo em cadeia da polimerase

A técnica de PCR foca-se na amplificacdo de segmentos especificos de DNA. A
técnica de PCR tem sido aplicada diretamente a amostras clinicas na identificagao de

patogénios relacionados com biofilmes. Um exemplo foi a investigagdo de Shahmoradi e
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colaboradores, que usou PCR para detetar isolados de S. aureus em varias amostras

clinicas, incluindo urina, sangue e outros fluidos corporais (Shahmoradi et al., 2019).

Quando aplicada a analise de biofilmes, esta técnica permite também a detegao precisa
e rapida de genes que estdo relacionados com a formagao de biofilmes, com a resisténcia
bacteriana e com a viruléncia, o que aumenta a sensibilidade e especificidade do

diagnostico (Rajapaksha et al., 2019).

Diversos estudos tém usado a técnica de PCR para avaliar a capacidade formadora de
biofilme in vitro de diversos isolados clinicos (Hemmati et al., 2024; Manandhar et al.,
2018). Por exemplo, Klan¢nik e colaboradores aplicaram uma metodologia baseada em
PCR para quantificar a adesao de células de Listeria monocytogenes aos pogos de placas
de poliestireno de 96-pogos. Neste estudo, foram utilizadas técnicas de PCR digital e PCR
em tempo real para avaliar a adesdo e a formacao de biofilmes de diferentes estirpes de
L. monocytogenes ao longo do tempo, destacando a precisdo destas técnicas na
quantificagdo de células aderentes e na identificagdo de caracteristicas genéticas

associadas a formacao de biofilmes (Klan¢nik et al., 2015).

A técnica de PCR em tempo real (QPCR) para além da detegdo, permite também a
quantificagdo rapida de microrganismos especificos dentro de comunidades complexas

(Magalhaes et al., 2019).

Para superar algumas das limitagdes inerentes as técnicas de PCR, outras variantes da
técnica, como o PMA-qPCR, t€m sido cada vez mais utilizadas. O propidio de monoazida
(PMA) ¢ uma molécula que se intercala na cadeia dupla do DNA, e permite diferenciar
as bactérias vivas das mortas ou com membranas danificadas, uma vez que forma ligacdes
covalentes estaveis com o DNA das células danificadas apds fotoativagao. Essa ligagdo,
PMA-DNA inibe a amplificagao por PCR do DNA de bactérias mortas, permitindo assim
apenas a amplificagdo e quantificag¢do de células viaveis. Contudo, o PMA-qPCR nao esta
isento de desafios, incluindo alteragdes na permeabilidade da membrana celular, que
podem afetar a absorcdo do corante, resultando em possiveis falsos positivos (Taylor et

al., 2014).
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4.2. Métodos em desenvolvimento

A dete¢do eficaz e em tempo real de biofilmes ¢é essencial para melhorar o diagnostico
e também par fazer o seguimento da eficacia terapéutica, uma vez que intervencdes
precoces estdo associadas a progndsticos mais favoraveis. Técnicas tradicionais,
requerem procedimentos invasivos para recolha de amostras e muitas vezes falham
devido a erros de amostragem, especialmente em infecdes associadas a implantes

ortopédicos (Jain, 2017).

Com o objetivo de superar essas limitagdes, torna-se necessario o desenvolvimento
de metodologias avangadas, incluindo técnicas de imagem de alta precisdo, diagndsticos
moleculares e detecdo de biomarcadores especificos. Uma das inovagdes, ainda a
desenvolver, ¢ a criagdo de sondas de imagem médica para detetar biofilmes bacterianos,
permitindo uma quantificagdo ndo invasiva e em tempo real da presenga de biofilmes.
Este avango poderia transformar radicalmente a gestao clinica das infe¢des associadas a
biofilmes, oferecendo novas possibilidades de intervengado precoce e eficaz (Di Domenico

et al., 2024).

4.2.1. Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A EIE ¢ uma técnica usada para estudar as propriedades de materiais e 0s processos
que ocorrem numa célula eletroquimica. Nesta técnica, interagdes como transferéncia de
massa e carga sao examinadas. Cada um desses processos pode ser representado por um
circuito elétrico equivalente, composto de resisténcias e capacitores (Magar et al., 2021).
Assim, a EIE permite investigar como essas propriedades influenciam a condutividade e

resisténcia do sistema.

Biossensores eletroquimicos, usados para a dete¢do de biofilmes, classificam-se em
dois tipos principais: ndo-faradaicos e faradaicos. A EIE nio-faradaica ¢ uma técnica ndo
destrutiva que mede a impedancia em diferentes frequéncias, possibilitando o
acompanhamento gradual das mudancas no biofilme, embora seja mais lenta (Ameer et
al., 2023). Em contraste, os métodos faradaicos centram-se em reagdes eletroquimicas
especificas, permitindo uma andlise rapida e detalhada dos componentes do biofilme, mas

de forma destrutiva e menos sensivel a pequenas variacdes. Estes sdo, portanto, indicados
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quando ¢ necessaria uma caracterizagdo mais especifica dos elementos do biofilme, sem

necessidade da preservacao da sua estrutura (Ameer et al., 2023).

4.2.2. Superficies antiaderentes

As superficies antiaderentes para dispositivos médicos utilizam uma combinacao de
mecanismos de repulsdo para reduzir a formagdao de biofilmes ao evitar a adesao
bacteriana (Uneputty et al., 2022). Os polimeros aplicados ao revestimento criam uma
barreira fisica, impedindo o contato direto entre as células bacterianas e a superficie (Gon
et al.,, 2012). Além disso, o mecanismo de repulsdo eletrostatica usa cargas no
revestimento para repelir microrganismos carregados, dificultando ainda mais a adesdo
(Huang et al., 2014). Esses mecanismos sdo incorporados em revestimentos antiaderentes
como hidrogéis e polimeros tornando os dispositivos mais resistentes a colonizagao

bacteriana (Uneputty et al., 2022).

5. Abordagens terapéuticas e obstaculos no combate aos biofilmes

Como ja& mencionado, anteriormente, os biofilmes representam uma barreira
significativa para o tratamento antimicrobiano, pois a estrutura protetora da matriz do
biofilme, rica em eDNA, proteinas e polissacarideos, impede a penetracdo de antibioticos
e potencia a resisténcia bacteriana, o que exige o desenvolvimento de abordagens

inovadoras no controlo de infegdes associadas a biofilmes (Sharma et al., 2019).

5.1. Tratamentos convencionais baseados em diretrizes clinicas

Atualmente no tratamento e prevencdo de infegcdes pulmonares em doentes com
fibrose quistica, a abordagem terapéutica envolve o uso de antibidticos inalados e
sistémicos para combater as bactérias organizadas em biofilme frequentemente presentes

nas vias respiratorias desses pacientes (Hoiby et al., 2015).

A tobramicina ¢ um aminoglicosideo amplamente utilizado, tanto na forma de po

inalado quanto em solucdo, especialmente contra P. aeruginosa. Esta bactéria ¢
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responsavel por infe¢des persistentes em pacientes com fibrose quistica, e a administracao
por via inalatoria permite que o firmaco atue diretamente sobre o agente infecioso
presente nas vias respiratorias, embora com uma penetragao limitada nos alvéolos

(Konstan et al., 2011).

O aztreonam, um antibiotico da classe dos B -lactdmicos, também ¢ utilizado por via
inalatoria. No entanto, o seu espetro de agao ndo abrange bactérias Gram-positivas nem
anaerdbias. Além disso, as bactérias Gram-negativas organizadas em biofilme também

apresentam tolerancia ao antibiotico (Chmiel et al., 2014).

As bactérias multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa, requerem novos
antibidticos com mecanismos inovadores para contornar os sistemas de resisténcia. Um
dos antibidticos promissores ¢ o doripenem, da classe dos carbapenemos, que atua sobre
bactérias gram-positivas e gram-negativas, interferindo na sintese da parede celular
(Jangra et al., 2022). Esta acdo evita a degradacdo por B-lactamases, exceto em casos de
metalo-B-lactamases 34, foi aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) para

infegdes do trato urinario e infe¢des intra-abdominais. (Queenan et al., 2010)

A plazomicina, ¢ um aminoglicosideo, possui modificacdes estruturais que lhe
conferem resisténcia a enzimas modificadoras de aminoglicosideos e a metilagdo do RNA
168S, o que permite a sua eficacia mesmo contra mecanismos tipicos de resisténcia contra

aminoglicosideos convencionais (Cox et al., 2018).

Outro agente inovador ¢ o POL7001, que interfere com a integridade da membrana
externa ao inibir a proteina LptD, essencial no transporte de lipopolissacarideos, o que
facilita a entrada do antibidtico na célula (Cigana et al., 2016). A combinacao ceftolozano-
tazobactam, uma nova cefalosporina com um inibidor de B-lactamases, ¢ eficaz em
infecdes complicadas intra-abdominais e do trato urindrio, € possui alta afinidade por

proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), superando barreiras de permeabilidade em

bactérias multirresistentes (Zhanel et al., 2014)

Por fim, a combinacao de ceftazidima-avibactam, um inibidor de f -lactamases e uma
cefalosporina de 3* geragdo respetivamente. Aprovada para tratar infecdes urinarias
complicadas, pneumonia adquirida em hospital e pneumonia associada a ventiladores,
age contra beta-lactamases das classes A, C e algumas da classe D, embora seja ineficaz

contra metalo-f-lactamases (Bassetti et al., 2018; Shirley, 2018).
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A formacdo de biofilmes nestes individuos representa um obstaculo significativo,
reduzindo a eficacia dos antibidticos convencionais. Embora os antibidticos inalados
atinjam concentragdes elevadas nas vias aéreas superiores, sao, contudo, geralmente
insuficientes para erradicar eficazmente os biofilmes (Chmiel et al., 2014). Além disso,
bactérias multirresistentes, como Stenotrophomonas maltophilia e do complexo
Burkholderia cepacia, exigem combinagdes complexas de antibioticos e monitoriza¢ao

continua para prevenir falhas terapéuticas (Tullis et al., 2014; Waters et al., 2013).

O tratamento de feridas cronicas, especialmente na presenca de biofilmes, envolve
uma combinagdo de estratégias ndo antimicrobianas e antimicrobianas. Inicialmente,
métodos como desbridamento, compressao e terapia por pressdo negativa sao essenciais
para preparar o leito da ferida, removendo tecido e reduzindo o biofilme (Heiby et al.,
2015). Além disso, a combinagdo de diferentes antibioticos ou com desinfetantes locais
ajuda a penetrar as barreiras do biofilme, otimizando o tratamento (Heiby et al., 2015).
Esta abordagem integrada ¢ fundamental para melhorar a resposta terapéutica e acelerar

a cicatrizacao.

5.2. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia/tolerancia dos biofilmes aos antibidticos resulta de varios mecanismos
integrados, dificultando significativamente a eficacia dos tratamentos. Na superficie dos
biofilmes, a matriz extracelular (EPS), composta de exopolissacarideos, DNA e proteinas,
atua como uma barreira que limita a penetracdo de antibioticos, retardando a difusdo e
aumentando a possibilidade de inativacdo dos medicamentos antes de atingirem as
camadas internas (Prinzi & Rohde, 2023). Esta barreira depende da composicido e
espessura da matriz, varia entre espécies bacterianas e influencia a eficcia

antimicrobiana de forma desigual (Grooters et al., 2024).

Além disso, as camadas mais profundas do biofilme apresentam um microambiente
especifico, caracterizado por baixos niveis de oxigénio, acumulagdo de produtos
metabolicos e mudancas no pH. Essas condigdes interferem na acdo de alguns
antibioticos: a baixa oxigenacgdo, por exemplo, reduz a eficacia de antibidticos como
tobramicina e ciprofloxacina, enquanto altera¢des no pH podem impactar negativamente

os aminoglicosideos (Prinzi & Rohde, 2023).
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5.3. Novas estratégias de erradicacao de biofilmes

A inibicao do QS o € uma estratégia que visa interromper o sistema de comunicacao
entre bactérias, que regula processos cruciais como a formagao de biofilmes e a produgao

de fatores de viruléncia.

As enzimas de quorum quenching (QQESs) e os inibidores de quorum sensing (QSIs)
sao dois tipos de agentes utilizados para interromper a comunicagdo entre células
bacterianas. Os QSIs atuam em diferentes fases da sinalizagdo bacteriana, seja inibindo a
produgdo, secre¢do ou recegao dos sinais, ou competindo diretamente com as moléculas
sinalizadoras, bloqueando a comunicagdo (Grandclément et al., 2016). Em contraste, as
QQEs tém a capacidade de degradar ou alterar essas moléculas de sinalizagdo dentro do
ambiente microbiano (Rehman & Leiknes, 2018), entrando diretamente nas células e,
assim, reduzindo a probabilidade de surgimento de resisténcia. Essa caracteristica
distingue as QQEs dos QSIs, uma vez que estes ultimos interagem principalmente na
superficie ou na envolvéncia das células bacterians. Contudo, a menor estabilidade das

QQEs apresenta um desafio para a sua aplicagdo mais ampla (Lu et al., 2022)

Os bacteridfagos, ou fagos, sdo virus que infetam células bacteriana. A terapia fagica
apresenta-se atualmente como uma alternativa promissora aos antibidticos no tratamento
de infegdes, sobretudo em infecdes por bactérias multirresistentes e organizadas em
biofilme. A capacidade dos fagos de erradicar biofilmes reside em véarios mecanismos de
acdo, incluindo a produgdo de enzimas especificas que ajudam a degradar as estruturas
de defesa das bactérias. Entre as enzimas mais importantes estdo as despolimerases e as
lisinas (Liu et al., 2022). As despolimerases sdo enzimas que conseguem degradar a
matriz extracelular dos biofilmes, ao digerir a matriz extracelular, facilitam a penetragao
dos fagos nas camadas internas do biofilme, permitindo que alcancem as bactérias
localizadas mais internamente no biofilme (Topka-Bielecka et al., 2021). Foi identificada
uma diversidade de despolimerases em diferentes fagos, categorizadas em hidrolases e
liases, que possuem diferentes mecanismos de degradacdo da EPS, conferindo-lhes uma

grande especificidade e eficacia na desestabiliza¢do da estrutura do biofilme (Pires et al.,

2016)
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Os fagos produzem também as lisinas (ou endolisinas) estas enzimas causam a lise
celular ao clivar o peptidoglicano da parede celular bacteriana, resultando na destrui¢ao
das células hospedeiras e na libertacdo de novos fagos (Liu et al., 2022). Embora esta
estratégia tenha mostrado potencial em estudos laboratoriais e em modelos experimentais,
ainda ndo est4 aprovada e continua em constante desenvolvimento e investigacao (Yang

etal., 2023).

47



Infe¢bes associadas a biofilmes bacterianos: desafios no diagndstico e tratamento

48



Conclusdo

III. CONCLUSAO

Os biofilmes, como comunidades microbianas organizadas, estabelecem-se em
superficies diversas, incluindo tecidos humanos e dispositivos médicos, protegendo as
bactérias dos mecanismos de defesa do hospedeiro e dos tratamentos antimicrobianos.
Infegdes associadas a biofilmes incluem infegdes urinarias e pulmonares, mas também
infecdes associadas a dispositivos médicos, ¢ destacam-se pela sua persisténcia e
tolerancia ao tratamento antibiotico, contribuindo para quadros clinicos dificeis de tratar

e com alto risco de recorréncia.

A complexidade das infe¢des associadas a biofilmes ¢ amplificada pela capacidade
destas comunidades de resistirem aos tratamentos convencionais, exigindo novas
abordagens terapéuticas como agentes de quorum quenching, terapia fagica, e outras
técnicas em desenvolvimento, que, embora promissoras, necessitam de mais estudos para

validagdo clinica, aprovagao e aplicagdo pratica segura.

Assim, conclui-se que, apesar dos avancos no conhecimento e das alternativas
terap€uticas emergentes, persiste a necessidade de investigacdo aprofundada para
estabelecer protocolos eficazes e especificos para o diagndstico e o tratamento de infe¢des
associadas a biofilmes. A adocdo de métodos de diagnostico mais precisos € o
desenvolvimento de terapias combinadas e direcionadas sdo passos essenciais para

enfrentar o desafio crescente das infegdes resistentes e recorrentes em contexto clinico.
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