Formacao de Biofilme de Pseudomonas aeruginosa
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Hall-Stoodley et al., Trends Microbiol. 13, 7 (2005)

Biofilmes: Dispersao de biofilme de Staphylococcus
aureus

Biofilme Formas de dispersao do biofilme

Hall-Stoodley et al., Nature Rev.
2,95 (2004)

Biofilmes: distribuicao do tamanho de células no
interior de biofilmes
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Jahn, A. and Nielsen, P. H., 1998.

Gradientes criados pela atividade metabdlica de células podem alterar
radicalmente as condi¢cdes ambientais no interior de biofilmes
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Biofilmes: gradientes gerados pela atividade metabolica Biofilmes: gradientes gerados pela atividade metabolica
permitem coexisténcia de organismos aerdbios e permitem coexisténcia de organismos aerdbios e
anaero6bios anaerobios
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Biofilmes: patogénese InfeccOes associadas a biofilmes

Infection or disease

Comeon biofilm bacterial species

Dental caries
Periodantitis
Qtitis media
Musculaskeletal infections
Necrotizing fasciitis
Biliary tract infection
Osteomyelitis
Bacterial prostatitis
Native valve endocarditis
ystic fibrosis paeumonia
Meloidosis
Nosocomial infections
ICU preurnonia
sutures
Exit sites
Arteriovenous shunts
Schleral buckles
Contact lens
Urinary catheter cystitis
Peritonal dialysis (CAPD) peritonitis
s
Endotracheal tubes
Hickman catheters
Central venous catheters
Mechanical heart valves
Vascular grafts
Bilary stent blockage
Orthopedic devices
penile prostheses

Acidogenic Gram-positive coccl (e.g. Streptocoecus)
Gram-negative anacrobic oral bacteria
Nontypable strains of Haemaphilus influenzae
Grarm-positive caccl (g, staphylococei)

Group A streptococci

Enteric bacterla (¢.8. Escherichia colr)

Various bacterial and fungal species—often mixed
£ coli and other Gram-negative bacteria

Viridans group streptacacci

. aeruginosa and Burkholderia cepacia
Preudomonas pseudomallei

Gram-negative rods

Staphylococeus epidermidis and §. aureus
S. epidermidis and S. aureus

. epidermidis and 5. aureus
Gram-positive cocc

P jinosa and Gram-positive cocci

£. coli and cther Gram-negative rads

A variety of bacteria and fungi
Actinomyees israelil and many others

A variety of bacteria and fungi

5. epidermidis and C. albicans

3. epidermidls and others

S. aureus and S. epidermidis
Gram-pasitive cocel

A variety of enteric bacteria and fungl
S. aureus and S. epidermidis

5. aureus and 5. epidermidis

Costerton et al.. Science 284: 1318 (1999)




Biofilmes: Patogénese
» Reservatorios de patégenos

* Interferéncia com funcionamento de
equipamentos (bloqueio de catéteres)

- Deterioracao de materiais (caries, implantes)

* Producao de substancias imunogénicas
(células e componentes celulares, LPS)

= Inflamacao cronica, fibrose cistica,
CLARE, etc.

» Producao de substancias que inibem reagao
imunoldgica (HSL)

Microrganismos —problema em sistemas de
distribuicao de agua em paises que mantém registros
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Patégenos de veiculacao hidrica:

Bactérias Virus Protozoarios
Campylobacter Hepatitis A Giardia
Escherichiacoli  Reovirus Cryptosporidum
Salmonella Calicivirus Entameoba
Yersinia Enterovirus Microsporidium
Vibrio Coxsackievirus

Legionella Adenovirus

Aeromonas Echovirus

Mycobacterium Poliovirus

Shigella

Pseudomonas

Biofilmes como reservatorios de patéogenos

Power, K.N., 1995

Biofilmes como reservatorios de patégenos

Biofilmes como reservatérios de patégenos

— A. hydrophila

Coliformes totais

o 0, 149 me 19 w7
kv A istance (km) Power, K.N., 1995




Biofilmes como reservatorios de patégenos

TABLE 2.16 HPC bacteria isolated from water, biofilms and dispersed biofilms

HPC BACTERIA (35°C/48 hr)

SITE Dispersed
Water Biofilms biofilms
/100ml

PETERSHAM

204.6 (a) 9.2 2.2 x 104 03

204.6 (b) 9.2 13 x 104 03

Average 9.2 1.8 x 104 03

DURAL

39.5 (a) 315 <99 32x 108

39.5 (b) 315 6.2 x 104 32x 105

Average 315 2.5x 103 32x 105

Power, K.N., 1995

Biofilmes patogénicos: impacto
» 30% dos pacientes de hospitais com 1 ou
mais catéteres intravasculares

* 10% dos pacientes de hospitais com
catéteres urinarios

» EUA: 2.000.000 infeccoes hospitalares/ano
» 45% associadas a implantes
+ Custo: 11 bilhdes US$/ano

Schierholz & Beuth., J. Hospital Infect.
49: 87 (2001)

Incidéncia de infeccoes associadas a implantes

TABLE I Incidences of infection of different hiomedical implants
and devices adapted from Dankent ef al. [2] and arranged according to

body site
Body site Implant or device Incidence (%)
Urinary tract UT catheters 10-20
Percutaneous CV catheters. 412
Temporary pacemaker 4
Short indwelling catheters 053
Peritoneal dialysis catheters 35
Subcutaneous Cardiac pacemaker 1
Soft tissue Mammary prosthesis 17
Intraccular lenses 013
Circulatory system Prosthetic heart valve 1.88
Multiple heart valve 36
Vascular graft 15
Antificial heart* 40
Bones. Prosthetic hip 2.6-40
Total knee 354

*From experiments in calves and sheep

Gottenbos et al. J. Mat. Sci. Mat. Med.. 13, 717 (2002)

Origem de bactérias que infectaram implantes

TABLE Il Distantinfectious foci of hematogeneously infected hip
[17] and knee arthroplasties [ 18]

Distant foci Hip (n=27) (%) Knee (n=72) (%)
Cutaneous region 19 39

Urinary tract 15 19

Respiratory tract 15 14

Oral cavity 30 7
Gastrointestinal tract 4

Septic arthritis 0 3

Abdominal abscess n 1

Unknown 19 1

Gottenbos et al. J. Mat. Sci. Mat. Med.. 13, 717 (2002)

Biofilmes na cavidade bucal

Eastaman Dental Research Institute, University College, London, ASM

Entupimento de sonda biliar por
biofilme

Mittelman, M. W. In Fletcher, M. Bacterial Adhesion - Molecular and Ecological
Diversity, Wiley-Liss, New York, 1996, p. 97




Biofilme de Staphylococcus sp. na
superficie interior de um conector de

Donlan, CDC

Biofilme de Streptococcus epidermidis
em catéter de poliuretano
. - L -

Mittelman, M. W. In Fletcher, M. Bacterial Adhesion - Molecular and
Ecological Diversity, Wiley-Liss, New York, 1996, p. 97

Carater polimicrobiano de infec¢des por

biofilmes!
Cateter UFC Ponta de Cateter
01 215 Acinetobacter baumanii

Enterobacter aerogenes
Citrobacter freundii
05 215 Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa
Staphylococcus intermedius
09 215 Enterobacter aerogenes
Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus intermedius

Pizzolitto et al., UNESP Araraquara(2003)

Mecanismo de inflamacéao por biofilmes

|ilnnnniom M Antibody [ Plankionic cell [@!Biofilm cell  [ERY Phagocyte enzymes ‘

Costerton et al.. Science 284: 1318 (1999)

Possiveis alternativas para amentar a
resisténcia a colonizacao antimicrobiana de
biomateriais
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Schierholz & Beuth., J. Hospital Infect.
49: 87 (2001)

Biofilmes: produc¢ao de substancias imunogénicas




Biofilmes: producao de substancias imunogénicas

Coérnea infectada com Paer 1 — tempo 0

Biofilmes: producao de substancias imunogénicas

Cornea infectada com Paer 1 — tempo 24h

Biofilmes: producéo de substancias imunogénicas

Biofilmes: producéo de substancias imunogénicas

Cornea infectada com Paer 19660 — tempo 24h

Biofilmes: sobrevivéncia da cepa queratogénica (19660) e
colonisadora de lentes de contato Paer1 no olho do rato

‘ B Paerl
| [0 19550 |

—

0

I ul m

|

T \
[
02 ] ‘ | L ‘ ‘
11 |
10! ‘ .- ‘
0 1 4 8 24

Time (hr)

— cfu/carnea
u

Homoserinalactonas na infeccao
hospitalar

» Catéteres com biofilmes de Pseudomonas

aeruginosa estao impregnados com
homoserinalactonas(Stickler et al., 1998).

» Homoserinalactonas produzidas por

processos de QS em biofilmes: acao
imunomodulatoria.




Efeitos de HSL na proliferacao de leucocitos

B humanos
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Chhabra et al., (2002)

Inibicao da viabilidade de macréfagos
derivados de medula
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Tateda er al., (2003)

HSL (30-C12-HSL) de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 induz reacoes
inflamatorias in vivo em camundongos

PBS 1M 10 uM 100 uM

Setas: Leucocitos PMN e MN

Smith et al., (2002)

Efeitos de 50uM 30-C,,-HSL sobre macréfagos
humanos e neulrofllos de camundongos
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Tateda ef al., (2003)

Efeitos de HSL na pressao arterial e na freqiiéncia
de batimentos cardiacos de ratos
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Gardiner er al., (2001)

I Bactérias
Promocao de \
crescimento e
persisténcia HSL

X Formagao de biofilme

Apoptose Producao de fatores de
[ viruléncia

Neutréfilos

Células do

hospedeiro:
Macroéfagos, células

epiteliais, fibroblastos

i

Fatores quimiotaticos:
(ex. IL-8, MIP-2)

Tateda er al., (2003)




Efeitos de furanona C-30 na expressao de fatores de
viruléncia de Pseudomonas aeruginosa PAO1.
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Hentzer et al., (2003),

Inibicdo de QS de Pseudomonas aeruginosa PAO1
pela furanona C-30 em pulmoées de camundongo
(1,7u9/9, injecéo intravenosa)

Hentzer et al., (2003)

Eliminacao de Pseudomonas aeruginosa
PAO1 de pulmdes de camundongos pela
dosagem de furanona C-30
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Hentzer et al., (2003)

Biofilmes: Resisténcia a biocidas e
antibidticos
» Glicocalix limita a penetracao do antibiotico
no interior do biofilme

» Limitacao de nutrientes dos
microrganismos no interior do biofilme
aumenta a sua resisténcia a antibioticos

» Fenotipo mais resistente no interior do
biofilme

Mecanismos de resisténcia de Biofilmes

"7 ([
Stress Itered
Penetration Response Microenvironment

Persisters

Biofilmes: resisténcia a antibidticos

Antibiotico UFC UFC Fase
(mg/ml) inicial final
0 4,7x108 | 2,7x10° Biofilme
100 5,8x108 | 4,2x107 Biofilme
1000 2,0x108 | 6,1x10° Biofilme
0 1,1x10° | 1,4x10° |Planctonica
20 1,2x10° | 3,6x10¢ |Planctonica
20 8,2x108 | 3,0x10¢ | Planctonica
50 1,2x10° 0 Plancténica

Nickel et al., Antimicrob. Agents Chemother., 27, 619-624, (1985).




Efeito da matriz (alginato) na resisténcia de células de
Pseudomonas aeruginosa a biocidas
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Grobe et al. J. Ind. Microbiol. Biotecnol.. 29, 10 (2002)

Efeito da matriz (alginato) na resisténcia de células de
Pseudomonas aeruginosa a biocidas

", Glutaraldeido

Log (sgy

ADBAC

Lag (60K}

Time (mr) Times (min)

Grobe et al. J. Ind. Microbiol. Biotecnol.. 29, 10 (2002)

Efeito de monocloramina (2mg/L) sobre biofilmes de
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae

Sem biocida 30 minutos

60 minutos 120 minutos

Huang et al.,
AEM 61, 2252
(1995)

Peneracao de cloro (2,5mg/L) em biofilme de
Pseudomonas aeruginosa
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De Beer et al., AEM 60, 4339 (1994).

Efeito de cloro e perdoxido de hidrogénio na estrutura
de alginato
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Grobe, S. etal., 1994.

Penetracao de antibiético em biofilme:
. Ciprofloxacina
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Resisténcia de Pseud. 1as aeruginosa e Staphylococcus
aureus a biocidas catiénicos

Pseudomonas aeruginosa Staphylococcus aureus

Planctonica

Comeenintion
Wmad) 05

Biofilme

Conermtason 1
0y 5

£ clo ©1z Cl Gi8 CI8

3 cu clz G4 6

n
€
Campanac et al. Antimicrobial Agents Chemotherap. 46, 1469 (2002)

Biofilmes: resisténcia a antibioticos:
Efeito de campo elétrico na eficiéncia do

antibiético
Antibiotico Corrente UFC
(mg/ml) (x10% A) final
1 0 1,11x108
1 1 8,63x107
5 0 2,67x107
5 1 0

‘Wellman et al., Antimicrob. Agents Chemother. 40:2012-2114 (1996).

Fenétipo resistente: Resisténcia de Pseudomonas
aeruginosa a antibioticos e biocidas
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Spoerring & Lewis J. Bact. 183, 6746 (2001)

Peraceic wid (ngiml)

Fenoétipo resistente: persister cells:
células que ndo morrem nem crescem nha presenca de
biocidas ou antibioticos

Biofilme de Streptococcus
mutans exposto a
sanitizante bucal. BacLight

Stewart., J. Bact 185, 1485 (2003).

Fenétipo resistente Persister cells
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e w4
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Log EFUAmI
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Reprodutibilidade da
persisténcia

0 20 W W He 60
Time (min)
Eliminacéao de células
persistentes de E. coli
por subcultivo de células
da fase exponecial

Fenoétipo resistente: Inducdo de ampC em
biofilmes de Pseudomonas aeruginosa

N 5
Imipenem (0,5 pg/mL)

- e
Ceftazidime (100pg/mL)
Not | o a Aot
| CEEEEs v
P EHASY, T

Imipenem (10pg/mL)

Bagge et al., Antimicrob. Agents
Chemother. 48: 1168 (2004)
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Recuperacéo de Klebsiella oxytoca apds exposicdo ao cloro
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Células cultivadas sob
limitacao de carbono

Células cultivadas em TSB

Power ef al. Water Res. 31, 135 (1997)

Controle de Biofilmes pela inibicdo de
processos de QS: as furanonas

Delisea pulchra

Controle de Biofilmes pela inibicdo de
processos de QS: as furanonas

Thallus section

B base

N
3

base-mid

lem?

mid

3o tip-mid

OB e

Number of bacteria x 10%

D. pulchra S. vestitum  Amphiroa sp. L. rigida

Algal species

Numero de bactérias nas superficies de algas: Delisea
pulchra, Sargassum vestitum, Amphiroa sp. and
Laurencia rigida.

Maximilien et al., Asual. Microb. Ecol. 15: 233 (1998)

Reducéao da adesao de bactérias por extratos crus e
furanonas purificadas de Delisea pulchra.

—e— Crude - perspex

—0— Crude - glass
~---M--- Furanone 3

-~ Furanone 2

Attached bacteria (as % of control)

CON  EtOH 0.01 0.1 1.0 100

Concentration (ug/em?)

Maximilien et al., Aquat. Microb. Ecol. 15: 233 (1998)

Controle de Biofilmes pela inibicao de
processos de QS: as furanonas

OH 0O
N i?a
HH
0
Homoserinalactona Furanonas de
. . Delisea pulchra
microbiana (HBHL) p
Compound R1 R2 R3 R4
1 H Br Br Br
2 H Br H Br
3 Oac Br H Br
4 OH Br H Br
5 Oac Br H I
6 H H Br Br

[BH]JOHHL bound (%)

Controle de Biofilmes pela inibicao de
processos de QS: as furanonas

In vivo displacement of
[H3]OHHL from E. coli
cells overproducing
LuxR. (1) 0.5pM
[H®]JOHHL alone; 3-9:
0.5uM [H3JOHHL + (3)
0.5uM OHHL, (4) 5pM
OHHL, (5) 10uM
compound 4, (6) 50uM
compound 4, (7) 100uM
compound 4, (8) 100uM
compound 2 and (9)
100puM compound 8.
(2): E.coli treated with
0.5uM [H3]OHHL alone.

75

25

2 3 45 6 7 8 9
Manefield et al., Microbiology 145: 283 (1999)
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Furanonas aceleram a degradacao da
proteina LuxR

Time (min)

Treatment

Fig. 6. Western blot following the decay of
the LuxR protein over time (5-30 min) in XL-
1 Blue(pHK724)(pGroE SL) cultures in the pre-
sence and absence of 3-ox0-C-HSL and com-
pound 30. Treatments are: A, an untreated
negative control; B, 2 1M 3-ox0-CE-HSL; C,
10 M compound 30-+2 M 30x0-C6-HSL (in
that order); and D, 2UM 3-0x0-C6HSL+
0 M compound 30 {in that erder). Addition
of 3-0x0-C-HSL prior to treatment with the
halogenated furanone protects the protein
from degradation. This blot is representative
of three separate experiments.

Manefield et al., Microbiology 148: 1119 (2002)

Non-treated Treated

Day 1

Efeito de furanona 56 na formacao de biofilme de
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (reporter lasB)

Hentzer et al., (2002)

Inibicdo da expresséao de Vibrio fischerii luxR (em
Pseudomonas aeruginosa PAO1) pela furanona 56
fa) {b),

a: sem inducao do luxR;
b: 2h apés adicao de 250nM OHHL ao meio;
c: 2h ap6s adicao de 15uM furanona,

d: 2h apos adicdo de 15mM furanona Hentzer ef al., (2002)

Efeitos de furanona C-30 na expressao de genes de
Pseudomonas aeruginosa PAO1.
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Hentzer et al., (2003)

Efeitos de furanona C-30 na eficacia de antibioticos
contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa PAO1.

No furanone; 100 pg/ml tobramycin 10 uM furanone; 100 pg/ml tobramycin

A

i

No furanone; no tobramycin 10 pM furanone; no tobramycin

Hentzer et al., (2003]

Controle de Biofilmes pela inibicao de

processos de QS: as furanonas

Redes expostas durante 105 dias ao meio ambiente
em fazendas de criacdo de salmao na Tasmania

controle

Rede coberta com
polimero contendo
furanonas
(Wattyl NetClear
antifouling)
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Lactonases: Enzimas que degradam HSL

Table 1. Occurrence of AHL degradation enzymes in prokaryotes and eukaryotes

Species Gene Enzyme Reference

Prokaryotes
Bacillus sp. 240B1 aiid AHL lactonase  Dong efal, 2000
B, thuringiensis aifdbomologues  AHLlactonase  Dong etal, 2002: Lee eral, 2002
B.ceraus aiidbomologues  AHLlactonase  Dong efal,, 2002; Reimmann efal, 2002
B. mycoides aiid bomologues  AHLlactonase  Dong eral, 2002
B anthracis aifd bomologues  AHLlactonase  Ulrich. 2004
Agrobacterium nmefuciens . aiiB AHL lactonase  Zhang ef al, 2002; Carlier eral, 2003
Arthrobacter sp TBN110 ahiD AHLlactonase  Park eral, 2003
Kiebsiella prewnoniae ahlk AMLfactonase  Park eral, 2003
Tariovorax paradovus VALC D AHL acylase? Leadbetter and Greeaberg, 2000
Ralstonia strain XT12B aiD AHL acylase Lin efal, 2003; Hu eal, 2003
Pseudomonas stuain PALA P aeruginosaPAOL  pvdQ AHL acylase Huang eral, 2003

Eularyotes
‘Human (airway epithelia) PONs Lactonase Chun et al, 2003: Greenberg etal., 2004
Porcine (kidney) Acy¥1 Acylase T Xu eral, 2003

“ND, not determined.

Batatas transgénicas transformadas com HSL-
lactonase, infectadas com Erwinia carotovora SCG1

25.000 CFU
50.000 CFU
75.000 CFU

100.000 CFU

Dong et al., (2001)
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