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Resumo

Microrganismos imersos num biofilme e protegidos gpma matriz exopolissacaridica
tém-se mostrado capazes de se desenvolver e dezemlnuitos dispositivos médicos,

incluindo implantes ortopédicos (Bahna et al., 3007

Com o envelhecimento da populacdo, e consequenterdo da esperanca meédia de
vida, tem-se verificado um aumento na necessidagleredorrer a dispositivos
biomédicos, que tém sido fundamentais para salvdasy proporcionando uma
melhoria na qualidade de vida de muitos pacien@mtudo, a presenca destes
dispositivos aumenta a incidéncia das infecdesebaolas e fungicas associadas a

biofilmes e dificulta a sua erradicacéo.

Relativamente aos biomateriais utilizados em od@pes mais frequentes sado as
proteses. No entanto, o seu uso esta associadiblepas graves como as infecfes de
proteses articulares (PJI). Aquando infecdo, ac8olyassa pela remocéo cirargica do
dispositivo biomédico, bem como terapia antimicanbi prolongada, afetando

inevitavelmente a qualidade de vida do paciente.

Uma das causas da dificuldade do tratamento dpstde infecdes €, entdo, a formacao
de um biofilme na proétese. A estrutura do biofilmssim como certos mecanismos de
comunicacao entre bactérias e a sua alteracaoigaaptsdo fatores que dificultam a
penetracdo dos antibidticos, tornando o tratamieeficaz. Atualmente, as alternativas
sdo pouco eficazes e estdo a ser investigadas \@@des clinicas para a resolucao

deste problema.

Pesquisa sobre biofilmes microbianos esta a decemevarias frentes, com particular
énfase na elucidacao dos genes especificamentessrprpelos organismos associados
ao biofilme, na avaliagdo de diversas estratégeasahtrolo, incluindo dispositivos
meédicos tratados com agentes antimicrobianos pakeepir ou remediar a colonizacao
de biofilmes nestes locais e no desenvolvimentanaos métodos para avaliar a

eficacia desses tratamentos (Donlan, 2002).
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Abstract

Embedded and protected by an exopolysaccharidexyaitfilm microorganisms have
shown to be capable of developing and colonizingeisg medical devices, including

orthopaedic implants. (Bahna et al., 2007).

Considering the aging of the population and theseqgnent increase of the average
lifetime expectancy, it has been noticed an in@@asthe needs for biomedical devices,
which have been of major importance, saving lives inproving the quality of life for
many patients. Although, the presence of thesecdsvincreases the incidence of
bacterial and fungal infections associated withfilbns as well as the difficulty to

eradicate them.

For the biomaterial used in orthopedic, prosthatiplants are the most common.
However, its use is associated with serious problsuth as prosthetic joint infection
(PJI). Upon infection, the solution involves thergaal removal of the biomedical
device and prolonged antibiotic therapy, inevitablyecting the quality of life of

patients.

One of the main causes of the difficulty of tregtsuch infections is the formation of a
biofilm on the prosthesis. The structure of thefibioas well as certain communication
mechanisms between bacteria and their phenoty@ogeh hinder the penetration of
antibiotics, making treatment ineffective. Currgnthe alternatives are weak and are

being investigated more methods in order to sdiigedlinical problem.

The search on microbial biofilms is going on selvérnts, with particular emphasis on
the elucidation of genes specifically expressed bigfilm associated organisms,
evaluation of various control strategies includimgedical devices treated with
antimicrobial agents to prevent or fight the comation of biofilms and develop new

methods to evaluate the efficacy of these treatsn@unlan, 2002).
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INTRODUCAO

Este trabalho de reviséo bibliografica surgiu comtaoito de avaliar a importancia da

formacdao de biofilmes nas infe¢cGes associadastaga®ortopédicas.

O principal objetivo foi a pesquisa de informacédentifica para uma melhor
compreensao da relacdo entre a formacao de bisfiene aparecimento de doengas
infeciosas e de todos o0s mecanismos relacionados & resisténcias destas
comunidades bacterianas ao tratamento para a istiaagdo. Com a atual tendéncia
para um aumento da incidéncia destas infecbes, @ess@io proceder ao
desenvolvimento de novas estratégias eficazes rpuneopam a eliminagdo e prevencao

da formacéo destes biofilmes.

Inicialmente, pretendeu-se fazer uma revisao lgbdifica dos fundamentos tedricos
que constituem a base do tema desta dissertac&m Aendo, fez-se uma breve
abordagem a todos os conceitos relacionados cofiinmt@s, com o propdsito de

facilitar a compreenséo dos capitulos seguintéstjves a sua importancia nas infeges

associadas a proteses ortopédicas.

No primeiro capitulo, definiu-se o conceito de o€, fazendo referéncia a sua
composicdo e estrutura, bem como aos mecanismoslvelns e fatores que
influenciam a sua formacdo. Numa segunda partealbordado de que forma os
biofilmes contribuem para a recorréncia de infe@asmportancia da sua existéncia e
estudo, nos dias que correm. A terceira parte foessencialmente, os mecanismos de
resisténcia e tolerancia dos biofiimes ao tratamemttimicrobiano, uma importante
preocupacdo para os profissionais de salde e des@ureas, que lidam constantemente
com este tipo de infegcbes que podem causar divgnsdemas de saude publica,
ambientais, etc. Nos seguintes capitulos, foramreatiadas as infecbes ortopédicas

mais relevantes, bem como as novas estratégiagausadeu tratamento e prevencao.
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I.  Introdug&o ao conceito de biofilme

1. Definicédo de biofilme

Durante grande parte da histéria associada a ndogie, 0s microrganismos foram
caracterizados apenas como plancténicos, célutgessas que circulam isoladamente,
e descritos com base nas suas caracteristicagsi@neento, em meios de cultura ricos

nutricionalmente (Donlan, 2002; Prakash et al., 3200

No entanto, Antonie van Leeuwenhoek, usando o setwpscopio primitivo (Costerton,
1999) foi capaz de observar, através de analiies f& sua placa dentaria (Behlau and
Gilmore, 2008), que os microrganismos apresentaaarapacidade de se agregar e
crescer em superficies expostas (Donlan, 2002)clwodo assim a primeira
caracterizacdo de um biofilme. ApoOs esta primesaaterizacdo, mais estudos foram
realizados nesta area com o intuito de compreendghor a sua constituicdo e

formacao (Costerton et al., 1999).

Em suma, apos invasdo de um novo hospedeiro, déribacpodem assumir duas
formas: a plancténica e a de biofilme quando fornagmegados de bactérias (Figura 1)
(Pasternak, 2009).

|nAntibiotic nAntibody nPIanktonic cell @ Biofilm cell “ Phagocyte enzymes

Figura 1 - Diagrama de um biofilme (adaptado de

Costerton et al., 1999)
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A definicdo de biofilme tem evoluido ao longo d#tsmas duas décadas, consoante 0s
desenvolvimentos das técnicas de visualizacdo su6pica, permitindo a varios
autores observar comunidades de bactérias e pwegp@das definicdes (Donlan and
Costerton, 2002).

A definicao de biofilme é, entdo, a de uma comutedaiicrobiana estruturada de
derivados sésseis (bactérias, cianobactérias, suegprotozoarios) (Romani et al.,
2008), caracterizado por células que estao irrasdnsente ligadas a um substrato,
interface (sélido-liquido) ou umas as outras, gaeescontram incorporadas numa
matriz composta por substancias poliméricas extrires (EPS) produzidas por elas
proprias e que exibem um fenotipo alterado no queespeito a taxa de crescimento e

transcricéo de genes (Donlan and Costerton, 2002).

Os biofilmes constituem um modo de crescimento ggidb, que permite a sua
sobrevivéncia num ambiente hostil (Costerton etl@99; Hall-Stoodley et al., 2004), e
podem consistir em células de varias ou de umaalgspécie bacteriana interagindo

cooperativamente (Behlau and Gilmore, 2008).

A vida comunitaria no interior de um biofiime ofeee multiplas vantagens

comparativamente com as bactérias que se encoatramodo de vida livre (Tabela 1)
(Behlau and Gilmore, 2008). Estas vantagens advénfadto dos agregados de
bactérias apresentarem um ambiente mais favondvedue respeita a disponibilidade
de nutrientes, interferindo nas suas taxas deioresato; cooperatividade metabdlica e
protecao contra fatores externos (Davey & O’'To2@0; Prakash et al., 2003).

A proximidade fisica com outras células bacteriatmbém favorece interacdes
sinérgicas, mesmo entre membros de espécies ddsreue englobam: a transferéncia
horizontal de material genético entre microrgansma partilha de produtos
metabdlicos; uma maior tolerancia aos agentes amtibianos; protecdo contra stress
ambiental (radiacdo ultravioleta, mudancas de teape, vento, humidade, seaa)
protecdo contra o sistema imunitario do hospedairale microrganismos predadores
existentes no meio ambiente (Behlau and Gilmor&8p0tornando os biofilmes
bastante dificeis de erradicar (Prakash et al.3200



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

Tabela 1- Diferencas entre bactérias plancténicas e hiefil (adaptado de Behlau and Gilmore, 2008)

Bactérias Plancténicas Bactérias em biofilmes

, . Agregados de células; multiplas células numa
Células suspensas e isoladas

interface
Ligeira matriz capsular Rodeadas por matriz de EPS
Fisiologicamente homogéneas e ativas Fisiologicamente heterogéneas

Sinalizagé&o intracelular, ndo essencial pary Sinalizacdo celular essencial para o crescimento
divisdo celular e formacg&o de uma arquitetura organizadg

Células ativas fisiologicamente suscetiveis a

i 10-1000 vezes mais resistentes aos antibioéticos
antibiéticos

Células inclusas na matriz sao inacessiveis para
a resposta do hospedeiro e resistentes aos
agentes antimicrobianos

Células individuais reconhecidas e bem
orientadas pela resposta imune do hospede

2. Composicao e estrutura dos biofilmes

O desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de nuopis avancada, como a

microscopia confocal de varrimento a laser (CSLsPneceram importantes revelacdes
sobre a organizacdo estrutural e funcdo das coruesdbacterianas presentes num
biofilme (Donlan and Costerton, 2002).

A primeira observacdo direta envolvendo biofilmekrobianos revelou que essas
populacdes aderentes, geralmente continham muite oétulas do que a populacéo

planctdnica do ecossistema em questao (Costertdn £094).

Usando estas técnicas, os biofilmes tém-se revedattaturas dindmicas e altamente
organizadas, compostas por unidades estruturaiscehais basicas (microcolonias) de
uma ou varias espécies (Costerton, 1995; Costelrf®9), que podem variar desde uma
Gnica camada, a uma espessa comunidade de céhdaadas por uma matriz
heterogénea de EPS (Brady et al., 2008; Hall-Séyoeti al., 2004).

Os biofilmes sdo maioritariamente agua. Da suatitoiggio, 15% correspondem a

bactérias e 85% em volume a substancias polimémsdacelulares (EPS), que
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constituem a matriz (Behlau and Gilmore, 2008; Keket al., 2009). As substancias
poliméricas extracelulares sdo altamente hidratapais podem incorporar grandes
quantidades de 4gua na sua estrutura atravesad@dig de hidrogénio (Prakash et al.,
2003) e consistem em 97% de agua por massa; paifdaos, proteinas, acidos
nucleicos e, em menor quantidade, lipidos, fosfibdig e outros polimeros. Para além
disso, podem encontrar-se presentes vacuolos taacter flagelos, fagos, pili, material

da matriz do hospedeiro e restos de células lis@kdau and Gilmore, 2008; Simdes
et al., 2010).

Andlises estruturais mostraram que estes biofilespgssos possuem uma arquitetura
complexa na qual podem existir microcolonias enarpg distintos ou estruturas em
forma de cogumelo, através do qual se constitui igtla intrinseca de canais altamente
permedaveis, que permitem o0 acesso aos nutriemmbegénio do meio ambiente, mesmo
nas areas mais profundas do biofilme (Figura 2adqBret al., 2008; Hall-Stoodley et
al., 2004).

A troca de nutrientes é entdo facilitada por estguitetura e permite que as
comunidades do biofilme desenvolvam uma complexdadespessura consideravel,
mantendo as células individuais num estado nutraiotimo em diversas zonas dentro
do biofilme (Stoodley et al., 2002).

As bactérias que se encontram proximo do fluido mpageia o biofilme apresentam
maior acesso aos nutrientes e oxigénio, compareohoaquelas que se encontram no
centro da matriz ou junto ao substrato (Behlau@Gihaiore, 2008). DeBeer et atif. in
Stoodley et al., 2002) demonstraram que os canai®®o dos aglomerados de células
poderiam aumentar o fornecimento de oxigénio eosututrientes para as bactérias no
interior do biofilme (Stoodley et al., 2002).

A matriz de EPS é um parametro crucial para a setgua e estabilidade estrutural do
biofilme, proporcionando um reflagio para a comudaaicrobiana contra a tensdo de
corte, protegendo-a também contra a dessecacacafRemal., 2008). A quantidade de
EPS produzida por diferentes organismos pode va&riaende a aumentar com a
maturidade do biofilme (Kokare et al., 2009).
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Devido ao facto da estrutura de um biofilme seluericiada por diversos parametros
como as _propriedades da superficie e interfdbarofobicidade, rugosidade,
propriedades eletroquimicas), hidrodinanieansao de corte, atrito), disponibilidade de
nutrientes (concentragdo, propriedades antimicrobianas, taka crescimento),

diversidade ecoldgica da comunidade microbiésinalizacdo celular, motilidade) e

producdo de EP&toodley et al., 2002), cada biofilme é consideranico (Stoodley et
al., 1997).

Bulk fluid

e — ; B Streamer
W i i S L = L
f gBellcloster. ="~ <7 . 7 -

=

I, O Void

Channel

Figura 2 - Estrutura de um biofilme (adaptado de
<http://ehp.niehs.nih.gov/realfiles/docs/1998/1@inovations.html>)

3. Producéo/Formacéao de biofilmes

A formacdo de uma estrutura 3D de bioflme com aoiades bacterianas
funcionalmente heterogéneas é um processo dinaniicata-se de uma série
coordenada de eventos moleculares (fixacdo miaraben superficie, producdo de
matriz, proliferacdo celular com formagdo de miotdnias, maturacdo do biofilme e
desprendimento da superficie), que sao parcialmmmigolados poguorum sensing
um mecanismo de comunicacao interbacteriano deptnda densidade populacional
(Fux et al., 2003).

Apo6s formacdo do biofilme e da matriz exopolissiiea secretada pelas células
bacterianas, origina-se uma estrutura altamenteoeli&stica. Quando formados em
ambientes de baixa tensdo de corte, os biofiimessaptam uma baixa resisténcia a

tracdo e quebram com facilidade. Por outro lados&®e formados em ambientes de
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elevada tensao de corte, apresentam-se bastatete éaresistentes a quebras mecéanicas
(Donlan and Costerton, 2002).

A formacgado de um biofilme pode ocorrer, pelo merpus, trés mecanismos: 1) pela
redistribuicdo de células através da motilidadesulzerficie a qual estdo aderidas; 2)
pela divisdo binaria das células aderidas, a meaglidaas células se dividem, as células
filhas espalham-se, a partir da superficie a qustboe aderidas, para formar
agrupamentos de células; 3) pelo recrutamento kidaséara o desenvolvimento do
biofilme. A contribuicdo de cada um destes mecaossrdependerd do tipo de
organismos envolvidos, da natureza da superficiesgua colonizada e das condicdes

fisico-quimicas do ambiente (Stoodley et al., 2002)

O primeiro estagio da formacdo de um biofilme emsoh associacdo reversivel de
células e o comeco da sua adesao a superficisuRaez, o segundo estagio envolve o
inicio da producao da matriz polissacaridica ees@o completa/irreversivel das células
a superficie. Posteriormente, ocorre a divisdo élalac bacteriana e agregacao de
células, umas as outras, em microcoldnias, formandmfilme maduro. A maturagéo

da arquitetura do biofilme ocorre no quarto estagion a formacéo de canais de agua
dividindo as comunidades bacterianas. Por fim timdl estagio envolve a disperséo de

células individuais do biofilme (Figura 3) (Behland Gilmore, 2008).

- - . -
= ai
_—

Bactérias planctinicas

1. Agregacio (reversivel)
l @

.l
—EER. B e
2. Adesdo (nreversivel)

l 5. Digpersdo

3.Fonmagio de microcolomas (sinalizagio 4. Biofilme madurc (conmmicagio

celular— quorumsensing mter e mtracelular)

Figura 3 - Estagios do desenvolvimento de um biofilme
(adaptado de Behlau and Gilmore, 2008)

7



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

i Mecanismos de agregacdo e adesdo bacteriana ezaghm de

superficies

A formacé&o de biofilmes comeca, necessariamenta,gaesdo de um pequeno namero
de células bacterianas plancténicas a uma supe(fiosterton, 1999). Nesta fase, as
células aderentes ainda ndo se encontram “compdasétao processo de

diferenciacédo, levando a formacdo do biofiime e goald, muitas delas, deixar a

superficie e retomar a sua forma de vida livred&tey et al., 2002).

Durante esta fase de adesao reversivel, as baciniesentam varios comportamentos
especificos de cada espécie, que incluem rotagdling), deslizamento gliding),
formacdo de agregados, entre outros, antes deamleserem num local e comecarem
a iniciar o processo de adeséo irreversivel a fome(Behlau and Gilmore, 2008;
Costerton, 1999; Stoodley et al., 2002).

Esta mudanca na adesdo bacteriana, de forma rlepsira forma irreversivel, foi
observada ja em 1943 por Zobel, e tem sido caraater por Characklis como a
passagem de uma interacdo fraca entre a célulasebstrato, para uma ligacdo
permanente, frequentemente mediada pela presenc@olimeros extracelulares
(Stoodley et al., 2002).

A transicao entre estes dois estados de adesaaliadagor pili do tipo IV (porcdes
celulares das bactérias que Ihes permite a locampegéching motility), que retraem e
estendem, impulsionando a bactéria sobre todaexfstip (Stoodley et al., 2002). Este
modo de locomocdo parece estar envolvido na foronagamicrocolonias, onde se
pensa que a interacao entre as diversas bactéuias: superficie para formar grupos de

células, ajuda a fortalecer o grau de adesao afsupdStoodley et al., 2002).

ii. Maturacdo do biofilme

Depois de uma bactéria aderir a superficie inartamtecido vivo, a associacdo torna-
se estavel para a formacdo de microcolénias. Agtias comegcam a multiplicar-se
dentro da matriz exopolissacaridica, emitindo singuimicos que lhes permite

intercomunicar com todas as células bacterianak@Bh et al., 2003).
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A medida que os biofilmes maturam, desenvolvem @ awquitetura basica, com
formacdo de canais de agua, e muitas células raltesaseus processos fisioldégicos em
resposta as condi¢cées nos seus nichos. As microaslindividuais podem desprender-
se da superficie ou podem originar bactérias qwertesm ao estado plancténico
(planktonic revertands que nadam ou flutuam para longe da superficiesaddo
remanescentes de microcolonias 0CoS ou espacas\@r: se tornam parte dos canais
de 4gua (Stoodley et al., 2002). Além disso, t@damicrocolénias podem desprender-
se do biofilme sem que haja alguma perturbacdoented através de processos néo
controlados, pelo que, a determinada altura, alimefpode apresentar diferentes locais

com diferentes fases de desenvolvimento (Stoodlal,e£002).

O biofilme maduro é caracterizado por uma arquigetomplexa que inclui canais,
poros e ainda uma redistribuicdo das bactériasopars afastados do substrato (Behlau
and Gilmore, 2008).

iii. Desprendimento da superficie

O desprendimento € um termo genérico usado pa@eses a libertacdo de células
(individuais ou em grupos) a partir de um biofilome substrato (Stoodley et al., 2002),

e constitui um fator importante na disseminacéaarda infecéo (Stoodley et al., 2001).

O desprendimento espontaneo de células do biofiindividido em dois processos,

erosdoe descamacia@om base na magnitude e frequéncia deste procRsEmSA0E

caracterizada pelo desprendimento continuo de umiea (célula ou de pequenas
porcdes do biofilme. Espessura do biofilme, tend@acorte, fluido e velocidade do
fluido afetam a taxa de erosédo (Kumar & PrasadgR@r outro lado, a descamagiio
caracterizada pela perda rapida e macica do bef{Btoodley et al., 2001).

Durante este processo, as microcolonias podemrseltdo biofilme sob direcdo da
tensdo de corte ou por meio de uma resposta gametite programada que medeia 0
processo de desprendimento. As microcolonias dasiese sob o fluxo do fluido até
colonizarem outras regides do hospedeiro para foumanovo biofilme (Brady et al.,
2008).
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O potencial de dispersdo através do desprendiméntoma vantagem para o0
desenvolvimento do biofilme uma vez que permitexesténcia de uma populacéo
bacteriana duradoura, resistente a agentes ardiacios e a uma resposta imune do
hospedeiro, enquanto que, simultaneamente, promdispersdo continua incentivando

a propagacao de bactérias (Brady et al., 2008).

A extrema necessidade de nutrientes pode levaesigrehdimento por um mecanismo
gue é ainda desconhecido mas que permite as laacééprocura de ambientes ricos em
nutrientes (Stoodley et al., 2002).

A libertacdo de bactérias de um biofilme pareceuserevento fisiolégico regulado.
Apés a maturacdo do biofilme, os niveis de mati®SEparentam diminuir, talvez
devido ao metabolismo, com subsequente desprenttirderpor¢des do biofilme ou de
células individuais. O aumento da concentracdo dktgulas indutoras pode ser um
fator responsavel pela libertacdo de enzimas qugadem a matriz polimeérica,

resultando no desprendimento de células do biofiBedlau and Gilmore, 2008).

E possivel identificar trés tipos distintos de asgigias de dispersdo de um biofilme:
(swarming/seeding disper3ainde as células vao sendo libertadas, individeate) das
microcoldnias; ¢lumping dispersdlonde os agregados de células sdo espalhados em
forma de massa compacta e dispersdo de supedicgiade dispersyl sob a qual as

células do biofilme se vdo movendo (Hall-Stoodlegle 2004).

4. Fatores que influenciam a formacéo de biofilmes

A fixacdo de microrganismos a superficies paraseielvimento de biofilmes é um
processo muito complexo, afetado por diversas weisa(Tabela 2) (Simbes et al.,
2010).

Alguns fatores que influenciam a fixacdo de baatérias superficies sdo a
disponibilidade de nutrientes na superficie e a soacentracdo, pH disponivel,
temperatura, concentracdo de eletrolitos, osmaldeido fluxo de materiais e tipos de

superficie, variando consoante as espécies (BemduGilmore, 2008; Kumar and
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Prasad, 2006). Fatores como a disponibilidade gerSuaie, propriedades da célula,
estimulos ambientais e regulacdo de genes tambtarienem na formacdo de um
biofilme (Prakash et al., 2003).

Tabela 2- Variaveis envolvidas na adeséo de células, foiim& desenvolvimento de biofilmes
(adaptado de Simdes et al., 2010)

Superficie de adesao Fluido Célula

. . ] Hidrofobicidade d ficie

Textura ou rugosidade Velocidade do fluido arofobicidade da supertici
celular

Hidrofobicidade pH Apéndices extracelulares
Composicao 'qglmlca da Temperatura EPS

superficie
Carga Catides Moléculas sinalizadoras

Presenca de agentes

Filme condicionador o .
antimicrobianos

Disponibilidade de nutrientes

i.  Superficie

A superficie pode ser um tecido vivo ou morto, aalquer superficie inerte, e pode ter
varias caracteristicas que sao importantes no gsocele adesdo. A colonizacao
microbiana parece aumentar com o aumento da ruagtesidia superficie. Isto deve-se a
menor intensidade das for¢cas de corte e a areapdeficie ser maior em superficies
mais asperas (Kokare et al., 2009; Prakash e2@03). A maioria dos pesquisadores
descobriu que os microrganismos aderem mais ragidi@ra superficies hidrofobicas
apolares (Teflon e outros plasticos) do que a nagehidrofilicos (vidro e metais)
(Prakash et al., 2003).

ii. Propriedades da célula

Propriedades da superficie celular, particularmantedrofobicidade da superficie; a

presenca de apéndices extracelulares (fimbriasagelfls, estruturas proteicas da
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superficie €urli), proteinas da membrana externa (OMPSs)); intesagdwolvidas na
comunicacao célula-célula e producéo de EPS, mfiaen a taxa e extensédo da adeséo
de células microbianas (Prakash et al., 2003) eirsfortantes para a formacdo e
desenvolvimento de biofilmes. Eventualmente, tampéderao fornecer uma vantagem
competitiva para um organismo, onde uma comunidadia esta envolvida (Pasternak
et al., 2003; Simdes et al., 2010).

A hidrofobicidade da superficie celular € importanta adesdo porque as interacdes
hidrofébicas tendem a aumentar com a naturezaraganda vez maior de uma ou ambas
as superficies envolvidas (a superficie da célutaamiana e a do substrato) (Donlan,

2002; Prakash et al., 2003; Simdes et al., 2010).

Flagelos quando existentes, sdo responsaveis pela mdgliddas bactérias e
importantes para superar as forgcas que as repetgmedindo que cheguem a muitos
materiais abidticos (Prakash et al., 2003). Desalmo®@ um papel importante nos
estagios iniciais de fixacdo de bactérias, sensiooresaveis pelo transporte e interacdes
iniciais entre célula-superficie (superando asa®ngpulsivas associadas ao substrato)
(Prakash et al., 2003; Simdes et al., 2010).

Pili ou fimbrias sdo encontrados em muitas bactérias Gram-negatinakiindo
espécies dé’seudomonasA sua Unica funcdo conhecida é promover uma maior
aderéncia das células, uma vez que as bactériapitiotem a capacidade de aderir
fortemente a outras células bacterianas e a padicmorganicas. No entanto, eles nao
estdo sempre envolvidos no processo de fixacdomme® estiverem presentes. De
acordo com Sauer e Campeit.(in Simdes et al., 2010), pili e estruturas assocjadas
tém-se mostrado importantes para a adesao e cat@oizle superficies, provavelmente
por superar a barreira de repulsdo eletrostaticiainque existe entre a célula e o
substrato (Simdes et al., 2010).

A funcdo frequentemente atribuida as EPS € o seito gbrotetor geral sobre os
microrganismos do biofilme contra condi¢cbes adwersaomo exemplo, tem sido
frequentemente observado que as células do biofidem tolerar altas concentracdes
de biocidas. Supfe-se que isto esteja relacionaitipalmente, com caracteristicas

fisiologicas das bactérias do biofilme, mas tamlwé&m a funcdo de barreira de EPS
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(Simdes et al., 2010). A matriz de EPS atrasa @eda ques agentes antimicrobianos
penetrem no biofiime e consigam chegar a microsgans alvo por limitagdo da
difusdo e/ou interacdo quimica com as proteinasaeltilares e polissacarideos
(Simdes et al., 2010).

iil. Hidrodindmica

Os biofilmes foram examinados sob diferentes cda@mdichidrodindmicas, tais como
fluxo laminar e turbulento, verificando-se que a sesposta era alterada consoante o

tipo de fluxo ao qual eram submetidos (Kokare e2&i09).

Biofilmes submetidos a fluxo laminar crescem dem@rirregular e consistem em
agregados de células rugosos separados por vatiessticiais. Por outro lado,
biofiilmes submetidos a fluxo turbulento, apesar tdmbém crescerem de forma
irregular, apresentam uma forma mais alongad&ireédmers (microcoldnias
filamentosas do biofilme, que se encontram ligalasiperficie pela parte a montante
(cabeca), ficando a parte a jusante (cauda) aaoswl corrente) que oscilam no fluido
(Figura 2). A associagdo de células com a superfiepende do tamanho da célula e da

motilidade celular (Kokare et al., 2009).

A sua formacéao ocorre, preferencialmente, em artdéserom elevada tensdo de corte
(meios que fluem rapidamente). Se o fluxo for edevasignifica que o fluido flui de
forma turbulenta; se o fluxo for baixo, prevaleces condicdes de fluxo laminar.
Especula-se que o fluxo turbulento aumenta a adbagéteriana e a formacao de
biofilmes, por aumento das colisdes entre bact@lasctonicas e a superficie (Donlan
and Costerton, 2002).

iv. Nutrientes

Os canais de agua fornecem meios efetivos na tl@caitrientes e metabolitos com o

meio, melhorando a disponibilidade de nutrienta®s lsemo a remog¢ao de potenciais

metabolitos toxicos. A proximidade entre as difeeencomunidades microbianas

facilita a troca, remocéao e distribuicdo de produttetabdlicos entre as espécies e 0
substrato (Kokare et al., 2009).
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Um aumento na concentracdo de nutrientes estadlamomado com um aumento no

namero de células bacterianas associadas. No entamsmo concentracdes de
nutrientes demasiado baixas para medir, sdo sutésgara o crescimento do biofilme

(Prakash et al., 2003). Uma vez que a matriz ddillb® se encontra carregada

negativamente, muitos nutrientes (particularmeat®es) sdo atraidos para a superficie
do biofilme. Além disso, os nutrientes com carggatiea podem trocar com i6es na

superficie. Isto proporciona células bacterianadrdedo biofilme com abundancia de

alimentos em comparagao com outras ao seu recakg$tr et al., 2003).

v. Estimulos ambientais

Outras caracteristicas do meio aquoso, como pHip,farxigénio, forca ionica e
temperatura, podem desempenhar um papel na taxadelsfo microbiana a um
substrato. Varios estudos tém demonstrado um efaitonal na fixacdo de bactérias e
formacédo de biofilme em diferentes sistemas aqudssie efeito pode ser devido a
temperatura da agua ou a outros parametros afetsdmmalmente (Donlan, 2002;
Prakash et al., 2003). Verifica-se que um aumeatoamcentracao de diversos catides,
como sodio, calcio, lantanio, ides férricos, afetafixacdo de°. fluorescensreduzindo

as forcas de repulsado entre a célula e a supefiiolare et al., 2009).

Vi. Requlacao e transferéncia de genes

A forca motriz do desenvolvimento da comunidadetdrégana € a auto-organizacao e
cooperacao entre as células, em vez da classiegaselnatural competitiva de

microrganismos individuais (Simdes et al., 2010).

As bactérias podem tornar-se resistentes aos amipnos por mutacdo espontanea
ou atraves da aquisicdo de informacéo genéticailasobactérias (Ferreira et al., 2010)
através da troca de plasmideos por conjugacao tedoindo biofilme (Donlan and
Costerton, 2002).

A conjugacdo (mecanismo de transferéncia de plasjdocorre numa taxa maior
entre as células em biofilmes do que entre as alplanctonicas uma vez que €
favorecido pela proximidade fisica das células maisrocolénias (Donlan and

Costerton, 2002). Ghigai. in Donlan, 2002) tem sugerido que as cadeias derizcté
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clinicamente relevantes que contém plasmideos s@azes de desenvolver mais
rapidamente biofilmes. Na auséncia de plasmidegsgese mesmos organismos

produziam apenas microcolénias sem qualquer des&memto (Donlan, 2002).

A transferéncia horizontal de genes € importanta paevolugéo e diversidade genética
das comunidades microbianas ao invés de acumutigdoodificacdes genéticas por
mutacdo. Os elementos genéticos moveis que medeteansferéncia de genes podem
ser plasmideos, transposfes (sequéncias de DNAsgumdem mover para novas
posi¢des dentro do genoma de uma Unica célulapotetivfagos (Kokare et al., 2009).
Por isso se diz que as bactérias no interior debiofilme expressam diferentes
caracteristicas fenotipicas quando comparadas siews homologos planctonicos.
Isto deve-se aos diferentes genes transcritosdaplancténica e nas diferentes fases
do ciclo de vida bacteriano num biofilme (Kokarelet 2009).

5. Quorum sensing como adjuvante na formacao de biofiles

A bem-sucedida adaptacdo das bactérias as mudalasascondicdes naturais é
dependente da sua capacidade de perceber e resporatabiente externo e modular a

expressao do gene em conformidade (Simdes eDab)2

A formacdo de estruturas complexas é coordenadavéatrde um sistema de
comunicacdo célula-célula entre bactérias de urfilrb® através de sinais quimicos
(Simdes et al., 2010). Este mecanismo de sinalizeghular, dependente da densidade,
€ conhecido comauorum sensingQS); através do qual as bactérias regulam a
expressao de conjuntos de genes especializadossposta a densidade celular (Behlau
and Gilmore, 2008; Rumjanek et al., 2004).

Entre 1% e 10% dos genes de bactérias sao regylattbprocesso dguorum sensing
(Behlau and Gilmore, 2008).

A formacéo de biofilmes tem sido considerada unspasta ao mecanismo @S
(Rumjanek et al., 2004). Uma série de outras atded microbianas importantes estédo

também associadas a este mecanismo, e incluemsirtiEse de enzimas extracelulares,
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biossintese de antibidticos, a producéao de bicsstarites, transferéncia de plasmideos
por meio de conjugacao, a sintese de EPS e faflerasruléncia extracelulares em

bactérias Gram-negativas (Rumjanek et al., 2004586 et al., 2010).

Este mecanismo é conseguido através da producémaemolécula autoindutora (Al)
pelas células bacterianas, que atravessa as cptulagusao e acumula-se no ambiente
em quantidade proporcional ao crescimento celWanseguindo ativar 0s genes e
levando em vigor os fenotipos em questdo. (Behlad @ilmore, 2008; Gera and
Srivastava, 2006). Por meio deste mecanismo, aéhmcé capaz de detetar a
concentracdo de autoindutores e, desta maneiragh@r o tamanho da populacdo
(Rumjanek et al., 2004).

6. Espécies microbianas relevantes para a formacao defilmes

i. Bactérias Gram-positivas

Os organismos Gram-positivos sdo responsaveismaiaria das infecdes associadas

ao 0sso e articulagdes (Darley and MacGowan, 2004).

Staphylococcus spppossuem a capacidade de produzir um biofilme déiptas

camadas, incorporado num glicocalice, que se dekanvem tecido ou 0SSO
desvitalizadoou em dispositivos médicos implantados, produzisgsim infecdo
(Brady et al., 2008).

Cocos Gram-positivos e, em particul8taphylococcus sppao predominantes entre 0s
organismos responsaveis por complicacdes infeci@gass cirurgia de enxertos

vasculares ou implantacdo de préteses (O’'Gara antpHreys, 2001).
v' Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus uma bactéria Gram-positiva, ubiquitaria, comedsaflora
nasal, colonizando permanentemente cerca de 20pbmdacdo, sendo que 60% sao
portadores transitorios desta mesma bactéria (Brtadly, 2008).
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Apresenta-se na forma de cocos, desprovidos déidadig e com auséncia de formacao
de esporos. E uma bactéria anaerdbia facultatbemgulase positiva, o que possibilita a
coagulacéo do plasnia vitro e também permite a sua distincdo entre outrasiespde
StaphylococcuéS. epidermidis(Brady et al., 2006).

Sendo esta bactéria considerada de alta viruléesia, relacionada com a maioria das
infecBes (Bertucci and Tedrus, 2010). O seu ragakenvolvimento e apresentacédo de
inUmeras resisténcias aos antibidticos, e a capdeidle, a partir de infecdo aguda
evoluir para infecao cronica e persistente, coatiaumerecer uma atencao consideravel
(Brady et al., 2008). A producéo de exotoxinasmiocipal fator de viruléncia destas

bactérias (Bertucci and Tedrus, 2010).

A incidéncia de infecdo pd. aureudornou-se mais preocupante com o aparecimento
de vérias estirpes resistentes a antibiéticos,caiso MRSA §. aureusesistentes a
meticilina). Aproximadamente, 40 a 60% das infe@@esciadas 8. aureusadquiridas

via nosocomial, sdo agora consideradas endémica®gpitais (Brady et al., 2006).

Infecdes causadas pd@.aureus(MRSA), associadas com o uso de dispositivos
ortopédicos, sdo um problema clinico bastante fgigtivo, apresentando elevada
morbidade, mortalidade e custos de saude. Mesmo aamilizacdo de rigorosos
procedimentos de assepsia e uso adequado de aobibidais infecdes continuam a
ocorrer, muitas vezes levando a complicagbes con@isscomo osteomielite (Bahna et
al., 2007).

Esta estirpe bacterian@ capaz de causar osteomielite aguda, uma vez qua é
potencial patogéneo do 0sso, cuja adesdo de madetadilita tanto a sua ligacdo a
matriz 6ssea, como a secrecdo de toxinas capazstichellar a reabsorcdo 6ssea. Esta
bactéria ndo apenas coloniza a matriz 0ssea, cambém € internalizada pelos
osteoblastos (células responsaveis pela sintesecdio 6sseo) (Ellington et al., 2006).
A infecdo pode depois progredir e tornar-se cromiesido a sua capacidade para
invadir e sobreviver dentro dos osteoblastos e gasanvolver rapidamente resisténcia
aos antibioticos e expressar o0 seu arsenal deegattar viruléncia de forma programada,
contribuindo para que 80% dos casos de osteomieliinica sejam causados por
S.aureugBrady et al., 2006, Ellington et al., 2006).
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v' Staphylococcus epidermidis

Staphylococcusoagulase-negativo e, em particul&8t, epidermidis surgiram como

principais patogéneos nosocomiais associados &oede de dispositivos meédicos
implantaveis (O'Gara and Humphreys, 2001; Sousd. €2008) e sdo responsaveis por
infecbes pos-protese, tendo como principal respehspela sua resisténcia e

sobrevivéncia a presenca de glicocalice (Bertundiedrus, 2010).

Estes organismos oportunistas, comensais da peficeflora das membranas
mucosas, sao capazes de causar infegOes gravesspedliros imunocomprometidos
ou portadores de dispositivos medicos implantadmsno préteses ortopédicas,
apresentando problemas especificos no diagnoésticatamento destas infecbes que
envolvem formagdo de biofiimes em biomateriais anpddos e constituem um
importante fator de viruléncia (O’Gara and Humpkre83001; Sadovskaya et al., 2006;
Sousa et al.,, 2008). Infecbes causadas Porepidermidissdo frequentemente

persistentes e recidivantes (O’'Gara and Humph&§l).

A nivel bioquimico, adesinas polissacaridicas eeftdares desempenham um papel
essencial na aderéncia bacteriana inicial e ades&welular (formacdo de biofilme),
representando um fator de viruléncia desta espbeigteriana. Dois principais
polissacarideos produzidos p8r epidermidissdo a adesina polissacaridica capsular

(PSA) e a adesina polissacaridica intercelular (POAGara and Humphreys, 2001).

ii. Bactérias Gram-neqativas

As bactérias Gram-negativas que se encontram eadndos biofilmes presentes em
dispositivos médicos de longa permanéncia apresemtacapacidade de produzir
endotoxinas que desencadeiam uma resposta imuceldgi paciente (Donlan and
Costerton, 2002).

No geral, bactérias Gram-negativas sdo mais resestea biocidas do que as Gram-
positivas e essa diferenca de sensibilidade tem aidbuida ao fato das primeiras
possuirem uma membrana adicional exterior (OM), aua como uma barreira de
permeabilidade extra. A presenca de lipopolissdeas (LPS) moléculas do folheto

externo impede o acesso das moléculas hidrofi(ioatuindo antibidticos e biocidas)
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para o interior da célula. Aléem disso, neste OM,uh@& grande nimero de proteinas

(proteinas de membrana externa (OMPS) que, emb@@m sesponsaveis pela entrada

de antimicrobianos hidrofébicos para a célula,es&ssociados a resisténcia bacteriana
(Ferreira et al., 2010).

v' Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa uma bactéria aerdbia, em forma de bacilo, utdiqaie
encontrada em diversos ambientes. E um patogérmtunjsta que, tal como outras
bactérias Gram-negativas, tem um sistema de regutidignado poguorum sensing
que controla a expressdo de inUmeros genes, migles associados a formacédo de
biofilmes e producédo de fatores de viruléncia (Bgkr et al., 2001; Hall-Stoodley and
Stoodley, 2009; Kokare et al., 2009).

Trata-se do agente etiologico Gram-negativo magquiente, associado a infe¢des de
implantes ortopédicos, representando 10% dos ng@nismos envolvidos nas infecdes

de proteses da anca (Broqui et al., 1995).

7

Para bactérias moéveis, como é o casoPdaudomongsum evento que ocorre
imediatamente antes da sua adesdo irreversivel za superficie, € a mudanca da
motilidade mediada por flagelodlagella-based motility para motilidade lateral
associada a superficidasvitching motility). Esta mobilidade permite a redistribuicéo das
células aderidas, permitindo que as bactérias mslonareas adjacentes da superficie.
O swarming é outro mecanismo usado por algumas estirpes dBedushd Gilmore,
2008).

Biofilmes deP. aeruginosasdo comunidades desenvolvidas de bactérias inmeola®
numa matriz polissacaridica extracelular, naturatmeresistentes ao tratamento
antimicrobiano. O modelo de desenvolvimento envolvefixacdo inicial a uma
superficie sélida, a formagédo de microcolonias sa@bsuperficie e a diferenciacdo das

microcoldnias formando o biofilme maduro (Costergbml., 1999).
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[I.  Importancia da existéncia e estudo dos biofilmes

Através de andlises microscopicas, descobriu-sergqumundo natural, mais de 99,9%
das bactérias cresce em biofilmes numa vasta aalgede superficies, incluindo tecidos
vivos, dispositivos meédicos de longa permanéndsierna de canalizacdo de agua
potavel, ou sistemas aquaticos naturais (DonlanGuaterton, 2002; Prakash et al.,
2003) e que, para além disso, crescem de modoediéerapds aderirem a uma
superficie solida (Costerton, 1999) e iniciarenoranfacdo do biofilme com a producéo

de uma camada viscosa e escorregadia (Costerabn E9299).

Apesar de desempenharem um papel crucial em mprogessos (como a
biodegradacdo de poluentes ambientais ou o edailimicrobiano dentro de um
organismo), muitas vezes os biofilmes nao sdo aésgje causam sérios problemas em
varias areas, incluindo campos industriais e biooogd podendo levar ao aumento dos
custos de producdo e manutencdo, bem como a sailieape aos impactos e
preocupacgdes ambientais. Todos estes aspetos Eewvemaumento do uso de agentes
antimicrobianos para controlar a formacéao de biwdd ndo desejados (Ferreira et al.,
2010).

7

A formacdo de um biofilme é importante porque o ssado de crescimento esta
associado a natureza crénica das infecfes postersra sua inerente resisténcia a
terapéutica antimicrobiana (Stewart and Coster@2001). Ou seja, os biofilmes
apresentam um papel significativo no aparecimentdaencas infeciosas (Donlan and
Costerton, 2002).

Devido ao envelhecimento da populacdo e a cresgetessidade da utilizacdo de
dispositivos médicos para substituir e/ou pararegpcidos, as infecbes associadas a
biofilmes tendem a aumentar consideravelmente @edhd Gilmore, 2008). Como tal,
uma melhor compreensdo acerca do comportamentoiofitme é particularmente
importante devido aos varios problemas associadosua presenca. Uma vez
desenvolvidos, os biofilmes sdo mais dificeis aeawer completamente (Simdes et al.,
2007).
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1. Relacao entre a formacéao de biofilmes e o aparecime de doencas

A maior parte das infecdes bacterianas envolveormdcéo de biofilmes (Behlau and
Gilmore, 2008). Especialistas do Centro de Contdeldoencas e Prevencdo estimam
que 65% das infe¢bes bacterianas desenvolvidasierartos pressuponham a formagéao
de biofilmes (Tabela 3) (Prakash et al., 2003).

Embora varios estudos mostrem que a formacao diéri@e ndo é necessariamente a
causa de infecdes persistentes, estes sdo dédlifédicacao e, portanto, merecem uma
atencdo especial (Brady et al., 2008). Deste mt&lo, vindo a ser desenvolvidas

estratégias antimicrobianas, com o objetivo derotart as infecbes agudas causadas

por estas bactérias planctonicas provenientesaditnioe (Fux et al., 2003).

A formacéo de biofilmes e posterior desenvolvimatgouma patologia € um processo
particularmente relevante nos pacientes imunocomgtidos, nos quais a capacidade
de combater organismos patogénicos invasores sentemcdeficiente (Donlan and
Costerton, 2002).

Tabela 3- Lista parcial das infe¢cdes humanas que envohiefiimes (adaptado de Fux et al., 2005)

Infecdo/Doenca Espécies bacterianas envolvidas
Caries Dentarias Cocos Gram-positivos acidogénic&teptococcus sp
Periodontite Bactérias orais anaerdbias Gram-negativas
Otite média Haemophilus influenzae
Amigdalite crénica Varias espécies
Pneumonia/Fibrose cistica Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia
Endocardite Streptococcugrupo ViridansStaphylococcus
Fascite necrotizante Streptococcugrupo A
Infecdes musculoesqueléticas Cocos Gram-positivos
Osteomielite Varias espécies
InfecBes do trato biliar Bactérias entéricas
Pedra nos rins infeciosa Bacilos Gram-negativos
Prostatite bacteriana E. colie outras Gram-negativas
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Os mecanismos pelos quais os organismos preseotdsiofilme sdo capazes de
provocar determinada doenca no organismo hospeiheiteem: i) desprendimento de
células ou agregados de células do biofiime deodiipos médicos de longa
permanéncia, resultando em infecdes na correntgusaa ou trato urinario; ii)

producdo de endotoxinas; iii) resisténcia ao siatémune do hospedeiro; iv) troca de
plasmideos resistentes entre células do biofilmereducdo da suscetibilidade aos

agentes antimicrobianos (Donlan, 2002; Donlan apstétton, 2002).

2. Biofilmes e infe¢des associadas a dispositivos nl

As infecOes associadas a dispositivos médicos fasprimeiras infe¢des clinicas a
serem identificadas como tendo etiologia de bidijlmm que a sua formacgao poderia
ser facilitada pela resposta inflamatéria do hosped devido as suas moléculas
inflamatorias facilitarem a aderéncia a superfowedispositivo (Hall-Stoodley et al.,
2004).

Estes biofilmes foram observados pela primeira neznicio dos anos 80, onde a
microscopia eletronica revelou a presenca de bastélepositadas na sua superficie
(Hall-Stoodley et al., 2004).

De acordo com Das et atit; in Nishimura et al., 2006), os biofilmes desempenbam

papel importante na infecdo cronica associada positivos médicos implantados
(Nishimura et al.,, 2006), uma vez que uma grandecepgagem das infecdes
hospitalares, cerca de 60%, esta relacionada cdornaacédo de biofilmes nestes

dispositivos (Behlau and Gilmore, 2008).

Os dispositivos prostéticos de longa permanénaiasiélo fundamentais a salvar vidas
e tém aumentado a qualidade de vida de muitosriasiemas a presenca de um corpo
estranho no organismo predispde e dificulta a ex@gdo de infecbes bacterianas e
fungicas (Behlau and Gilmore, 2008), representamdgroblema para as pessoas que
necessitam destes dispositivos (Costerton et@39;1Donlan and Costerton, 2002).
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A natureza de um corpo estranho invasiwadyelling foreign body tanto um
dispositivo implantado como um objeto que entrawets de um trauma, influencia
profundamente a dindmica patogénico-hospedeiroinfles presenca de um corpo
estranho possibilita que uma pequena quantidadeddalo cause infecdo; permite que
um organismo nao-patogénico colonize o corpo dstraimfetando-o; permite que um
patogénico persista indetetavel no local da infe@@@uz uma resposta inflamatéria
cronica locale limita a inducéo e efetividade de uma respostaodhal na presenca de
infecdo cronica e persistente (Behlau and Gilm2068).

Embora os dispositivos médicos possam diferir ametde no design e nas
caracteristicas de utilizac&o, fatores especifionso a duracéo de utilizacdo, nimero e
tipo de organismos a qual o dispositivo est4 expastaxa de fluxo e a composicao do
meio, o material de construcdo do dispositivo eadaristicas fisico-quimicas da
superficie, determinam a suscetibilidade de um ogitipo para a contaminacéo
microbiana e formacdo de um biofilme (Donlan, 200djna vez que as células
bacterianas aderem irreversivelmente e produzelsspohrideos extracelulares para
desenvolver um biofilme, a taxa de crescimentdfl@éenciado pela taxa de fluxo, pela
composicao de nutrientes do meio, pelo agente mmtilmano, pela concentracdo e

temperatura ambiente (Donlan, 2001).

Varias infegbes nosocomiais como as relacionadas @auso de cateteres venosos
centrais, cateteres urinarios, proteses de vahadediacas, e dispositivos ortopédicos,
estdo associadas a biofilmes que aderem a supaitisibiomateriais (Tabela 4) (Davey
and O'Toole, 2000; Stewart and Costerton, 2001).

A erradicacdo de uma infecdo provocada por formdeaiofiimes é possivel, quando
implementada antibioticoterapia tdo cedo quantsipek e se for usada a concentragédo
adequada e suficiente de antibiético para tratanfacdo. Qualquer atraso na

implementacéo desta terapia pode resultar na theatamento (Prakash et al., 2003).
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Tabela 4- Exemplos de infec6es comuns associadas a inegléatiaptado de Davey and O'Toole, 2000)

Doenca

Tipo de implante Organismo(s) encontrado(s) associada/consequéncias

S. epidermidis,

. Endocardite
S. sanguis

Prétese de valvula cardiaca

P. aeruginosa,

Lentes de contacto . . Ceratite
S. epidermidis
. S. epidermidis, o .
Cateter intravascular P Septicémia, Endocardite
S. aureus

P. aeruginosa, S. epidermidis

Septicémia, Falha do di iti
S. aureus epticemia, Falha do dispositiv

o

Coracéo totalmente artificial

E. coli, P. aeruginosa,

. o Bacterilria
E. faecalis, Proteus mirabilis

Cateter urinario

S. epidermidis,
S. aureus

o

Prétese de articulacéo Septicémia, Falha do dispositiv

P. aeruginosa, E. coli,

. . Pneumonia
S. epidermidis, S. aureus

Tubo endotraqueal

Streptococcus,

Staphylococcus Falha da protese

Protese das cordas vocais

Os biofilmes presentes em dispositivos médicos moder compostos por bactérias
Gram-positivas Enterococcus faecalis Staphylococcus aureusStaphylococcus
epidermidise Streptococcus viridanou Gram-negativasggcherichia coli Klebsiella
pneumoniagProteus mirabilise Pseudomonas aerugingsau, ainda, leveduras (Figura
4) (Donlan, 2001).

Estes organismos podem ter origem na pele de pesien profissionais de saude, da
agua da torneira, ou de outras fontes no ambi@ueiofiimes podem ser compostos
por uma unica espécie ou por diversas espéciesndepdo do dispositivo e do tempo

gque permanece no organismo do paciente (Donlari,)200
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Figura 4 - Imagem de um biofilme detaphylococcus

spp na superficie interna de um dispositivo médico de

longa permanéncia (adaptado de Donlan, 2002)
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. Mecanismos de resisténcia e tolerancia dos biofilmeao tratamento

antimicrobiano

Numa perspetiva médica, o aspeto mais importargdaetérias de um biofilme é a sua
capacidade de resisténcia a eliminacdo por qualgquecanismo de defesa do
hospedeiro ou mesmo pela intensa terapia antimamralpor longos periodos de tempo
(Ehrlich et al., 2005).

Os biofilmes bacterianos sédo extremamente diftieidetetar em diagnosticos de rotina
e, para além disso, facilitam a propagacédo dastéesias aos antibidticos através da
promocao da transferéncia horizontal de genes ¢Fak, 2005). S&o portanto, a raiz de
muitas infecbes bacterianas persistentes clinicemienmportantes (Fux et al., 2003;
Hall-Stoodley and Stoodley, 2009).

Estas resisténcias para com os ataques, sejanmsgded®ro ou de cariz farmacoldgico,
resultam, em parte, devido ao facto do biofilme tdx@@no conter uma grande
diversidade de nichos ambientais no que diz respailisponibilidade de nutrientes, pH
e tensdo @(Ehrlich et al., 2005) e a diminuicdo da penetradd® antibidticos devido

as interacbes com a matriz exopolissacaridica (€aret al., 2005; Holmberg et al.,
2009). Portanto, o facto de as bactérias possuirempluralidade fenotipica garante a
sobrevivéncia de algumas a qualquer tipo de trateom@ntimicrobiano com base em

consideracdes metabdlicas (Ehrlich et al., 2005).

De acordo com Ceri et alcit. in Nishimura et al., 2006), as bactérias presentes num
biofilme apresentam um aumento drastico da resistéa agentes antimicrobianos,
guando comparadas com bactérias plancténicas (hlishiet al., 2006), conseguindo
suportar concentracdes de antibidticos 1000 vempsriores aos niveis letais para
bactérias planctonicas, sugerindo que as célulashiofilme poderdo ter uma atividade
metabdlica alterada (Behlau and Gilmore, 2008; 8teand Costerton, 2001).

Essa atividade metabdlica alterada realmente va+ife, uma vez que, nem todas as
células recebem a mesma quantidade de nutriemié® di® biofilme. Esta limitacédo de

nutrientes ira reduzir as taxas de crescimentadestie crescimento lento), originando

26



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

diferentes estados metabdlicos, 0 que torna asérnmstmenos suscetiveis aos

antimicrobianos (Ferreira et al., 2010).

Para além de muitos outros investigadores, Costartoal. (1999) e Prakash et al.
(2003) propuseram varias hipoteses para explicéa essisténcia, embora nédo

necessariamente limitada aos seguintes aspetas €y

O primeiro mecanismo consiste na dificuldade ddoygs agente conseguir penetrar o
biofilme na sua total profundidade (Costerton et H999; Prakash et al., 2003). Esta
dificuldade deve-se a presenca de EPS, constisuifatenatriz do biofilme que, embora
possa nao inibir totalmente a penetracao de atiibgno biofilme, pode atuar como
barreira fisica/quimica retardando a difusdo ddsbiaticos e diminuindo a taxa de
difusdo de outros solutos, suficientemente parazinc expressao de genes dentro do
biofilme que medeiam a resisténcia (Costerton.efi@b9; Hall-Stoodley and Stoodley,
2009; Prakash et al., 2003). Também a carga denprs e enzimas degradantes de
antibioticos (beta-lactamases) na matriz, que sadugidas em resposta a exposicao de
antibiéticos, podem levar a ligacdo e/ou desativalg moléculas de antibidticos que
estdo a tentar alcancar as células inclusas nintéofFux et al., 2005; Hall-Stoodley
and Stoodley, 2009; Prakash et al., 2003).

Os antibioticos tém mostrado facil penetracdo niodillnes em alguns casos. No

entanto, podem também apresentar dificil penetragi@ndendo do tipo de agente
antimicrobiano, do tipo de bactéria e do tipo defilohe (Costerton et al., 1999; Hall-

Stoodley and Stoodley, 2009).

Suci et al. ¢it. in Donlan and Costerton, 2002) demonstraram ocomédei uma
penetracdo tardia de ciprofloxacina em biofilmedPdeudomonas aeruginas@ que
normalmente demorava 40 segundos numa superfitéeil,epassou a demorar 21

minutos numa superficie contendo biofilme (Donlad €osterton, 2002).

Uma segunda hipotese para explicar a reduzida tdudade dos biofilmes aos
antibioticos baseia-se no facto de algumas dadasétip biofilme atravessarem um
periodo de limitacdo de nutrientes levando a urecareento lento ou até mesmo a sua

estagnacdo (fase estaciondria semelhante a doajépcidendo contribuir para a

27



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

expressdo de resisténcia generalizada ou toleraosiaantibidticos (Costerton et al.,
1999; Hall-Stoodley and Stoodley, 2009; Prakasdl.e2003).

O terceiro mecanismo é considerado o mais espaaulatlativamente as hipoteses
anteriores e postula que, pelo menos algumas daksdao biofilme adotam um
fendtipo distinto e protegido. Este fenotipo naor@a resposta a limitacdo de nutrientes,
mas sim uma resposta biologicamente programadaopar@scimento numa superficie
(Costerton et al., 1999; Stewart and Costerton1200

Em quarto lugar, até 40% da composi¢cdo proteicpasade celular de bactérias em
biofilmes, é alterada relativamente as dos seusblugos planctonicos, possibilitando

bombear os antibidticos antes que possam exestex funcao (Prakash et al., 2003).

Por ultimo, o agente antimicrobiano € desativado@@dantes reativos nas camadas
mais externas do biofilme, mais rapidamente dosgudifunde (Prakash et al., 2003).

Biofilmes também proporcionam um nicho ideal para t@ca de DNA
extracromossoOmico responsavel pela resisténciaradsoticos, fatores de viruléncia e
capacidade de sobrevivéncia ambiental em taxagradals, tornando-se um perfeito
meio para a emergéncia das resisténcias (Prakash2103).

TR e e Estado de crescimento lento ou de ndo-

fisica/quimica \
/

crescimento

8
Enzimas degradantes de — l,:":;‘ iy | — Alteragdona composi¢io da parede
ey . ¥l
antibioticos, Carga de polimeros \y celular
Desativagdo por oxidantes Troca acelerada de plasmideos
reativos resistentes aos agentes
antimicrobianos

Figura 5 - llustracao dos mecanismos de resisténcia anmbiniana
por um biofilme maduro (adaptado de Prakash e2@0Q3)
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A concentracdo minima inibitéria (CMI) e a concagfio minima com poder
bactericida (CMB) séo valores padréo em testesusieetibilidade aos antimicrobianos
e servem como referéncias importantes no tratamed#o infegcbes agudas.
Especificamente, estes parametros avaliam o elegoantibioticos contra organismos

planctonicos que se encontram em fase de cres@regpbnencial (Fux et al., 2003).

Num estudo realizado por Nishimura et al. (2006)bera os agentes antimicrobianos
tenham mostrado efetividade em bactérias planaénies valores de CMB, referentes
as bactérias presentes no biofime foram elevadasa ptodos o0s agentes

antimicrobianos, demonstrando assim que o trataneamh estes agentes €, geralmente,

ineficaz apos a formacgao do biofilme (Nishimuralet2006).

Em geral, concentragfes de antibioticos 10 a 1@@svacima da CMI sdo necessérias
para atingir efeito bactericida sobre patogéneofasmde crescimento lento no interior
do biofilme, o que impossibilita a erradicacdo dmgentes causadores da infecéo

somente com antibiéticos (Salles, 2008).

A escolha inicial do antibiotico mais adequado ratatnento depende inevitavelmente
do patogéneo causador da infecdo e do seu padr&erggbilidade (Darley and
MacGowan, 2004). A maior parte dos antibidticos)ads eficaz em matar rapidamente
células em crescimento do que células em fasei@séaia (Fux et al., 2003). O sucesso
do tratamento deste tipo de infe¢cbes depende,go Iprazo, da terapia com elevadas
doses de antibidticos e da remocéo de qualquetoobgtranho ao organismo (Fux et
al., 2005).

Contudo, os antibioticos podem suprimir sintomasnfiecdo ao matarem as bactérias
livremente suspensas que vao sendo libertadaspn@sasonseguem erradicar as células
bacterianas ainda incorporadas no biofilme. Aposragem do tratamento

antimicrobiano, o biofilme pode agir como um foce uhfecdo, resultando na sua
recorréncia e persistindo até que a superficiencdda seja retirada, cirurgicamente,

do organismo (Stewart and Costerton, 2001).

Antibidticos beta-lactamicos, tais como a metialimxacilina e penicilina, atuam na
parede celular das bactérias. Estes antibiétiaiszam as transpeptidases, de modo que

peptidoglicano da parede celular ndo possa segtigiatlo. Uma vez que esta classe de
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antibioticos ndo € eficaz contra MRSA, glicopéptidcomo a vancomicina e
teicoplanina tornaram-se as drogas de escolhaop@edamento destas infecbes (Brady
et al., 2006).

No entanto,S. aureuscom sensibilidade intermediaria aos glicopéptidssdo a
comecar a surgir. Resisténcia aos antibioticoseaaimente resisténcia a meticilina,
normalmente resulta num atraso de terapia antibmmna adequada e eficaz. Este
atraso aumenta as hipoteses para o desenvolvirderdsteomielite cronica e infecoes
associadas a implantes (Brady et al., 2006).
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IV.  Infecdes ortopédicas mais relevantes associadaénfiacdo de biofilmes

Hoje em dia, os implantes ortopédicos tornaram4se aomponente essencial da
medicina moderna e a cirurgia de implante uma gasagdes mais comuns devido ao
sucesso deste procedimento para restaurar arfi@slaganificadas, alivio da dor e
melhoria da mobilidade (Khosravi et al., 2009; Wedn2001).

As infe¢cdes em proteses ortopédicas e noutros iaatenplantados no corpo humano
sdo um problema bastante significativo devido a mmbidade e tendéncia para

ocorrerem recaidas graves (Holmberg et al., 2008skavi et al., 2009).

7

O fator mais importante tanto a nivel clinico commonémico é a prevencdo da
ocorréncia de infe¢cdo. No entanto, uma vez esteidaléenfecdo, € necessario prestar ao

paciente o tratamento mais rapido, agressivo az{i€hosravi et al., 2009).

Devido a ascenséao da esperanca média de vida ises jradustrializados, o nimero de
pacientes que necessitam de implantes ortopédatsuaara a crescer, assim como o
risco de desenvolverem infecdes relacionadas ceeu @so (Widmer, 2001).

Implantes ortopédicos tém revolucionado o tratameid fraturas oOsseas e artrite
comum ndao infeciosa. Hoje, o risco de infecéo reteda a dispositivos ortopédicos
(ODRI) é <1%-2%, devido a seguranca e biocompatdile destes dispositivos
(Widmer, 2001).

Nos ultimos anos, um grande numero de pacientesvelglevado sucesso, quando
submetido a tratamentos com implantes ou prétedepéalicas. No entanto, no poés-
operatorio, alguns pacientes vieram a sofrer degGds bacterianas graves com essas
préteses (Adachi et al., 2007).

Sabe-se que 0s materiais prostéticos atuam como paia O crescimento de
microrganismos &aria segundo o tipo e estado do material, poistexi evidéncias de
que materiais corroidos aumentam e facilitam ocoremnto e estabilizagdo do biofilme
(Bertucci and Tedrus, 2010). Segundo Ramage écialin Nishimura et al. 2006), a

31



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

tensao superficial, hidrofobicidade de superfinigosidade e composi¢cao quimica dos

implantes, afetam a ades&o bacteriana (Nishimuah, &006).

Infecgbes relacionadas com implantes desenvolvema&smo aquando controlo e
realizacdo de todos os procedimentos de limpezesmfdccdo antes e apés cirurgia,
por pessoal especializado (Nishimura et al., 20@8p tem estimulado a reavaliacdo
outras técnicas cirdrgicas e novos conceitos rapiterantimicrobiana (Bernard et al.,
2003).

O tratamento para as infecfes bacterianas envpére, além de terapia com agentes
antimicrobianos, remocéo cirargica do dispositimeiado e cirurgias reconstrutivas.
Os pacientes tém que ser hospitalizados por lopgwedos de tempo e podem perder a

capacidade fisica (Adachi et al., 2007).

Como tal, uma abordagem néo-cirirgica ou minimaeagmasiva é atrativa tanto para
0 paciente como para o medico, especialmente paqgoioria dos pacientes com
proteses nas articulacbes sdo idosos e portaderemrdorbidades significativas. A
selecdo adequada dos pacientes permite um tratamemt sucedido da infe¢do, com
resgate do implante. Uma avaliagdo cuidadosa duergas, suas doencgas subjacentes,
o tipo de implante, a qualidade do tecido 6ss@on diagndstico inequivoco de infecéo

Sao pré-requisitos para uma boa gestao de tagdedeTabela 5) (Widmer, 2001).

Tabela 5- Critérios para selecéo de pacientes para trai@nte ODRI's com salvamento do implante
(adaptado de Widmer, 2001)

Critérios

* Infecdo aguda com sinais e sintornad-28 dias

+ Implante estavel sem sinais e sintomas de perdmfej
« Diagnoéstico estabelecido pelo isolamento de miensiggnos individuais de mdltiplas espécies
* Resultados histopatologicos positivos

» Suscetibilidade dos patogéneos aos agentes artbidaos via oral

e Agente antimicrobiano com efetividade provada emdss com humanos ou animais
« Paciente apto e motivado para se submeter a lenggia antimicrobiana
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1. Infecdes de proteses articulares (PJI)

A presenca de implantes € um fator predisponenta padesenvolvimento de uma
infecdo uma vez que, apds colocacdo cirdrgica dolaime, é desencadeada uma
resposta inflamatéria cuja intensidade dependerécataposicdo quimica, forma,

tamanho, estabilidade mecanica, bem como da lacdlz do objeto (Behlau and

Gilmore, 2008).

Quando a prétese é inserida no local, esta é ita@aéate recoberta por proteinas do
hospedeiro e por diversos constituintes sanguigeaso proteinas, macromoléculas
plasmaticas, eritrocitos e plaquetas, os quaist@mm uma excelente fonte de ligacao
para bactérias através de uma série de eventodetagdo quimica e fisica (Bertucci
and Tedrus, 2010; Brady et al., 2008).

PJI &, felizmente, uma infegcdo pouco comum apostisuigdo da articulagéo do joelho
e/ou anca (Darley and MacGowan, 2004). No entaafesentam a complicacdo mais
devastadora e probleméatica com elevada morbidadeste substancial (Trampuz and
Zimmerli, 2005). Para além de hospitalizacdo prgémla, 0s pacientes podem
apresentar o risco de complicacfes associadasrgiairtratamento antimicrobiano por
mais de seis semanas até varios mesa® remocao cirargica da protese (Darley and

MacGowan, 2004; Trampuz and Zimmerli, 2005).

A presenca de microrganismos na superficie proatétipré-requisito para a ocorréncia

de infecdo associada a protese (Bertucci and Te20as).

Os organismos Gram-positivos sdo responsaveisrpaiaria das infecdes do osso e

articulacdes (Darley and MacGowan, 2004).

Os organismos patogénicos mais comummente encoatrs@lo osStaphylococcus
coagulase-negativo (CoNS), seguidos &taphylococcus aureugFigura 6). No
entanto, quase todos 0s organismos podem estalvielng) incluindoEnterococcus
StreptococcuysCorynebacteriumEnterobactérias e anaerdbios (Darley and MacGpowan
2004).
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Figura 6 - Biofilme deS. aureusausador de PJI

(adaptado de Trampuz and Zimmerli, 2005)

A patogénese da infecdo de proteses articular@gelationada com o crescimento de
microrganismos em biofilmes, tornando estas infecddiceis de diagnosticar e

erradicar (Figura 7) (Trampuz and Zimmerli, 2005% biofilmes crescem lentamente,
em um ou mais locais, levando a que os sintomageigsda infecdo se manifestem
mais tardiamente (Costerton et al., 1999).

Figura 7 - Fotografia intraoperatéria de uma

articulacéo infetada (Ehrlich et al., 2005)

A cirurgia de substituicdo articular tornou-se nunies cirurgias prostéticas mais
frequentes nas Ultimas décadas (Bernard et al.3;208ylor and Webster, 2009;

Trampuz and Zimmerli, 2005), tendo em conta a agvet melhora relativamente aos
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resultados cirdrgicos devido a difusdo de técnicgeratorias precisas e ao

desenvolvimento de materiais de implante de attaclegia (Lima et al., 2004). Deste

modo, tornou-se o tratamento de primeira escolha pacientes com idade superior a
55 anos, com dor severa e incapacidade de molaibzagidmer, 2001).

No entanto, por ser uma cirurgia de grande poriedaase detetam inumeras
complicacbes pos-operatodrias, destacando-se admfegmo sendo a de mais dificil

resolucao (Lima et al., 2004).
i. Incidéncia

As artroplastias ocorrem numa pequena percentagerpadientes. No entanto, em
termos de ortopedia, 1,5%-2,5% de todas as arsiggade joelho e anca apresentam
tendéncia para se tornarem infetadas (Taylor andbsWe 2009), resultando em
sintomas dolorosos persistentes, necessidade de aoweracdo, potencial perda do

implante com reducao da qualidade de vida e, algw®zes, 6bito (Salles, 2008).

Mesmo com os avan¢os nas medidas de prevencaopsiay e tratamento precoce, 0
namero absoluto de pacientes com infecdo asso@agedteses articulares devera
aumentar pelo risco prolongado de adesdo de mammgos no implante e pela
melhoria nas técnicate detecdo dos agentes infeciosos causadoresfdméi(Salles,
2008).

ii. Etiologia

A maioria das infecoes pode apresentar trés viagcoeréncia: 1) peri-operatéria

inicia-se durante o ato cirdrgico através da inagfib direta no implante ou nos tecidos
por microrganismos da pele do paciente ou dos gwmiofiais de saude e também por
patogéneos suspensos no ar; _2) hematogémpem disseminacdo de patogéneos
originarios da boca, trato respiratorio e urinapele e tecido subcutaneo ou gastro-
intestinal, ou por inoculacdo direta apos traumainugia; 3)_contiguapor reativacao
de focos quiescentes (pioartrites, osteomielitesmanipulacdes cirdrgicas prévias)
(Tabela 6) (Lima et al., 2004; Salles, 2008; Tramand Zimmerli, 2005).
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A infecdo é tipicamente causada por patogéneoszeapde produzir biofilme no
implante metalico e/ou cimento ortopédico (Salk&X)8). Dos organismos causadores,
a maioria (50 a 60% sao bactérias Gram-positivas 20% bactérias Gram-negativas,
e 10 a 20% envolve infecdo mista com predominé&teibactérias aerdbias (Lima et al.,
2004).

Tabela 6- Classificagdo das infe¢cdes associadas a prdtadaptado de Trampuz and Zimmerli, 2005)

Classificacéo | Caracteristicas

De acordo com a via de infecéo

Inoculacdo de microrganismos no interior da ferida

Peri-operatéria L . . . . .
cirargica durante a cirurgia ou imediatamente apos

Disseminacéo de um foco de infecdo distante

Hematogénica . .
através do sangue ou linfa

Disseminacéo contigua através de um foco de
Contigua infecdo adjacente (OM pré-existente, lesdes da
pele e tecidos, trauma)

De acordo com o inicio dos sintomas apés implante

IN

Adquirida durante cirurgia de implante ou nos 2
Infecé@o precoce (<3 meses) dias seguintes, causada por organismos de alta
viruléncia S.aureusou bacilos Gram-negativos)

Adquirida durante cirurgia de implante e causada
Infec&o tardia ou de baixo grau (3-24 meses) por organismos menos virulent&tgphylococcus
CoNS,P.acne}

Causada por propagacdo hematogénica de infgcdes

Infecédo tardia (> 24 meses) distantes

iii. Fatores de risco para infecao

O risco de infecéo esta associado a condicdo dueteso, ao ambiente cirdrgico e a

cirurgia propriamente dita (Lima et al., 2004).

Relativamente ao hospedeiro, cirurgias anterioeefocal da artroplastia, presenca de
hematoma, necrose ou infecdo na ferida operatdida/iduos imunocomprometidos,
portadores de artrite reumatoide, psoriase, paadte Diabetes Mellitus, desnutridos,
obesidade e portadores de sonda vesical, contrilpagamaumentar o risco de infecao
(Lima et al., 2004; Salles, 2008).
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Quanto ao ambiente cirdrgico, é necessario a magdbe do sistema de ar
condicionado, utilizacdo de fluxo de ar laminariegbzacdo e acondicionamento
adequado dos materiais prostéticos, bem como Eaéasséptica (Lima et al., 2004). A
cirurgia propriamente dita, contribui para aumewotaisco de infecdo quando realizada
com técnica inadequada, com tempo cirargico pr@dog manipulacdo excessiva de

partes moles e niumero elevado de pessoas no lpecatdrio (Lima et al., 2004).

Zimmerli e col. €it. in Salles, 2008) publicaram um algoritmo de tratameoh
artroplastias de anca e joelho infetadas, que tentansideracdo os fatores de risco

avaliados em estudos anteriores (Figuras 8 e #$53008).

iv. Diagndstico

A dor é um dos sintomas mais relevantes e maisnémacios nas infecdes em
artroplastias. Outros sinais e sintomas passiveisddntificacdo sdo: nas infecdes
precoces dor local, hematoma infetado, calor e edema ndafeoperatéria, derrame

articular, hiperemia, fistula e necrose cutanea; inéecbes demoradasoltura da

protese, perda precoce da prétese com dor artipalaistente e reducdo da amplitude
de movimento, alteracdo na progresséao da reaBitifaas infecdes tardiasintomas de
sepsis (Lima et al., 2004; Salles, 2008).

Entretanto, na evolucdo do processo de diagnéptiderdo ser realizados estudos de
laboratério que englobam exames sanguineos; estudos histagiatdp estudos
microbioldgicos (recolha de amostras pré e intresipgas ou recolha do implante ou
seus fragmentos); estudos de imagem (radiografigplss, artrografia de contraste,
ultrassonografia, medicina nuclear, tomografia cotaizada e ressonancia magnética)
(Lima et al., 2004; Trampuz and Zimmerli, 2005).

V. Tratamento

Estas infecdes podem ser classificadas de acomoocéempo que decorre entre a
cirurgia e o aparecimento dos sinais e sintomasfdedo em:; precocéaté 3 meses),
resultante da contaminacéo peri-operatéria caupad&®. aureusou bacilos Gram-

negativos; demorad@ a 24 meses), geralmente causada por microrgasigi baixa

viruléncia inoculados durante a cirurgia co@taphylococcusoagulase-negativo ou
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Propionibacterium acnese tardia (ap0s 24 meses), geralmente decorrente da
disseminacdo hematogénica de infecbes cutaness, respiratorias ou urinarias psr
aureus Streptococcudeta-hemoliticos ou bacilos Gram-negativos (Tabgl&Salles,
2008).

O objetivo principal do tratamento € erradicar f@gao mantendo a funcionalidade da
articulacdo e mantendo-a livre de dor. As estrategie tratamento incluem a

manutencdo da protese (antibioticoterapia de ssfiwege desbridamento do tecido
infetado com retencdo do implante), troca da pedtesmocao da prétese com troca em
tempo unico ou em dois tempos) e salvamento (&tmdartroplastia de ressecéo ou
amputacao) (Tabela 7) (Lima et al., 2004; Salle832.

Tabela 7- Métodos de tratamento para ATJ infetadas (adapde Lima et al, 2004)

Manutengéo da protese Troca da prétese Salvamento
Antibioticoterapia de supressap Tempo Unico Artsade
Desbridamento cirdrgico Dois tempos Artroplastiaeisecao
Amputacéo

Fatores importantes que determinam a melhor oggégica sao a condicao clinica e a
longevidade do paciente que possam permitir maigudoum procedimento cirdrgico
em pouco tempo e também o tempo de desenvolvindenitfecdo. Infecbes precoces e
tardias que, geralmente, manifestam sintomas emcopoiempo, tém menor

possibilidade de formacéo de biofilme ou solturpddese (Salles, 2008).
v' Antibioticoterapia de supressao

A terapéutica antibidtica ideal deve ser bactesigpdra patogéneos com habilidade de
adesdo em biomateriais, de crescer lentamenteferrdar biofiime. A melhor opcgao

terapéutica para as infecbes em préteses ortogéthva em consideracdo varios
aspetos incluindo a duracéo dos sintomas, estatidi@ idade do implante, condicbes
de imunidade e comorbidades do hospedeiro, as @ieslido parénquima 6sseo e do
tecido celular subcutdneo e a agressividade el mfisensibilidade do patogéneo

38



Importancia da formacéo de biofilmes nas infe¢@sseiadas a proteses ortopédicas

(Salles, 2008). Tem como base os resultados darawe bactérias e antibiograma mas,

apresenta resultados com baixos indices de su@gssnet al., 2004).
v Desbridamento cirlirgico

O desbridamento com retengcéo do implante pode reer ap¢éo de tratamento, com
taxas de sucesso maiores que 70%, para infecoascdee joelho em pacientes com
infecdo precoce e tardia, se determinadas condiigiem preenchidas (duracdo de
sinais e sintomas de infecéo inferior a trés semjaestabilidade da protese; boas
condi¢des da pele e tecido subcutaneo; patogérseetsatel a agentes antimicrobianos
ativos contra micorganismos em biofilmes). O traata com antibidtico endovenoso
deve ser mantido por 2-4 semanas seguido de teompladurante 3-6 meses para
artroplastia de anca e joelho, respetivamente (&igu(Lima et al., 2004; Salles, 2008;
Trampuz and Zimmerli, 2005).

| Precoce (< 3 Meses) | | Hematogénica

Duragdo Sintomas Clinicos

Condicoes do Implante

Condigées Pele/TCSC

Cultura Prémopératoric
Liguida Sinovial ou
Hematoma

Sensibilidade ATB

Procedimento Cirtrgico

Figura 8 - Algoritmo de tratamento de artroplastias infetad
(adaptado de Salles, 2008)
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v Remocéao da protese com troca em tempo Unico

Na Europa, o procedimento cirtrgico mais frequestam utilizado é a troca da prétese
infetada em tempo Unico, sendo precedida de adacualiacdo dos fatores de risco
responséaveis pela faléncia do tratamento tais aptipw de infecadprecoce, demorada

ou tardia), a duracdo da infe¢@oestabilidade do implante microrganismo envolvido

na infecdoe a _gqualidade da pele e tecido subcutaf@eando bem selecionados e

avaliados, estes pacientes apresentam altas taxasrd a longo prazo e vantagens
como: menor tempo de imobilidade, reducdo dos sustde morbidades relacionadas

com os procedimentos cirurgicos (Salles, 2008).

Este procedimento inclui a remocdo da proteseredntdo de uma nova, durante o
mesmo procedimento cirdrgico. E uma abordagem adieqa pacientes com tecidos
moles intactos ou apenas ligeiramente comprometidesn uma taxa de sucesso de 86

a 100% em pacientes selecionados corretamente ficaamd Zimmerli, 2005).

Se a infecdo estiver a ser causada por microrgasisasistentes ou dificeis de tratar
como (MRSA, Pseudomonas aeruginoseesistente as quinolonagnterococcus
pequenas colbnias variantes Staphylococcusu fungos) é preferivel a troca em dois

tempos (Trampuz and Zimmerli, 2005).
v Remocéao da protese com troca em dois tempos

A terapia mais comummente usada para infecdo deggr@éomum é a troca de prétese
em dois tempos separados por 6 semanas de actib@oéipia intravenosa. I1sso resulta
muitas vezes em longos periodos de hospitalizagioprometimento funcional grave,

morbidade e, por vezes, aumento da mortalidaden@Baet al., 2003).

Esta técnica envolve a remocéo da protese e resded¢ado o tecido infetado e baseia-
se na remoc¢ao do implante seguida da colocacaandespacador impregnado com
antibiético, seguida de um segundo tempo cirirgia@ a colocacdo de uma proétese
definitiva, sempre acompanhado de terapia comiatitib por um periodo prolongado

de tempo (4 a 6 meses) (Lima et al. 2004; Sall@33R A colocacédo do espacador com
antibiético como primeiro passo no tratamento dacéo, esta relacionado com a
libertacdo local de antibidtico e com a ocupacdoedpaco morto intra-articular,
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impedindo a formacdo de um hematoma que € um atebi@voravel para a

proliferacédo e perpetuacdo da infecao (Lima e2@D4).

Os pré-requisitos para este método de tratamediteim: massa 6ssea adequada e nivel
minimo de comorbidades, de modo a permitir varrosgdimentos cirdrgicos (Bernard
et al., 2003).

Se nao forem isolados microrganismos dificeis déaity deve ser usado um curto
intervalo de tempo até nova reimplantacdo (2-4 ses)ae devera ser usado um
espacador de cimento impregnado com antibiéticanipuz and Zimmerli, 2005).

Se forem isolados microrganismos dificeis de tratavera ser usado um intervalo de
tempo maior (8 semanas) sem espacador. Este proa@di € 0 que apresenta maior
taxa de sucesso (maior que 90%), no entanto, descp®ra 0 paciente sdo mais
elevados do que para outras opg¢des cirdrgicas @uzaeind Zimmerli, 2005).

v Artrodese

A remocao permanente do implante ou artrodese angente indicada para pacientes
imunocomprometidos graves, usuarios de drogas endsas e aqueles que nao é
esperada melhoria funcional apds cirurgia. Comerradtiva, pode ser usada a
antibioticoterapia, indicada para pacientes semsipilisades clinicas de realizar
cirurgias ou se recusam outro procedimento cirarffriigura 9) (Salles, 2008; Trampuz
and Zimmerli, 2005). Esta opcao apenas controlsid®mas, ndo erradica a infecao,
podendo ocorrer recidivas em 80% dos pacientes @a®svapia antimicrobiana seja
interrompida (Bernard et al., 2003; Trampuz andrdarli, 2005).
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Retirada da Protese

o Intacta ou Pouce Moderada ou muite danificada
67t Danificada Abscesso, fistula
l |
v 4 ¥
Agentes difici Condigées gerais Cosmorbidades
o= dos paciente ou
ﬂaﬁt{‘o‘f’ﬁ tralapents Risco elrorgleo Imunodeprimido
) e MRSA, BGN MR .
90& Debilitado, acamado Usuarios de drogas
Enterocccus . o
Sem condigSes p/ Sem mealhora funcional
Fungos outra cirurgia (sem mobilidade)
r 4 ¥ L 4 ¥
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. Unles Intervale Longs SUpressic com Prétese sam Ros |ntervalo curio
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Figura 9 - Algoritmo de tratamento de artroplastias infetad
(adaptado de Salles, 2008)

v Artroplastia de recesséao

Nesta forma de tratamento retira-se a articulagBdxando um espaco que sera
preenchido por tecido fibroso, conferindo algumtatEidade articular. E necessario o
uso de ortese, apoio ou dispositivo externo aphiGea membro inferior para modificar

0s aspetos funcionais ou estruturais do sistemaomeisculoesquelético (Trampuz and
Zimmerli, 2005).

v' Amputacéo

Utilizada somente em casos dramaticos, nos qugisadro infecioso pde em risco a

vida do paciente (Lima et al., 2004).
v' Terapia antimicrobiana

O tratamento intravenoso deve ser administrado gmp@imeiras 2-4 semanas, seguido

de terapia oral para completar o ciclo de trataméhtampuz and Zimmerli, 2005). O
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tratamento sugerido tem a duracdo de 3 meses paes@s de anca e 6 meses para

proteses de joelho (Trampuz and Zimmerli, 2005).

Terapéutica antimicrobiana deve ser sempre combicadh a cirurgia. A principal
dificuldade na andlise da eficacia da antibioticgi& para o tratamento de infe¢bes de
protese articular esta em saber exatamente quedgpprocedimento cirdrgico foi
realizado. Outro fator € a heterogeneidade e peqnémero de casos de infecdes em
préteses articulares incluidos nos estudos deigeaapimicrobiana. Acredita-se que a
terapia combinada € mais eficaz na prevencdo dmesso do tratamento secundario

para o aparecimento de organismos resistentesdigleenal., 2003).

A terapia ideal para infeccdes estafilococicasuinal rifampicina que apresenta uma
excelente actividade sobre o lento crescimentdoeeiaphylococcuaderentes. Deve
ser combinada com outro antibiético de modo a edégenvolvimento de resisténcias,
sendo as quinolonas excelentes pela sua boa ooiidplade, actividade e seguranca
(Trampuz and Zimmerli, 2005). Contudo, devido esceate resisténcia as quinolonas,
outros antibidticos foram testados e combinados Gfampicina como o cotrimoxazol,

minociclina ou acido fusidico (Trampuz and Zimmezh05).

E extremamente importante que, em conjunto com iasgides ortopédicos, 0s

infectologistas avaliem os pacientes na fase pegabfwria estabelecendo e controlando
os fatores de risco para infecbes, e nas faseseppds-operatoria, determinem a
terapéutica com antibiéticos mais adequada e nra@ta 0s riscos de eventos

adversos e inducéo de resisténcia (Salles, 2008).

2. Osteomielite

A osteomielite (OM) é definida como uma infecdoodso, causada por um organismo
piogénico. Pode ser caracterizada como aguda, sdaagcronica, quando baseadas na
duracdo da infecdo (Carek et al., 2001). A sua gestia tem sido explorada
clinicamente e, diferentes tipos de osteomielidepo ser classificados de acordo com a
fonte de infecdo e a capacidade vascular do hospd@zady et al., 2008), dividindo-

se em: hematogénica, contigua e cronica (Cardk 20a1).
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Normalmente, 0 0sso € relativamente resistentéegéio, contudo, a OM pode ocorrer
se houver uma grande inoculacdo de organismostémmia de trauma, resultando em
lesdo dssea; presenca de corpos estranhos (inglanugtéticos); ou invasdo do 0sso
por uma espécie bacteriana particularmente viral@taphylococcus aureusComo
tal, a ocorréncia, tipo, gravidade e prognostiéoiab desta patologia, dependem de um
conjunto de fatores que englobam as caracterigtigasiéncia do patogénico infetante,

as propriedades do hospedeiro e a fonte de in{@ady et al., 2006).

Apo6s colonizacdo do osso e desenvolvimento de dofeagudapodem ocorrer trés
situacOes possiveis: 1) a infecdo pode ser respl2idpode tornar-se assimtomatica e
duradoura; ou 3) pode tornar-se uma infecdo cromom deterioracdo Ossea

progressiva e extenséo da infecéo (Brady et 80620

A OM hematogénica é causada pela propagacao déribaaba corrente sanguinea e é
responsavel por 20% dos casos (Brady et al., 28@R)e ser subdividida em categorias,

primaria e secundaria (Brady et al., 2006).

A OM hematogénica primaria é causada, pela inoéolale bactérias circulantes na
corrente sanguineap 0sso. Embora também encontrada na populacétaaduinais
comum em bebés e criancas, com 85% dos casos (Rtady., 2006). A OM
hematogénica, em adultos, é causada por infec@iod&@ta, a partir de um local distal
da infecéo. O local mais comum de desenvolvimera@arte distal da tibia e a leso é,
geralmente, Unica e localizada perto da metafisesdes longos (Brady et al., 2008;
Carek et al.,, 2001). Existem dois tipos de OM hegptica: vertebral e em 0ssos
longos (Brady et al., 2006; Brady et al., 2008).

Nos ultimos anos, tem-se verificado um decliniaparecimento de OM hematogénica
com aumento, em simultaneo, da osteomielite de doatiguo (Brady et al., 2008). O

termo “foco contiguo” implica que a infecdo provantte uma infecdo dos tecidos
moles adjacentes. No entanto, a OM cronica de ¢doatiguo pode também ter origem
numa infecdo aguda, onde os microrganismos saaladmws diretamente no 0Sso no
momento do trauma. A infecdo também pode ser dissela por contaminacdo

hospitalar durante procedimentos pré ou intraopecat (Brady et al., 2008).
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A OM cronica resulta, comummente, numa anormal oElagdo O0ssea e num
comprometimento vascular na area infetada. A sua jpade requerer uma extensiva

reconstrucdo éssea e dos tecidos moles (Ellingtah, 006).

Uma vez instalada infegdo cronica, nem o sistemanémdo hospedeiro, nem a
terapéutica antimicrobiana a conseguem combatesteNponto, s6 com remocao

cirdrgica do foco de infecdo se consegue compésialucao (Brady et al., 2006).

Uma vez que o tratamento cirdrgico pode afetarersewente, a qualidade de vida, os
pacientes optam muitas vezes por suprimir a remciaéatravés da terapéutica com

antibioticos a longo prazo (Ellington et al., 2006)

A maioria dos casos de OM esta associada a peska @ comprometimento dos
tecidos moles. No entanto, com os avancos da tegiaotle implante, a OM tornou-se
uma complicagcdo séria e ndo rara, de cirurgia stagiva ortopédica (Ellington et al.,
2006).

i. Espécies microbianas responsaveis pela OM

A osteomielite hematogénica €, geralmente, monafmiana, ou seja, uma unica
espécie bacteriana € isolada da regido que setemaoietada. A existéncia de mais do
gue uma espécie microbiana na mesma regiao € unteatuento raro neste tipo de

osteomielite (Brady et al., 2008).

Em lactentesStaphylococcus aureuStreptococcus agalactiae Escherichia coliséo
as espécies bacterianas mais frequentemente radapeznquanto que, em criangas, 0S
mais frequentemente isolados s&taphylococcus aureusStreptococcus pyogenes

Haemophilus influenza@rady et al., 2008).

Em adultos,Staphylococcus aureué o organismo mais comummente isolado que
produz a maioria das infecOes associadas a OMoeéas s faixas etarias (Brady et al.,
2008). No entanto, destacam-se ainda outros ageraesgénicos associados a
osteomielite, Enterococcus spp. Streptococcus spp Pseudomonas aerugingsa
Enterobacter spp Mycobacterium spp assim como espécies anaerdbias e flngicas,
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especificament€andida spp.Cada uma destas espécies representa, individuamen

uma pequena minoria das infe¢des (Brady et al8200

A principal causa da ocorréncia de infecdo ini@aldesenvolvimento de infecao
persistente e crénica, deve-se ao estado imunoldédec hospedeiro se encontrar

comprometido (Brady et al., 2008).

Na OM vertebral sdo encontrados, por vezes, baddoam-negativos aerdbios
originarios do trato urinéario ou do uso de droggstaveis como fonte de infe¢@®. (
aeruginosae Serratia marcescenapresentam elevada incidéncia em consumidores de

drogas injetaveis) (Brady et al., 2008).

Em individuos com pé diabético, sdo frequentementmntrados organismos como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spRgulase-negativdstreptococcus spp
Enterococcus sppbacilos gram-negativo e anaerébios (Brady et QD82

A OM vertebral no seguimento de um foco contigugetalmente uma infecao

polimicrobiana na qual anaerébios sdo muitas visoésdos (Brady et al., 2008).

Em contraste com a OM hematogénica, nos casos ded®Nbco contiguo, sdo
multiplas as espécies patogénicas geralmente @®latb osso infetado, sendo
Staphylococcus aureuwsStaphylococcusoagulase-negativo as que contribuem para a
maioria dos casos (75%). No entanto, bacilos Gragativo e anaerdbios sdo também
isolados (Brady et al., 2008).

ii. Diagndstico

O diagnéstico da OM pode ser bastante dificil. exmsvarios métodos de imagem que
permitem a visualizagdo do local provavel de infec@or parte dos clinicos
especializados (Brady et al., 2006).

A radiografia convencional é um dos métodos maikzados, principalmente no

diagndstico de OM cronica mas, no entanto, alte®cédiograficas no osso sao dificeis
de interpretar e pode demorar até duas semanasmpi@sda infecdo, para atingir a
perda de 30 a 50% da densidade Ossea, que é nwaites necessaria para a

visualizacdo (Brady et al., 2006). No caso de #deaguda, a ressonancia magnética
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(MRI) é eficaz no diagndstico, quando ndo assosiadenplantes metalicos (Brady et
al., 2008).

O Ultrassom é outra opcdo apesar de sO ser capdiagieosticar a infegcdo do tecido
mole em redor do o0sso, tornando-se uma técnicaefiéa@z no diagndstico da OM
(Brady et al., 2006).

A tomografia computadorizada pode ser uma técreagdurso devido ao elevado nivel
de detalhe que proporciona, particularmente emscdsoOM vertebral. No entanto,

devido a problemas de dispersdo aquando a presengmplantes metalicos, este
método nem sempre é Util no caso de implantesaiidst E também uma técnica que

exige elevado custo, o que limita ainda mais ausilidade (Brady et al., 2006).

Os radionuclideos sao bastante usados quando $sengee identificar areas de
inflamacg&o, com a vantagem de serem Uteis em saspa¢ infecdes associadas a

implantes, tendo em conta que nao existe o probtienthspersao (Brady et al., 2006).

A chave para um bom diagnostico € a realizacaondehiopsia ao tecido infetado para
obtencdo de uma amostra e, posteriormente, cldtig@ra o organismo infetante, de
modo a determinar se h4 presenca de OM (Brady, &04I6).

iil. Tratamento

Relativamente ao tratamento, € desejavel conterfexdo de modo a preservar a
integridade funcional do membro afetado (Bradyl.e808).

Durante a infecdo aguda, se o tratamento for mhicgrecocemente com o antibiotico
adequado, a infecdo acaba por desaparecer ap64 2emanas de tratamento. No

entanto, estas infe¢des séo dificeis de deteteogeeente (Brady et al., 2008).

A presenca de um implante aumenta a probabilidad®M, e a remocao cirurgica do
implante e tecido 6sseo contaminado, pode serpedsavel para a sua erradicacao
completa, seguida de longos periodos com terapéatitimicrobiana (Brady et al.,
2008; Ellington et al., 2006).
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Sendo osStaphylococcusos agentes patogénicos mais comuns a causar OM, é
aconselhavel comecar uma terapia com agentes tafitecicos. O tratamento dura,
aproximadamente, quatro semanas e € administragointiavenosa. Em adultos,
infecOes pofStaphylococcus auressio geralmente tratadas com penicilina, para MSSA
(Staphylococcus aureussensiveis a meticilina) ou nafcilina, para MRSA
(Staphylococcus aureugesistentes a meticilina); e também com cefazplina
clindamicina; vancomicina; ciprofloxacina ou levafacina como alternativas (Brady et

al., 2008).
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V. Novas estratégias usadas no tratamento e prevenc@la formacdo de
infecbes associadas a biofilmes

Atualmente, ndo existe nenhuma técnica eficaz eimzasiva para tratar infecbes
associadas a biofilmes em implantes médicos. Osrgesf para desenvolver um
tratamento ndo-invasivo e eficaz para este tipinfigdes incluem reforco elétrico e
ultrassonico de antibiéticos e uso de antibidtimpicados em biomateriais (Carmen et
al., 2005).

Na pratica clinica, embora a inflamacédo desapasgpgs administracdo de agentes
antimicrobianos e a infe¢cao aparente estar resplpidderdo haver recaidas apos algum
tempo. Nestes casos, podera significar que apsnaactérias planctdénicas tenham sido
eliminadas durante a fase inicial de desaparecomdod sintomas. Os biofilmes podem

assim permanecer intactos e voltar a libertar bastécausando infecéo e reativando os
sintomas. Para conseguir uma cura completa, tesedseguida uma estratégia para

impedir a presencga e formagé&o de biofilmes (Nishanat al., 2006).

Sofisticadas estratégias de prevencao tém sidovdas&las durante as ultimas duas
décadas para diminuir o risco de complicacOes imgas em cirurgias de implante.
Exemplos incluem o fluxo de ar laminar, a profilaantimicrobiana de rotina, tempo de
operagdo curto, uso de cimento O0sseo impregnad@ntibiotico e revestimento

antimicrobiano (Widmer, 2001).

Uma vez que a resisténcia do biofilme depende degagdo de bactérias em
comunidades multicelulares, uma estratégia pode desenvolvimento de terapias que
perturbam a estrutura multicelular do biofilme. &estrutura € alterada, as defesas do
hospedeiro podem ser capazes de resolver a infpe&sando os antibioticos a ter

alguma eficacia (Stewart and Costerton, 2001).

Potenciais novas terapias incluem enzimas que ld&sBaoos polimeros da matriz do
biofilme, rea¢cfes quimicas que bloqueiam a sirdagwatriz do biofilme, e analogos de
moléculas sinalizadoras microbianas que interfecem a comunicacao entre células,

necessaria para a formacao normal do biofilme (&teawnd Costerton, 2001).
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Outra possibilidade para a eliminacdo do biofiimegsm com a observacdo da
autodestruicdo do biofilme. Como o oxigénio ficapelrecido pelo crescimento da
massa de biofilme, uma liase exopolissacaridiceapa € induzida para digerir a
matriz do biofilme, originando a libertacdo dasutas. A combinacdo de hidrélise de
polissacarideos, enzimas e oxidorredutases causaaaemocdo como a inativacao do

biofilme bacteriano (Prakash et al., 2003).

1. Interferéncia com a sinalizacdo interbacteriana paa a formacdo de

biofilmes

A formacao de um biofilme pode ser bloqueada pitwdoresquorum sensingQSI).
Durante o estdgio de maturacdo do biofilme, umaraudos sistemas de comunicacao
célula-célula para regular a expresséo dos gemnessaios e/ou ativamente envolvidos
na formacéo do biofilme pode manter as célulasenoestado planctonico (Chen and
Wen, 2011).

Como diversas publicagbes sugerem que os sistemd3Sdestdo implicitamente
envolvidos no controle da formacédo de biofiimesnéedgbes associadas, inimeros
pesquisadores estdo focados em desenvolver pasenoias terapéuticas usando os
QSI para impedir os processos de adesdo que sdaadoegor pili e flagelos ou os
sistemas de comunicacgao celular envolvidos no desemento do biofilme (Chen and
Wen, 2011; Prakash et al., 2003).

2. Abordagens quimicas para a eliminacao de biofilmes

A interferéncia com a adesao de microrganismodatsaios soélidos, que é o primeiro
passo essencial da colonizacéo, € uma estratégiteusido usada ha ja algum tempo

na luta contra a formacéo de biofilmes microbiafsr et al., 2009).

As modificagbes quimicas constituem a principatagdgia atualmente implementada
para a eliminacdo de biofilmes em dispositivos eeglide longa permanéncia. Neste

caso, os dispositivos sdo cobertos com agentasiardbianos (antibioticos, biocidas),
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formando uma superficie Unica capaz de matar/edimas bactérias apenas pelo
contacto ¢ontact-killing surfaces e cujos biomateriais que a constituem sao

incompativeis com a adesao (Dror et al., 2009).

No entanto, um dos fatores que contribui para cafso total destas abordagens
quimicas para prevencdo da formacdo de biofilmesdepositivos médicos é o

aumento da resisténcia das bactérias aos agemtitegcaevbianos (Dror et al., 2009).

3. Abordagens bioldgicas para erradicacéo de biofilmdsacterianos

Uma nova e interessante abordagem que surgiu eesente centra-se no tratamento
dos biofilmes com bacteriéfagos liticos. O elemeatoativo neste conceito é a
descoberta de enzimas produzidas pelos fagos, ez degradar componentes da
matriz do biofilme, permitindo-lhes depois penetaarcamadas internas do biofilme,

infetar as bactérias e provocar a sua lise (Drat.e2009).

4. Usos da energia acustica na prevencao de biofilmes

A incapacidade de erradicar biofilmes microbianas meios quimicos aumenta a
perspetiva de que as estratégias mecanicas podetazpr melhores resultados. Uma
das abordagens mecéanicas defendidas tem sido deusoergia acustica para evitar a
formacdao de biofilmes, bem como para interrompategridade dos ja existentes (Dror
et al., 2009).

Energia acustica ultrassonica esta a ser investigatho um meio para interromper o
mecanismo de sinalizacgoorum sensingtravés da indu¢édo de caos nos gradientes de
concentracdo. O objetivo € evitar a migracdo deula®l bacterianas e a sua
agregacao/concentracdo em locais de formacédo deias] interferindo desta forma

com a diferenciacéo do biofilme (Dror et al., 2009)

A utilizag&o da técnica de ultrassons para melhmegividade de antibidticos é bastante

promissora por varias razées. Em primeiro lugarsada em varias aplicacbes, sendo
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bem aceite e apresentando poucos ou nenhuns efetaedarios. Em segundo lugar,
permite um tratamento nao-invasivo das superfic@enizadas por biofilmes. Por
altimo, permite um direcionamento do tratamentaapana regido especifica (Carmen
et al., 2005).

O reforco da acdo de antibidticos através de slhras tem-se mostrado uma técnica
promissorain vivo, contra organismos encontrados frequentemente r@etoes
associadas a implantes. A titulo de exemplo, Cargtenl. (2005) citam que, em
biofilmes Gram-positivos dé&taphylococcus epidermidig aplicagdo de ultrassons
durante terapia com vancomicina diminuiu ainda raaigbilidade do proprio biofilme
in vivo. A mesma terapia também funcionou em biofilmes nGnegativos de

Escherichia col(Carmen et al., 2005).

Ultrassom pode melhorar o transporte de oxigémaotgentes para as células dentro de
biofilmes e para células planctdnicas, resultandaaceleracdo das taxas metabolicas

das células, tornando as células mais suscetiogiardibioticos (Dror et al., 2009).

Combinagbes de ultrassom pulsado com um antibidiilbertado lentamente de

cimentos 6sseos (pré-carregado com antibidticognfodescobertos como sendo
potenciais redutores da viabilidade de bactéragptplancténicas como presentes em
biofilmes, em comparacdo com antibidticos admiatkis na auséncia de energia

acustica (Dror et al., 2009).

5. Abordagem de engenharia para evitar artroplastiasnfetadas

Ehrlich et al., organizaram uma abordagem multigis@r de engenharia biomédica
para desenvolver um “implante inteligente”, que egapnta a capacidade de
autodiagnostico, autotratamento e automonitorizapaoa combater o problema
devastador de infecbes bacterianas pos-implantgg@ se formam nas proteses

articulares artificiais (Ehrlich et al., 2005).

O conceito geral baseia-se na producédo de umglkadt@ que contém um dispositivo

de biosensoriamento do tipo MEMS, que pode pernacigsistemas de comunicacao
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bacteriana associados com autoindugguworum sensinge formacdo de biofilme
(Ehrlich et al., 2005).

Na intercetacao de sinais de bacterianos, o bisss®MEMS iria permitir: 1) libertacao
de compostos inibitérios que vao impedir a formagédiofilmes e 2) libertacdo de
antibioticos em concentracfes muito elevadas d fdeal que vao erradicar todas as
bactérias planctonicas que estdo em proximidadeecarticulacdo antes de estabelecer
um biofilme. Portanto, ndo sé esta estratégia p@deever niveis mais elevados de
dosagem de antibidticos sistemicamente toleradmapdambém poderia aumentar o
tamanho da farmacopeia disponivel - uma vantagemiaderavel considerando a alta

percentagem de espécies patogénicas que adqusetémeias (Ehrlich et al., 2005).

Os biossensores MEMS e os reservatorios de dragasaen ligados a um sistema de
telemetria incorporado nas préteses, tornando-sienaacessiveis para o paciente e
meédico, utilizando um dispositiialuetoothde monitorizagcéo portatil, que por sua vez
seria capaz de se comunicar comvab sem fio. Portanto, os pacientes seriam capazes
de fazer uma leitura em qualquer lugar do mundazerfoupload dos dados para a
internet, a partir do qual o médico poderia acorhpano estado da articulacéo,

independentemente da localizacdo (Ehrlich et @052

Os implantes inteligentes podem: 1) monitorizartiom@amente locais do implante para
a presenca de bactérias, 2) libertar varias sutiagm@ntimicrobianas na detecdo de
bactérias; 3) monitorizar a libertagdo de agentdgnirobianos e 4) fornecer um

relatorio de todas as detecOes de bactérias enwatas através de telemetria para o

paciente e meédico (Ehrlich et al., 2005).

6. Uso de nanoparticulas para prevencao de biofilmesneproteses

A nanotecnologia podera fornecer a resposta paratfa@ nos biofilmes e reduzir a
formacao de biofilmes, e podera estar envolvidaroenogéo do crescimento de tecidos
(Taylor and Webster, 2009). As nanoparticulas sp@nas o suficiente para penetrar

no biofilme, grandes o suficiente para terem umgdortempo de semivida e,
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adicionalmente, oferecem uma superficie para tmatesple antibioticos (Taylor and
Webster, 2009).

Estudos anteriores indicaram que nanoparticulasxi® de ferro superparamagnético
(y-Fe203) (SPION) promoveram fungBes metabodlicas dskgeoblastos, quando
adicionados ao meio de cultura celular. Além disapps revestimento dessas
nanoparticulas com fosfato de calcio (componenteralado 0sso), um novo aumento

das funcdes dos osteoblastos foi observado (TagpldiVebster, 2009).

Nanoparticulas de ferro podem oferecer alguns b@ogfadicionais para o tratamento
do biofilme. Restricdo de ferro esta intimamentadienada com o inicio fisiolégico da
formacdo do biofilme de bactérias patogénicas cemeomo Staphylococcus
epidermidis S. aureuse Pseudomonas aeruginaddanoparticulas superparamagnéticas
sdo atraentes para este fim, porque a entrega tdedtocos pode ser realizada na

presenca de um campo magnético (Taylor and Wel2€1@9).

A proposta deste novo estudo realizado, é quertisylas de 6xido de ferro magnético,
por si s6 ou em conjunto com outros agentes tet@p8upossam evitar a formacao de
biofilmes em proéteses ortopédicas através da l@magéembrana celular ou as proteinas
da membrana celular através de ligacdes electtmesta causando disrupcdo de
colonias de bactérias ou causando diminuicdo degéiof instalada na prétese. SPION
pode também funcionar como agente de contrastpeueite o diagndstico de infecao
(Taylor and Webster, 2009).

No entanto, apesar das nanorparticulas poderemecErnmeios efetivos para o
tratamento de biofilmes em implantes ortopédicoajsntrabalho € necessario para
elucidar completamente e desenvolver novas esinatégrapéuticas (Stewart and
Costerton, 2001).
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CONCLUSAO

A maior parte da atividade bacteriana na natureagesida decorréncia de comunidades
bacterianas organizadas em forma de biofilmes. &staciacdo de organismos constitui
uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento, daeado interacdes sinérgicas e

permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis.

No Homem, a variedade de infecbes bacterianas ca®rgue envolve biofilmes é

bastante significativa, podendo estas ser caugaolasima Unica ou mais espécies.
Através de técnicas microscopicas, tem sido pdssibgervar a grande heterogeneidade
dos biofilmes, em que coexistem células em difeerdstados fisioldgicos, e que

constitui uma importante estratégia de sobrevi@nci

Numa perspetiva meédica, a formacao de um biofilepeasenta um papel significativo
no aparecimento de doencas infeciosas. A extrerpaclde de resisténcia dos
biofilmes aos mecanismos de defesas do hospedeimesmo a terapia antimicrobiana,
torna-se a principal problematica para pessoasmquoessitam de dispositivos médicos

de longa permanéncia.

S&o inumeras as infecbes humanas associadas lenbg& os mecanismos pelos quais
os biofilmes sdo capazes de causar infecdo. Eméstes mecanismos ja sejam
estudados h& mais de 25 anos, continua a havefalilmaguanto a informacao sobre a
estrutura e atividade fisioloégica dos agentes merior do biofilme. No seu interior, a

microbiota ndo é afetada pelos mecanismos de ddéebaspedeiro nem pela acdo dos
agentes antimicrobianos, em decorréncia da protegdierida pela camada superficial

polissacaridica e da reducado do metabolismo dosorgenismos que, frequentemente,

se encontram em fase estacionaria de crescimeaite{S2008).

Infecbes relacionadas com implantes desenvolvermesmo aquando controlo e
realizacdo de todos os procedimentos de limpezsiafdcdo antes e apGs cirurgia por
pessoal especializado. As principais infecbes édmas associadas a formacdo de

biofilmes séo as infe¢cdes de préteses articul&éd ¢ a osteomielite.
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Nas PJI, os organismos Gram-positivos sao respeisspela maioria das infe¢cdes do
0sso e articulacbes, destacanddSseepidermidise S. aureus O agente etiolégico

Gram-negativo mais frequente, associado a infeg¢fiesmplantes ortopédicos é a
Pseudomonas aeruginasielativamente a osteomielitetaphylococcuséo os agentes
patogénicos mais comuns, provavelmente devido aasgala gama de fatores de

viruléncia.

As infecOes sdo marcadas por sintomas que tipid@rs&io recorrentes mesmo apos
tratamentos repetidos com antibidticos. A teragiendard com antibidticos apenas
elimina as bactérias planctonicas, deixando asdsregésseis livres para continuarem a

disseminacéo dentro do biofilme apds término dapiar(Davey and O’Toole, 2000).

Sendo assim, a infecdo € considerada a mais ddwestalas complicagcbes, pois
acarreta elevada morbidade devido a internamemiongado, intervengdes cirurgicas
repetidas, podendo culminar na perda definitivairdplante com encurtamento do
membro afetado, deformidades graves e permandrgiescomo levar ao 0bito no caso

de infe¢des fulminantes.

O objetivo principal do tratamento € erradicar f@gdo mantendo a funcionalidade da
articulacdo e mantendo-a livre de dor. As estraggie tratamento sdo varias e sao

escolhidas de acordo com o estagio da infecacaeteaisticas associadas ao paciente.

Até ao momento, a maioria das infegcbes vem sena@ada eficientemente com
antibiéticos, porém, o numero de mecanismos detéggiias adquirido € cada vez
maior. A escolha inicial do antibiético mais adedmaao tratamento depende
inevitavelmente do patogéneo causador da infegém ®eu padrdo de sensibilidade O
sucesso do tratamento deste tipo de infecdes depanidngo prazo, da terapia com

elevadas doses de antibioticos e da remocéo dgugualbjeto estranho ao organismo.

A infecdo deve ser detetada o mais precocementdvpbpara que o tratamento seja
eficaz e 0 menos devastador possivel. A selecaopdoentes deve ser rigorosa e
criteriosa bem como a escolha do antibidtico e docgdimento cirdrgico

complementar. A duracdo da infecdo € um paramesseneial na determinacdo do
tratamento ideal. O sucesso do tratamento de udtaser infetada procura a melhor
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estratégia cirdrgica associada a uma terapia ambbiana ideal a longo prazo,

predestinada para cada paciente.

Atualmente, ndo existe nenhuma técnica eficaz e im@asiva para tratar infecbes

associadas a biofilmes em implantes médicos. @sgesf para reavaliar outras técnicas
cirdrgicas e novos conceitos na terapia antimiemdni bem como para desenvolver um
tratamento ndo-invasivo e eficaz para este tipinfilgdes incluem varias estratégias,

como por exemplo o uso de antibiéticos aplicadobiemateriais.
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