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SAEKI, Erika Kushikawa. Efeito das nanoparticulas de prata biogénicas sobre os
fatores de viruléncia e sistema quorum sensing em Pseudomonas aeruginosa.
2021. 120 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

O estudo dos compostos com atividade antiviruléncia para o controle da
patogenicidade bacteriana estdo em destaque na literatura atual. Dentre estes
compostos, as nanoparticulas de prata sdo cada vez mais pesquisadas para o
controle da disseminacao das infec¢des por P. aeruginosa. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito das nanoparticulas de prata biogénicas (bio-AgNP) nos fatores de
viruléncia e Sistema Quorum Sensing (QS) em Pseudomonas aeruginosa. As bio-
AgNPs foram sintetizadas pelo método de redugdo da prata ibnica pelo fungo
Fusarium oxysporum e o0s ensaios foram realizados com isolados clinicos e
ambientais de P. aeruginosa e com as cepas de referéncia PAO1 e PA14. A
identificacdo dos isolados foi realizada por métodos bioquimicos e moleculares e
foram determinadas as concentragdes inibitérias minimas (CIM) e bactericidas
minimas (CBM). Os ensaios para avaliar a produgdo de fatores de viruléncia
(motilidade, ramnolipideos, protease alcalina, elastase e piocianina) e capacidade de
formacédo de biofilmes foram realizados. O ensaio de RT-gPCR foi realizado para
determinar o efeito da bio-AgNP nos genes reguladores de QS (/asl, lasR, rhll, rhiIR,
pqsA e mvfR). As CIM variaram de 15,62-62,50 uM, e a CBM foi de 125 uM para
PAO1 e PA14. Os resultados mostraram que as concentragcdes subinibitérias (1/2
CIM) de bio-AgNP (7,81 a 31,25 pM) aumentaram significativamente (p < 0,050) as
motilidades swarming, swimming e twitching, em 40,0%, 40,0% e 46,7% nos
isolados clinicos e ambientais, respectivamente. Observou-se que a bio-AgNP
aumentou significativamente (p < 0,050) a capacidade de formacao de biofilmes em
um isolado de paciente com fibrose cistica. O tratamento com as concentragbes
subinibitérias de bio-AgNPs em PAO1 nao afetou a produgao de protease e biofilme.
Entretanto, houve reducgao significativa (p < 0,05) na motilidade e na produgao de
ramnolipideos e elastase. Na cepa PA14 houve estimulo na motilidade swarming e
twitching, além da produgdo de elastase, piocianina e formagédo de biofilme. Os
tratamentos com bio-AgNPs também aumentaram a expresséao (p < 0,05) dos genes
controladores do sistema QS em P. aeruginosa PAO1 e PA14. Conclui-se que o
tratamento com concentragcdes subinibitérias de bio-AgNPs favoreceu o aumento
fenotipico na maioria dos fatores de viruléncia testados. As cepas PAO1 e PA14
apresentaram diferentes respostas ao tratamento com as bio-AgNPs. A exposicao
bacteriana as baixas concentragdes de bio-AgNPs pode promover o aumento na
expressao dos genes reguladores do Sistema QS em P. aeruginosa. Por isso, a
aplicagcao das bio-AgNP na terapia antibiofilme e antiviruléncia precisa ser avaliada
com cautela, para que os compostos sejam utilizados na concentracdo adequada, o
sistema QS seja definitivamente interrompido e os fatores de viruléncia sejam
controlados.

Palavras-chave: antibiofilme; antiviruléncia; nanoparticulas metalicas;
nanotecnologia; percepg¢ao de quorum.



SAEKI, Erika Kushikawa. Effect of biogenic silver nanoparticles against the
virulence and quorum sensing in Pseudomonas aeruginosa. 2021. 120 p.
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ABSTRACT

The study of compounds with antivirulence activity to control bacterial pathogenicity
are highlighted in the current literature. Among these compounds, silver
nanoparticles are increasingly being researched to control the spread of P.
aeruginosa infections. This study aimed to assess the effects of biogenic silver
nanoparticles (bio-AgNPs) on virulence factors and quorum sensing (QS) in
Pseudomonas aeruginosa. Bio-AgNPs were synthesized by Fusarium oxysporum
through reduction of ionic silver. Clinical and environmental isolates, as well as
reference strains (PAO1 and PA14), were tested. Isolates were identified by
biochemical and molecular methods. Minimum inhibitory concentration (MIC) and
minimum bactericidal concentration (MBC), production of virulence factors (maotility,
rhamnolipids, alkaline protease, elastase, and pyocyanin), and biofilm formation were
assessed. RT-qPCR was performed to determine the effect of bio-AgNPs on PAO1
and PA14 QS regulatory genes (lasl, lasR, rhll, rhIR, pgsA, and mvfR). MICs ranged
from 15.62 to 62.50 pM, and the MBC for PAO1 and PA14 was 125 uM.
Subinhibitory concentrations (1/2 MIC) of bio-AgNPs (7.81-31.25 pM) significantly
increased (p < 0.05) swarming, swimming, and twitching moatilities in clinical and
environmental isolates, by 40.0, 40.0, and 46.7%, respectively. Bio-AgNPs
significantly enhanced (p < 0.05) biofilm formation in an isolate from a patient with
cystic fibrosis. Treatment of PAO1 with bio-AgNPs did not affect protease or biofilm
production. However, there was a significant reduction (p < 0.05) in motility and
rhamnolipid and elastase production. In PA14, bio-AgNPs enhanced swarming and
twitching motilities as well as elastase, pyocyanin, and biofilm production. Bio-AgNP
treatments increased the expression (p < 0.05) of QS regulatory genes in PAO1 and
PA14. It was concluded that treatment with subinhibitory concentrations of bio-
AgNPs increased the phenotypic expression of most of the tested virulence factors.
PAO1 and PA14 showed different responses to bio-AgNP treatment. The results
suggest that bacterial exposure to low concentrations of bio-AgNPs may enhance
expression of QS regulatory genes in P. aeruginosa. Therefore, the application of
bio-AgNP in antibiofilm and antivirulence therapy needs to be evaluated with caution,
so that the compounds are used in the appropriate concentration, the QS system is
definitively interrupted and the virulence factors are controlled.

Keywords: anti-biofilm; anti-virulence; metallic nanoparticles; nanotechnology;
quorum sensing.
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1 INTRODUGAO

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria de grande importancia clinica e
ambiental. Encontra-se amplamente distribuido no meio ambiente, e pode facilmente
infectar um hospedeiro suscetivel e causar uma infeccdo. Uma das maiores
preocupacdes € que com o decorrer dos anos, houve o aumento da sua resisténcia
aos antimicrobianos disponiveis e utilizados para os tratamentos terapéuticos.

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, a bactéria P. aeruginosa
encontra-se entre os principais microrganismos que necessitam de pesquisas para o
desenvolvimento de novos farmacos para o controle da disseminacdo da
multirresisténcia.

Além da multirresisténcia aos antimicrobianos, esta bactéria € também
conhecida por apresentar inumeros fatores de viruléncia que sao responsaveis por
infeccbes graves em pacientes hospitalizados com queimaduras e/ou portadores de
fibrose cistica. Estes fatores de viruléncia sdo controlados pelo Sistema Quorum
Sensing (QS), conhecido como o processo de comunicagao celular que regula todo
0 processo de expressao dos genes de viruléncia.

Diante disso, buscam-se novas alternativas para o controle da disseminacao
de P. aeruginosa multirresistentes. Um dos mecanismos de controle recentemente
estudados é a terapia antiviruléncia que visa desarmar os microrganismos, sem
afetar o seu crescimento, através da inibicdo do sistema QS e bloqueio da sua
viruléncia.

Diversos compostos nanometalicos s&o descritos na literatura que
possivelmente desempenham esta atividade anti-QS. Dentre estes compostos,
destacam-se as nanoparticulas de prata, amplamente conhecidas pela sua
capacidade antimicrobiana contra diversos microrganismos e muito utilizadas na
area Biomédica como carreadores de varias moléculas terapéuticas, aplicagdo em
instrumentos cirurgicos e incorporados em curativos.

No Centro de Laboratério Regional Instituto Adolfo Lutz de Presidente
Prudente (CLR-IAL-PP-V), nés trabalhamos com P. aeruginosa isolados de
pacientes com e sem fibrose cistica e isolados ambientais (aguas de abastecimento
publico). Diante da colaboracdo cientifica entre o IAL e a Universidade Estadual
Londrina, no qual o Laboratério de Bacteriologia Basica e Aplicada/ Nucleo Integrado

de Pesquisa 3 (NIP3) trabalha ha anos com nanoparticulas metalicas, vimos a
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possibilidade de testar o efeito das nanoparticulas de prata sobre o sistema QS,
formacao de biofiimes e fatores de viruléncia desta bactéria, visando obter novos

conhecimentos sobre as aplicagbes de AgNPs e potencial atividade anti-QS.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das nanoparticulas de prata biogénicas (bio-AgNP) nos fatores

de viruléncia e Sistema Quorum Sensing em Pseudomonas aeruginosa.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar biologicamente e caracterizar as nanoparticulas de prata;

Determinar a concentragao inibitéria minima de bio-AgNP em P. aeruginosa

obtidos de isolados clinicos, ambientais e cepas de referéncia PAO1 e PA14;

Determinar a concentragdo bactericida minima de bio-AgNP em cepas de
referéncia PAO1 e PA14;

Verificar o efeito de concentragbes sub-CIM de bio-AgNP sobre os fatores de
viruléncia (motilidades, produgdo de ramnolipideos, atividades de protease

alcalina e elastase B, e produgao piocianina);

Avaliar a formagao de biofilmes apds tratamento com concentragées sub-CIM
de bio-AgNP;

Analisar a interferéncia de bio-AgNP na expressdo génica do Sistema
Quorum Sensing em concentragcdes sub-CIM e sua atuagdo como inibidores

do Sistema.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Pseudomonas aeruginosa

3.1.1 Taxonomia, caracteristicas fenotipicas e genotipicas

O género Pseudomonas foi descrito pela primeira vez por Migula em 1894 e
apdés muitos estudos, foi descrito P. aeruginosa como a espécie representativa do
género (PALLERONI, 2010). P. aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae,
€ uma bactéria Gram-negativa, moével, aerdbica, ndo fermentadora de glicose e n&o
formadora de esporos (FIGUEREDO et al.,, 2021; PANG et al.,, 2019). O nome
Pseudomonas é derivado de duas palavras gregas: Pseudo que significa “falso" e
monas que significa “unidade unica”; aeruginosa “azul esverdeado” € do latim
aerigo que significa “cobre enferrujado” (DIGGLE; WHITELEY, 2020).

E considerado um microrganismo nao fastidioso que ndo requer condicdes
especiais de cultivo. Por isso, cresce bem na maioria dos meios néo seletivos (agar
Mueller-Hinton, agar Nutriente, agar Luria-Bertani, agar Sangue, etc). Além disso,
alguns meios de cultura podem ser utilizados especificamente para o crescimento
seletivo de Pseudomonas (agar Cetrimide, meio King-A e meio King-B) (BEHZADI,
BARATH; GAJDACS, 2021).

Entre as caracteristicas fenotipicas de P. aeruginosa, destacam-se o odor
caracteristico (descrito como semelhante a suco de uva), ndo fermentadores de
lactose em agar MacConkey, formacgéao de 3-hemdlise em agar sangue e a secregao
de pigmentos como a pioverdina (amarelo-verde a fluorescente), piocianina (azul
esverdeado), piorrubina (castanho-avermelhado) e piomelanina (marrom-preto)
(BEHZADI; BARATH; GAJDACS, 2021; PRABHURAJESHWAR, 2019).

Devido a sua versatilidade metabdlica, € capaz de crescer em ambientes
aquaticos, no solo e causar infecgbes em plantas e animais, sendo também
responsavel por varias doengas humanas, especialmente em pacientes
imunocomprometidos ou com queimaduras, sendo um dos principais agentes de
infecgbes relacionadas & assisténcia & satude (AZAM; KHAN, 2019; CILLONIZ;
DOMINEDO; TORRES, 2019).
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Quanto as suas caracteristicas genotipicas, esta bactéria possui um genoma
relativamente extenso (5,5-7,0 Mpb) quando comparado a outras bactérias como
Bacillus subtilis (4,2 Mpb), Escherichia coli (4,6 Mpb) e Mycobacterium tuberculosis
(4,4 Mpb). Este genoma codifica enzimas reguladoras importantes para o seu
metabolismo, transporte e efluxo de compostos organicos (PANG et al., 2019;
FRESCHI et al., 2019).

Em 2000, ap6s a publicagdo do sequenciamento do genoma de P. aeruginosa
PAO1 por Stover et al. (2000) houve maior compreensao sobre a patogenicidade e
grande contribuicdo para o conhecimento da sua fisiologia. Este isolado foi obtido de
uma ferida de um paciente australiano na década de 1950. O genoma de PAO1
consiste em um cromossomo circular de 6,3 Mpb.

O sequenciamento do genoma de P. aeruginosa PA14, isolado de paciente
com queimadura, foi publicado em 2006 e consiste de 6,5 Mpb, revelando um alto
grau de conservagao dos genes em comparagdo ao PAO1. Observou-se que
aproximadamente 91,7 % do genoma PA14 estdo presentes na cepa PAO1, e que
95,8 % do genoma PAO1 estédo presentes na PA14 (LEE et al., 2006; MIKKELSEN;
MCMULLAN; FILLOUX, 2011). Entretanto, o genoma de PA14 contém duas ilhas de
patogenicidade (PAPI-1 e PAPI-2) que estdo ausentes em PAO1, e estas possuem
varios genes adicionais implicados na viruléncia bacteriana (HE et al., 2004).

Atualmente, estas duas cepas sao as mais utilizadas em estudos
laboratoriais, entretanto, a cepa é a principal referéncia para estudos genéticos e
funcionais em P. aeruginosa (KLOCKGETHER et al., 2011).

3.1.2 Fatores de viruléncia e patogenicidade

A patogenicidade de P. aeruginosa esta atribuida a diversos fatores de
viruléncia que podem ser partes da estrutura celular do microrganismo ou que
podem ser sintetizados e excretados ao meio ambiente (BEHZADI; BARATH;
GAJDACS, 2021). O mecanismo de viruléncia a ser desenvolvido depende do meio
ambiente ou condi¢cdo de estresse que o microrganismo se encontra (LEE; ZHANG,
2015).

Dentre os que fazem parte da estrutura bacteriana, podemos citar:
lipopolissacarideos (LPS), flagelos, pili tipo IV e lectinas que sao partes integrantes
da parede celular de P. aeruginosa (ROCHA et al.,, 2019; SALEH; ABBAS;
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ASKOURA, 2019). Estas estruturas geralmente sdo utilizadas na fase de
colonizagao, persisténcia e no estabelecimento de infecgdes in vivo (STRATEVA;
MITOV, 2011).

A infecgdo por P. aeruginosa geralmente se inicia apdés a quebra das
primeiras barreiras de defesas que sdo: a pele (a partir de traumas, queimaduras
graves ou dispositivos internos), interrupcéo do equilibrio da microbiota por uso de
antibiéticos de amplo espectro, ou alteragdo dos mecanismos de defesa imunoldgica
(por exemplo, tratamentos quimioterapicos, sindrome da imunodeficiéncia adquirida,
diabetes mellitus, pacientes portadores de fibrose cistica) (VAN DELDEN;
IGLEWSKI, 1998).

O LPS é um componente predominante da membrana externa de P.
aeruginosa no qual consiste em um dominio hidrofébico conhecido como lipideo A
(ou endotoxina), um oligossacarideo central n&o repetitivo e um polissacarideo distal
(ou antigeno O) (LAM et al., 2011). O LPS desempenha um papel importante na
ativagdo das imunidades inata e adaptativa (ou adquirida); e, eventualmente, causa
respostas de inflamacao que contribuem para a maior morbidade e mortalidade nos
individuos acometidos (HEINE; RIETSCHEL; ULMER, 2001).

Os flagelos e o pili tipo IV sao responsaveis pela motilidade de P. aeruginosa,
sendo reconhecida como uma vantagem, pois permite o deslocamento de um
ambiente para outro sem dificuldade (BEHZADI; BARATH; GAJDACS, 2021), além
de contribuir para a adesao na fase de colonizagdo (KEARNS, 2010; STRATEVA;
MITOV, 2011). Este microrganismo é capaz de realizar trés tipos de motilidade:
swarming, swimming e twitching.

A motilidade swarming é caracterizada pela formacao de padrées dendriticos
na superficie do meio semissolidificado (0,5 a 0,7% de agar) e a sua formacéo é
dependente de densidade celular e fontes de carbono e nitrogénio no meio (OTTON
et al., 2017).

Na motilidade swimming ocorre o envolvimento de rotagdo de um unico
flagelo polar em superficies liquidas com baixa viscosidade (0,3% de agar) (HA;
KUCHMA; O'TOOLE, 2014; NEWMAN; FLOYD; FOTHERGILL, 2017).

Twitching € uma forma de movimento bacteriano como resultado de
movimentos repetidos de extensao e retragao do pili tipo IV sobre superficies solidas
(1,0 % de agar) ou com moderada viscosidade (BURROWS, 2012; OTTON et al.,
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2017). Este tipo de motilidade pode ocorrer em superficies organicas e inorganicas,
incluindo células epiteliais, plasticos, vidros e metais (WOLSKA; KOT, 2013).

A motilidade twitching € mediada apenas por pili tipo IV, enquanto a
motilidade swarming normalmente envolve pili tipo IV, flagelos e uma classe de
surfactantes conhecido como ramnolipideos (KOHLER et al., 2000). Ja a motilidade
swimming utiliza o flagelo para realizagdo do movimento (HA; KUCHMA; O'TOOLE,
2014). Na Figura 1 estéo representadas as imagens dos tipos de motilidades em P.

aeruginosa.

A PR c

3

Figura 1 — Imagens dos tipos de motilidade realizados por Pseudomonas aeruginosa PAO1 em
agar swarming, agar swimming e twitching, respectivamente. (A) Motilidade swarming. (B)
Motilidade swimming. (C) Motilidade twitching.

Fonte: préprio autor (2021).

As lectinas sédo proteinas que se ligam a carboidratos localizados na
superficie da célula hospedeira. P. aeruginosa sintetiza duas lectinas soluveis
denominados LecA e LecB. Ambas as proteinas estdo presentes na membrana
externa desses microrganismos e possuem funcdo de adesinas (STRATEVA;
MITOV, 2011). Algumas pesquisas demonstram a relagdo das lectinas com outros
fatores de viruléncia, no qual podem também contribuir para a formacao de biofilmes
e atividade da protease (DIGGLE et al., 2006; SONAWANE; JYOT; RAMPHAL,
2006).

Entretanto, a maioria dos fatores de viruléncia associados a P. aeruginosa
sdo sintetizados e secretados. Estes fatores atuam nas fases de invasao e infecgéo.
A invasao normalmente depende da sintese de enzimas extracelulares e toxinas que
quebram a barreira fisica e promove protegdo contra a fagocitose por células de
defesas. Dentre eles, podemos citar os pigmentos (piocianina e pioverdina),
ramnolipideos, elastases, proteases, exoenzimas, entre outros, que normalmente
sdo regulados pelo sistema quorum sensing (STRATEVA; MITOV, 2011; ROCHA et
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al., 2019; SALEH; ABBAS; ASKOURA, 2019). Os principais fatores de viruléncia de

P. aeruginosa e seus efeitos no hospedeiro estéo listados na tabela 1.

Tabela 1 - Exemplos de fatores de viruléncia e seus efeitos no hospedeiro.

Fung¢ao na Fatores de Efeitos no hospedeiro durante a
patogenicidade viruléncia infecgao Referéncia
Flagelos e pili Responsavel pela motilidade e pode Strateva; Mitov
tipo IV atuar como adesinas ao epitélio celular. (2011)
Adeséao Lectinas Proteinas de membrana externa que Behzadi; Barath;
atuam na aderéncia das células. Gajdacs (2021)
Alginatos Compdem a matriz extracelular de Brindhadevi et al.
biofiolmes junto com o0s outros (2020)
polissacarideos Pel e Psl|
Piocianina Formacdo de espécies reativas ao Hall et al. (2016)
oxigénio, causando danos celulares.
Pioverdina Causa danos nas mitocdndrias do Kang et al. (2018)
hospedeiro e contribui para a formacgao
de biofilmes.
Ramnolipideos Importante para a fase final da produgdo Peréz-Peréz et al.
do biofilme e tolerancia a células do (2017)
sistema imune.
Invasao Elastase B Destruigao do tecido pulmonar, aumento Nomura et al.
da permeabilidade paracelular e ruptura (2014)
da barreira epitelial.
Exotoxina A Morte celular. Michalska; Wolf
(2015)
Exotoxina S Inibe a fungao das células imunes inatas  Behzad; Barath;
e neutrdfilos. Gajdacs (2021)
Exotoxina U Morte celular e na indugdo de choque Behzad; Barath;
séptico. Gajdacs (2021)
Defesa contra o Protease Degradagéao do sistema de Laarman et al.
sistema imune alcalina complemento e citocinas. (2012)

Fonte: Proprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no periodo de 2018 a 2021.

P. aeruginosa possui cinco tipos de Sistema de Secrecédo |, I, Ill, V e VI

(Figura 2), nas quais os tipos | (T1SS), Il (T2SS) e Il (T3SS) estdo envolvidos na
viruléncia deste patdégeno (BEHZAD; BARATH; GAJDACS, 2021). Devido a estes
sistemas de secrecgao, P. aeruginosa é capaz de produzir e liberar uma variedade de
exoproteinas compostas por toxinas e enzimas hidroliticas, sendo considerado um
microrganismo modelo para o estudo de secre¢cdo de proteinas (BLEVES et al.,
2010). A partir deste mecanismo, a bactéria patogénica é capaz de transportar os
fatores de viruléncia através de canais presentes na membrana e com isso, infectar
seus hospedeiros com maior eficiéncia. Além disso, estes sistemas também sao

utilizados para colonizagao e sobrevivéncia em hospedeiros eucariéticos, causando
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assim infecgdes agudas ou crénicas, e permitindo o escape do sistema imunoldgico
(FILLOUX, 2011).

Basicamente, o sistema T1SS é responsavel em transportar enzimas como as
proteases alcalinas, enquanto que T2SS elastases e fosfolipases. J&4 o T3SS é
responsavel pelo transporte de exotoxinas (Exo S, T, U e Y) (BLEVES et al., 2010).
O T3SS em P. aeruginosa € considerado o maior sistema de secreg¢ao vinculado a
viruléncia uma vez que contribui para a citotoxicidade e infecgbes agudas no seu
hospedeiro (HAUSER, 2009).

Meio extracelular

Seev  Membrana plasmatica
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Figura 2 - Representagcdo esquematica dos diferentes sistemas de secre¢dao encontrados na
cepa Pseudomonas aeruginosa PAO1. Cinco das seis vias de secreg¢do encontradas em bactérias
Gram-negativas estdo presentes em P. aeruginosa. As proteinas, enzimas ou toxinas secretadas
precisam atravessar o ambiente hidrofobico das membranas através destes Sistemas de Secrecéo.
Fonte: adaptado de Bleves et al. (2010).

3.1.3 Formacéo de biofilmes

Um dos mecanismos de viruléncia mais importantes na patogenicidade de P.
aeruginosa é a formagao de biofilmes. Este mecanismo é uma vantagem em muitas
situacbes durante a infecgdo bacteriana, pois aumenta a sua capacidade de
aderéncia em diversas superficies, além de resisténcia aos antimicrobianos e
sobrevivéncia a condigdes ambientais adversas (NEWMAN; FLOYD; FOTHERGIL,
2017; BEHZAD; BARATH; GAJDACS, 2021).
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P. aeruginosa é considerada uma bactéria formadora de biofilme bem
conhecida, o que a torna um excelente modelo para estudar o biofilme bacteriano
(GHAFOOR; HAY; REHM, 2011; THI; WIBOWO; REHM, 2020). Além disso, o
biofilme permite a sua colonizagdo e infeccdo em pacientes imunocomprometidos,
por exemplo, os que estdo com céancer, pos-cirurgia, queimaduras graves ou
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e portadores de fibrose
cistica (THI; WIBOWO REHM, 2020; ROSSI et al., 2021). Adicionalmente, favorece
a sua permanéncia em uma variedade de superficies, incluindo materiais médicos
(cateteres venosos centrais, cateteres urinarios, lentes de contato, etc.) (LEE;
YOON, 2017), tubulagbes de aguas de abastecimento publico (WINGENDER;
FLEMMING, 2011; MULAMATTATHIL; BEZUIDENHOUT; MBEWE, 2014) e
equipamentos na industria de alimentos (MELIANI; BENSOLTANE, 2015;
CARRASCOSA et al., 2021).

Os biofilmes s&o comunidades de microrganismos sustentados por
substéncias extracelulares constituidos de exopolissacarideos (ps/, pel e alginato),
proteinas, DNA extracelular (eéDNA), piocianina, ramnolipideos, agua, entre outros,
no qual juntos formam a matriz do biofilme (NEWMAN; FLOYD; FOTHERGIL, 2017,
DAS et al., 2020). Os exopolissacarideos estdo envolvidos com a fixagdo bacteriana
na superficie, formagao e estabilidade da arquitetura do biofilme (THI; WIBOWO,;
REHM, 2020). O eDNA desempenha um papel importante na formagao de biofilme,
pois ajuda na motilidade twitching das bactérias e no fornecimento de nutrientes as
células bacterianas durante as situacbes de desnutrigdo (BRINDHADEVI et al.,
2020). Os ramnolipideos, uma classe de glicolipideos e que sdo caracterizados
como surfactantes atuam na formacao da estrutura madura do biofilme, permitindo a
manutengado de canais de fluxo de agua e nutrientes (DAS et al., 2020). Enquanto
que a piocianina, promove a ligacdo de eDNA a células de P. aeruginosa,
influenciando a interagao fisico-quimica entre as células e permitindo a agregagao
(DAS et al., 2013).

Ha alguns anos, imaginava-se que adesao inicial do biofilme bacteriano
estava relacionada somente com ligagbes quimicas simples, tais como as forgas de
Van der Waals. No entanto, o desenvolvimento do estagio inicial do biofilme é
composto de eventos muito mais complexos no qual uma variedade de estruturas
bacterianas tais como adesinas, pili tipo IV e lipopolissacarideo (LPS) estao
envolvidos neste processo (LEE; YOON, 2017).
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O desenvolvimento de biofilme bacteriano pode ser agrupado em cinco
principais etapas, conforme a ilustracdo na Figura 3. A formagao do biofilme inicia-se
com uma adesao reversivel mediado por exopolissacarideos, movimento flagelar e
pili tipo IV. Posteriormente, ocorre uma interacao intercelular, regulado pelo sistema
quorum sensing que favorece o crescimento séssil, seguido da formacao inicial da
maturacao e formacgao do biofilme maduro e sua dispersdao ao meio ambiente, no
qual permite com que o ciclo inicie novamente (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Ha
também na literatura autores que consideram apenas quatro fases para a formacgao
do biofilme, no qual consideram as etapas 3 e 4 um unico estagio (SAXENA et al.,
2019).

EI R T =

Figura 3 - Esquema do ciclo de vida da formagao de biofilmes bacterianos. Etapa 1: as células
bacterianas aderem a uma superficie de forma reversivel. Etapa 2: fase de crescimento séssil. Etapa
3: é alcancgada a primeira fase de maturagéo, na qual ha desenvolvimento inicial da arquitetura do
biofiime, denominado de microlénias. Etapa 4: segunda fase de maturacdo dos biofilmes com
formacdo de estruturas tridimensionais em forma de cogumelo. Etapa 5: Estagio da dispersdo no
qual células moveis (azul) se dispersam das microcoldnias.

Fonte: adaptado de Thi; Wibowo; Rehm (2020).

A formacao de biofilmes em P. aeruginosa é dependente de moléculas de
sinalizagao para coordenar suas atividades em grupo, através do sistema Quorum
Sensing (QS). Estes comportamentos inter e intraespécies sdo essenciais para a
adaptacao e sobrevivéncia de comunidades bacterianas. O sistema QS envolve a
sintese e liberacdo das moléculas sinalizadoras que resultam na expressao de
conjuntos especificos de genes que promovem a regulagdo de diversos fatores de
viruléncia (BRINDHADEVI et al., 2020; THI; WIBOWO; REHM, 2020).

Além do sistema QS, as bactérias podem utilizar outras moléculas

sinalizadoras para direcionar os eventos fisiolégicos em resposta aos estimulos
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ambientais controlando a motilidade, como por exemplo, o c-di-GMP (bis-(3"-57)-
guanosina-monofosfato dimérico ciclico ou diguanilato ciclico). Quando as
concentragdes de c-di-GMP estédo baixas significa que as células estdao se movendo
pelo efeito do flagelo e do pili tipo IV, enquanto que quando as concentragdes de c-
di-GMP aumentam, ocorre a adesao e a persisténcia de comunidades bacterianas
para a formagao de biofilmes (VALENTINI; FILLOUX, 2016).

3.2 Sistema Quorum Sensing

O quorum sensing (QS) € um mecanismo de comunicagao celular que ocorre
através de moléculas sinalizadoras extracelulares (autoindutores), e sua
concentragdo é dependente da densidade microbiana (Figura 4). O QS é capaz de
estimular a associacdo de enzimas responsaveis pela sinalizagdo molecular com
seus receptores e desta forma induzir a expressdo de genes responsaveis por
diversos mecanismos fisioldgicos; tais como esporulagdo, formacao de biofilmes,
conjugacao, bioluminescéncia, produgao de antibidticos e fatores de viruléncia como
proteases, toxinas, adesinas, etc. (CASTILLO-JUAREZ et al., 2015; GOSWAMI,
2017; WU; LUO, 2021).

a Densidade celular baixa

&

b Densidade celular alta

Autoindutores

=

Genes de viruléncia

+ Desenvolvimento de biofilmes
Motilidade
Biossintese de antibioticos

Figura 4 - Esquema resumido do Sistema Quorum Sensing. (a) Em densidades celulares baixas,
os sinais QS (autoindutores) sdo produzidos pelas bactérias a nivel basal. A medida que a densidade
celular aumenta, também aumenta a concentragdo de autoindutores. (b) Em uma densidade celular
alta, os autoindutores aumentam e induzem a expressao de diversos eventos celulares.

Fonte: adaptado de Azimi et al. (2020).
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Os dois autoindutores de QS mais estudados sao a N-acil homoserina lactona
(AHL ou Al-1) produzidos por bactérias Gram-negativas e os peptideos produzidos
por bactérias Gram-positivas (KALIA, 2013).

As N-acil homoserina lactonas, também conhecidas como Al-1 sao
constituidos por anéis de homoserina lactona (AHL) e acidos graxos na cadeia
lateral (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016). Embora a sinalizagdo AHL tenha
sido tradicionalmente considerada uma comunicacdo intraespecifica, estudos
sugerem que as AHLs também podem ser usadas para detectar potenciais
competidores do ambiente (ABISADO et al., 2018).

Os peptideos autoindutores sdo sintetizados no ribossomo de bactérias
Gram-positivas e apresentam modificagdes pds-traducionais até a sua estabilidade e
funcionalidade (TURAN et al., 2017; KIM; YEON, 2018). Em geral, as moléculas de
AHL produzidas pelas bactérias Gram-negativas difundem-se passivamente dentro e
fora das células, enquanto os peptideos sintetizados por bactérias Gram-positivas
devem ser transportados ativamente (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016).

O autoindutor-2 (Al-2) € uma terceira classe de moléculas de sinalizagao e
pode ser encontrada em muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O Al-2
€ muito utilizado para a comunicagao interespécies, por isso € considerado como um
sinal de comunicacéo universal (TURAN et al., 2017).

O autoindutor PQS, também conhecido como quinolona (2-heptil-3-hidroxi-4-
quinolona), identificado em P. aeruginosa, € produzido por proteinas codificadas
pelos genes pgsABCDH e, juntamente com outros autoindutores AHLs, controlam a
formacdo de biofimes e a producdo de fatores de viruléncia como elastase,
piocianina e lectina (HODGKINSON et al., 2016; PAPENFORT; BASSLER, 2016). A

Figura 5 apresenta os autoindutores citados e suas respectivas estruturas quimicas.
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Figura 5 - Estrutura quimica das moléculas de sinalizagdo do Sistema Quorum Sensing. (A) N-
acil homoserina-lactona produzido por Vibrio fischeri. (B) oligopeptideos autoindutores em
Staphylococcus aureus, (C) autoindutor-2 presente em Escherichia coli e Staphylococcus aureus, (D)
2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (de Pseudomonas aeruginosa).

Fonte: préprio autor (2021).

Os primeiros conceitos sobre um possivel mecanismo de comunicagao celular
bacteriana foram publicadas em meados de 1960 e 1970 em Streptococcus
pneumoniae (TOMASZ, 1965) e no controle da atividade luminescentes em
bactérias (NEALSON, PLATT, HASTINGS, 1970).

Na década de 80, algumas pesquisas importantes foram publicadas e
identificaram genes responsaveis pela luminescéncia produzida pela bactéria Vibrio
fischeri (ENGEBRECHT, SILVERMAN, 1984) e o autoindutor N-3-oxohexanoil-L-
homoserina lactona-30Cs-AHL (EBERHARD et al.,1981). Apesar dos estudos
iniciais, a terminologia “quorum sensing”, foi usada pela primeira vez em um artigo
de revisdo de Fuqua; Winans; Greenberg (1994).

Conforme a Figura 6, a bioluminescéncia na bactéria Vibrio fischeri € mediada
pelo operon luxICDABEG, cuja expressao é regulada principalmente pelos produtos
dos genes luxl e luxR. O gene luxl, localizado ajusante ao gene luxC, no operon,
codifica uma acil-homoserina lactona sintase; enquanto o gene IuxR, localizado
adjacente ao operon, codifica um regulador transcricional. Conforme a densidade da
populagdo microbiana aumenta, a concentragdo de autoindutores (AHL) aumenta
gradualmente. Quando a concentragcéo atinge um nivel de limiar (correspondendo ao
QS), o autoindutor penetra na célula e liga-se a proteina LuxR, ativando a molécula

que induz a transcricdo do operon [uxICDABEG, resultando no aumento da
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producdo de luz e produgdo de autoindutores (SCHAUDER; BASSLER, 2001,
PAPENFORT; BASSLER, 2016; KIM; YEON, 2018).

L e e o
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Figura 6 - Quorum sensing em Vibrio fischeri. Os genes estruturais (luxICDABEG) e dois
reguladores (luxR and luxl). A proteina Luxl| produz autoindutores 30C6-HSL (AHL, bolas vermelhas)
que interagem com o regulator transcricional. Isto causa a expressdo do operon /uxICDABEG e
ocorre a produgéao de luz.

Fonte: Proprio autor (2021).

A bactéria V. fischeri coloniza os 6rgaos de Euprymna scolopes, também
conhecido como lula havaiana, nos quais se multiplica e ao atingir a densidade
populacional induz a expressao de genes que codificam a luminescéncia. A enzima
luciferase é responsavel pela produgdo de luz e a capacidade de produzir sinais
luminosos que auxilia o hospedeiro a encontrar alimento, acasalar-se ou proteger-se
de predadores. Em troca, as bactérias obtém um ambiente rico em nutrientes para
viver em animais marinhos (SCHAUDER; BASSLER, 2001; GOSWAMI, 2017).

Além do sistema QS em bactérias, este tipo de comunicagdo também ja foi
descrito em virus (HARGREAVES; KROPINSKI; CLOKIE, 2014), protozoarios
(ROJAS; MATTHEWS, 2019), fungos e leveduras (ALBUQUERQUE; CASADEVALL,
2012; PADDER; PRASAD; SHAH, 2018). Estes exemplos fornecem evidéncias de
que as respostas dependentes da densidade populacional possuem um papel
importante na vida em comunidade em diferentes grupos de seres vivos (ABISADO
et al., 2018).

3.2.1 Quorum sensing em bactérias Gram-negativas
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O sistema QS pode ser expresso em diferentes bactérias. Dentre os Gram-
negativos, foram descritos em Acinetobacter baumannii (DOU et al.,, 2017),
Escherichia coli (ROSSI et al., 2017), Pseudomonas aeruginosa (LEE et al., 2013;
GARCIA-CONTRERAS, 2016; BRINDHADEVI et al., 2020; CORNELIS, 2020),
Salmonella spp. (SIVASANKAR et al., 2020), Vibrio fischeri (CASTILLO-JUAREZ et
al., 2015), entre outros. Este sistema pode regular diferentes fenétipos, conforme

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 - Sistema Quorum sensing e os fendtipos relacionados em bactérias Gram-
negativas.

Microrganismo Sistema QS Fenétipos que sdo regulados Referéncia
A.baumannii Lux Motilidade e formagé&o de biofilme. Dou et al. (2017)
E. coli SdiA, LuxS, Motilidade e formagéao de biofilme. Zohar; Kolodkin-Gal
epinefrina/ (2015)Rossi et al.
norepinefrina (2017)
P.aeruginosa Las, Rhl, PQS Produgéo de Piocianina, pioverdina, Lee et al. (2013),
ramnolipideos. Cornelis (2020)

Atividade de motilidade, elastase,
protease alcalina.
Formacao de biofilme

Salmonella spp. SidA, Lsr, Motilidade e adeséao. Haque et al. (2019),
epinefrina/ Sivasankar et al.

norepinefrina (2020)
V. fischeri Luxl, Ain, LuxS Expressao de bioluminescéncia, Castillo-Juarez et al.

colonizagéo no hospedeiro e motilidade.  (2015)

Fonte: Proprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no periodo de 2018 a 2021.

Muitas bactérias produzem e detectam varios autoindutores e o sistema QS
de bactérias Gram-negativas produz moléculas sinalizadoras pela proteina sintase
homodloga ao Luxl. Essas proteinas produzem um autoindutor especifico para cada
espécie de bactéria (KIM; YEON, 2018). As AHLs s&o a classe mais comum de
autoindutores neste grupo de bactérias, e as variagdes de autoindutores sdo de
acordo com o comprimento da cadeia de carbonos (PAPENFORT; BASSLER, 2016;
TURAN et al. 2017).

Nos ultimos anos, diversos estudos mostraram a complexidade do sistema
QS nos diferentes microrganismos (BRINDHADEV!I et al., 2020; HAQUE et al., 2020;
WU; LUO, 2021). Por isso, evidenciam-se cada vez mais novos conhecimentos

sobre essa comunicacdo complexa entre os microrganismos. O grande interesse
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neste assunto se deve ao fato de que o QS controla comportamentos que sao
cruciais para o desenvolvimento e sucesso dessas comunidades em diversos
ambientes, como o intestino humano e infecgdes em humanos (WHITELEY;
DIGGLE; GREENBERG, 2017).

3.2.2 Quorum Sensing em P. aeruginosa

P. aeruginosa possui trés sistemas QS conhecidos: Os sistemas Lasl/LasR,
RhII/RhIR e PQS. Os dois primeiros sdo mediados pelos autoindutores N-acil
homoserina lactonas (AHL) e o terceiro mediado por quinolonas (sinal PQS) (LEE et
al.,, 2013). Nos sistemas LasR-l e RhIR-l a sintese de autoindutores AHL é
catalisada por uma enzima lactona sintase (Luxl). Nestes sistemas ocorre a
producdo de duas moléculas de AHL, 3-oxo-C12-AHL e Cs-AHL (BOUYAHYA et al.,
2017).

Em 1993, foi reportada pela primeira vez que a patogenicidade de P.
aeruginosa era dependente do Sistema QS Lasl/LasR (PASSADOR et al., 1993).
Este sistema Las regula genes responsaveis pela producdo de inumeras enzimas
como a exotoxina A, elastase, protease e a protease alcalina (LAILA; SANTOS,
2016).

O segundo Sistema QS, Rhll/RhIR foi descoberto por Brint e Ohman (1995) e
regulam genes responsaveis pela produgao de protease, piocianina, elastase (LEE;
ZHANG, 2015) e especialmente ramnolipideos, que atua nos ultimos estagios do
desenvolvimento de biofilmes e auxilia na manutengcdo das macrocolénias (LAILA;
SANTOS, 2016). O mecanismo molecular geral do QS em P. aeruginosa é regulado
pelos sistemas /as e rhl (BRINDHADEVI et al., 2020).

O terceiro sistema QS foi descrito por Pesci et al. (1999). P. aeruginosa utiliza
a molécula 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS) sintetizada pela proteina
PgsABCDE que se liga ao receptor PgsR, resultando no complexo PgsR — PQS.
Este complexo promove a transcricdo dos genes associados a producdo de
fenazina, formacao de lectinas, exoenzimas, ramnolipideos e biofilmes (KIM; YEON,
2018). Este sistema influencia na producdo de DNA extracelular (eDNA), um
componente presente na matriz do biofime (PEREZ-PEREZ et al., 2017). A

piocianina € um dos fatores de viruléncia de maior importancia que é regulada por
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este sistema. Este pigmento & responsavel pela coloragdo azul-esverdeada das
colénias de P. aeruginosa, e a produgao de espécies reativas de oxigénio, seu
principal mecanismo de citotoxicidade (HALL et al., 2016).

Os sistemas QS sado regulados entre si de maneira hierarquica, conforme
Figura 7. O sistema Las ativa os sistemas Rhl e Pgs, enquanto Rhl pode suprimir
Pgs e Pgs pode ativar Rhl (REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016).

. . . 3-Oxo-C 12 AHL
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Figura 7 — Representacdo esquematica dos Sistemas Quorum Sensing em P. aeruginosa (las,
rhl e pgs) e sua respectiva regulagao. O sistema Lasl / LasR regula todos os outros dois sistemas,
enquanto que o sistema o Rhll / RhIR e o sistema PqgsABCDE / PgsR regulam um ao outro.

Fonte: Préprio autor (2021).

Lee et al. (2013), revisado por Lee e Zhang (2015) identificaram uma nova
molécula sinalizadora 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeido, denominado IQS e
sugeriram como o quarto Sistema QS em P. aeruginosa. Entretanto, ha
controvérsias na literatura quanto a existéncia desta quarta molécula sinalizadora.
De acordo com Cornelis (2020), a afirmagcdo de que o operon ambABCDE é
responsavel pela biossintese de IQS esta equivocada. O autor menciona que operon
ambABCDE codifica proteinas envolvidas na producgao do acido L-2-amino-4metoxi-

trans-3-butenoico (AMB) e, portanto, ndo poderia ser responsavel pela produgao de
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IQS. Desta forma, atualmente sao reconhecidos trés sistemas QS em P. aeruginosa

que regulam diversos fatores de viruléncia, conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 3 - Sistema Quorum sensing de P. aeruginosa e os fatores de viruléncia
relacionados.

Sistema QS Fatores de viruléncia Referéncias

Las Protease alcalina, elastase, formagao de biofilmes,
lipase, motilidade, catalase, exotoxinas.

Rhl Ramnolipideos, protease alcalina, formagao de
biofilmes, piocianina, elastase, lectinas, motilidade Lee; Zhang (2015);
(swarming e twitching). Banu; Mary (2016);
Kim; Yeon (2018)
PQS Piocianina, formacéao de biofilmes, ramnolipideos,

lectinas e elastase.

Fonte: Proprio autor (2021). Levantamento de dados realizado no periodo de 2019 a 2021.

A comunicagdo quimica entre bactérias através do Sistema QS é uma
caracteristica essencial que permite com que as bactérias vivam em comunidade e
definam seus comportamentos coletivos (PAPENFORT; BASSLER, 2016). A sua
descoberta e possibilidade de regulagdo na formacgédo de biofilmes, expresséao de
fatores de viruléncia bacteriana, producdo de antibioticos e pigmentos, entre outros,
tem atraido a atengdo de muitos pesquisadores. Por isso, o Sistema QS tornou-se
um assunto em destaque, pois afeta diretamente microrganismos relacionados com

a saude humana, a agricultura e o meio ambiente como um todo.

3.3 Inibidores de Quorum Sensing

Em 2017, a OMS publicou uma lista de prioridade global de bactérias que
necessitam urgentemente do desenvolvimento de novos antimicrobianos.
Apresentou um catalogo com 12 bactérias, divididas em trés grupos de prioridade
(critica, alta e média). As espécies com maior prioridade s&o: Acinetobacter
baumannii resistentes aos carbapenémicos, Pseudomonas aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos, e enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e
produtoras de betalactamases de espectro ampliado (WILLYARD, 2017).

Com o aumento da incidéncia de infec¢cdes agudas e persistentes em todo o

mundo destaca-se a necessidade de desenvolver estratégias terapéuticas como
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uma alternativa aos antimicrobianos tradicionais, provavelmente para controlar e
erradicar os microrganismos patogénicos (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Por isso, o
desenvolvimento de novas terapias para o controle de doencas causadas por
microrganismos resistentes aos antimicrobianos € um dos principais desafios.

Os fatores de viruléncia sdo controlados pelo Sistema QS, por isso, impedir a
sua producdo constitui uma importante estratégia para o controle de doencgas
bacterianas, ou seja, uma terapia antiviruléncia. Esta terapia visa "desarmar" os
agentes patogénicos, impedindo-os de atacar seu hospedeiro (DEFOIRDT, 2018).
Por isso, a interferéncia do sinal do sistema QS tem sido considerada uma boa
alternativa, tecnicamente conhecida como "Quorum Quenching" ou inibidores de
quorum sensing (CASTILLO-JUAREZ et al., 2015; GARCIA-CONTRERAS, 2016;
GOSWAMI, 2017). O sistema QS como alvo é considerado vantajoso em relagcéo as
estratégias terapéuticas convencionais, porque apenas 0 mecanismo de
comunicagdo entre as bactérias é interrompido sem matar as células individuais
(REUTER; STEINBACH; HELMS, 2016).

A interferéncia no sistema QS pode ser alcangada pela atenuagado dos
sistemas de comunicagédo QS pela inativagdo das proteinas receptoras, degradagéo
dos sinais autoindutores ou inibicdo da sintese de moléculas sinalizadoras de QS e
utilizagdo de compostos sintéticos analogos a moléculas sinalizadoras (KALIA, 2013;
GARCIA-CONTRERAS, 2016; HAQUE et al., 2020). Espera-se que os inibidores de
QS possam erradicar as infeccbes microbianas em combinagdo com o sistema
imunoldgico do hospedeiro (DEFOIRDT; BRACKMAN; COENYE, 2013).

A inativagdo das proteinas receptoras € uma das estratégias efetivas para
reduzir a viruléncia e infecgdo bacteriana. Paczkowski et al. (2017) demonstraram
que flavonoides podem se ligar a receptores QS e reduzir significativamente a
expressao do gene de viruléncia em P. aeruginosa.

A degradagdo enzimatica dos sinais autoindutores pode interromper a
"comunicagao" entre as bactérias (JIANG et al., 2019). Alguns exemplos de enzimas
sédo lactonase, acilase, oxidorredutases, todas derivadas de diferentes bactérias
(PARK et al., 2006; BIJTENHOORN et al., 2011; MAISURIA; NERURKAR, 2015).

A utilizagdo de compostos sintéticos analogos as moléculas sinalizadoras foi
apresentada no estudo de Yang et al. (2012). Naquele trabalho foi demonstrado uma
estrutura (C2) andloga aos autoindutores (AHLs) capaz de reduzir a produgédo de

fatores de viruléncia como a protease, elastase, ramnolipideos e motilidade
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swarming, através do bloqueio das proteinas receptoras em P. aeruginosa. Esta
estrutura também foi capaz de inibir a expressdo de genes reguladores do QS:
lasR, lasl, rhiIR e rhll.

Espera-se que a inibicdo de QS exerga menos pressao de selegao para o
desenvolvimento de resisténcia entre bactérias patogénicas, uma vez que o alvo séo
os fatores de viruléncia sem inibir o crescimento dos microrganismos (QAIS; KHAN
AHMAD, 2018). Entretanto, embora o risco de desenvolvimento de resisténcia seja
menor do que com a terapia antimicrobiana, é improvavel que a resisténcia nao se
desenvolva ao longo do tempo.

Diversos compostos, dentre eles naturais ou sintéticos tém sido estudados
contra os fatores de viruléncia em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas como
P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Escherichia coli,
Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes (KALIA et
al., 2015; LUIS et al., 2016; SINGH et al., 2015; SHARIF et al. 2018).

Estudos mostram que novas estratégias tem sido desenvolvidas com intuito
de inibir a formacgéo de biofilmes e outros fatores de viruléncia regulados pelo QS.
Até o momento foram apresentados diferentes pesquisas com o uso de compostos
naturais (BOUYAHYA et al., 2017; ASIF, 2020) e nanoparticulas metalicas (GARCIA-
LARA et al., 2015; SINGH et al., 2015; KHAN et al., 2019; OUYANG et al., 2020),
que apresentaram resultados promissores contra a viruléncia e formacido de

biofilmes em P. aeruginosa.

3.4 Nanotecnologia e areas de aplicagao

A nanotecnologia consiste na aplicagao de técnicas ou processos em que um
dos seus componentes possua dimensdes na escala nanométrica (1-100 nm),
propiciando a manipulagdo de qualquer material reduzido a essa escala, surgindo
novos materiais com propriedades fisicas e quimicas exclusivas (LAZZARETTI,
HUPFFER, 2019; QAIS; KHAN; AHMAD, 2018).

As nanoparticulas podem ser sintetizadas através de métodos fisicos,
quimicos ou bioldgicos. As rotas de sintese fisica e quimica possuem alto consumo
de energia e as vezes podem envolver substancias quimicas toxicas. As sinteses

biolégicas sao consideradas rentaveis, limpas, atdxicas e ecologicamente corretas.
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A sintese biologica normalmente ocorre por meio do uso de bactérias, fungos,
plantas, cianobactérias ou actinomicetos (RAI, 2013).

As nanoparticulas tem despertado grande interesse como agentes
terapéuticos potenciais e inovadores. Além disso, possuem reconhecida aplicacao
em diversas areas, como alimentos, agricultura, ambiental e medicina.

Com as mudangas no estilo de vida do mundo moderno houve o aumento de
consumo de alimentos prontos para consumo e/ou minimamente processados.
Entretanto, esses alimentos estdo suscetiveis a contaminagdao por bactérias
deteriorantes e patogénicas. Adicionalmente, os consumidores exigem alimentos
frescos e microbiologicamente seguros. Neste cenario, as nanoparticulas com
atividades antimicrobianas tém um efeito promissor na prevencao de deterioragao e
aumento da vida de prateleira dos alimentos (JAISWAL; SHANKAR; RHIM, 2019).

A aplicagdo da nanotecnologia na industria alimentar pode ser realizada em
embalagens de alimentos, como aditivos e preservantes. O reconhecimento desta
nova tecnologia possui grande avango no processamento e armazenamento de
alimentos, garantindo a segurancga alimentar. Entretanto, houve também uma grande
preocupagao quanto aos riscos potenciais do uso de metais em nanoescala (HE;
DENG; HWANG, 2018).

Na agricultura, as nanoparticulas podem ser utilizadas para o aumento da
producdo mundial de alimentos, melhoria na qualidade do solo e estimulo no
crescimento de plantas (KASI VISWANATHAN; THOMAS; AMARANATH, 2018).
Entretanto, o efeito das NPs no crescimento e desenvolvimento das plantas depende
da concentragdo, composi¢ao, tamanho e propriedades fisico-quimicas (YADAV et
al., 2020).

Os avangos na ciéncia e nanotecnologia também permitiram uma melhoria na
area ambiental, especialmente nos problemas que envolvem a qualidade da agua
fornecida para a populagdo. As técnicas convencionais de desinfecgdo da agua,
como tratamento quimico, purificam agua através dos componentes a base de
ozénio ou cloro, entretanto podem gerar subprodutos. Desta forma, diversas NPs
(prata, quitosana, dioxido de titdnio e 6xido de zinco) estdo sendo pesquisadas como
agentes antimicrobianos para melhorar este processo de desinfecgdo (GADKARI et
al., 2018).

Além do uso em sistemas de tratamentos de aguas, as NPs podem entrar no

meio ambiente geralmente através de trés situagdes: (i) liberagcdo durante a
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producdo de matéria-prima; (ii) liberacdo durante o uso; e (iii) liberagdo apds o
descarte de produtos contendo NP (manuseio de residuos) (BUNDSCHUH et al.,
2018).

A nanomedicina surgiu como uma ferramenta para ampliar os avangos das
aplicagdes de nanomateriais na medicina tradicional. Podem ser utilizados em
biossensores, dispositivos cirurgicos, sistema de distribuicdo de medicamentos (drug
delivery), aplicagcbes em imagens e na quimioterapia (CANCINO; MARANGONI;
ZUCOLOTTO, 2014; McNAMARA; TOFAIL, 2017). Em 2020, devido a pandemia
pelo novo coronavirus, varios estudos foram desenvolvidos com a utilizagdo de
biossensores com o virus SARS-CoV-2, no qual pesquisadores de todo o mundo
buscam novas técnicas para o diagndstico do COVID-19 (CHAUHAN et al., 2020;
TALEBIAN et al., 2020; GAO et al., 2021; SRIVASTAVA et al., 2021).

Outra area de grande interesse na nanotecnologia € a Microbiologia com
estudos envolvendo nanoparticulas com atividade antimicrobiana contra bactérias,
fungos, protozoarios e virus, incluindo microrganismos multirresistentes (ADEYEMI
et al.,, 2018; SCANDORIEIRO et al., 2016). A multirresisténcia bacteriana é
atualmente considerada uma das principais ameagas a saude publica global,
segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e estima-se que, a menos que
sejam tomadas medidas, o numero de mortes em todo o mundo poderia aumentar
para 10 milhdes a cada ano até 2050 (O’'NEILL, 2014; 2016).

A resisténcia antimicrobiana pode ocorrer de maneiras diferentes, tais como:
(i) alteragdo de permeabilidade da superficie bacteriana, (ii) sistema de efluxo
(expulsdo do medicamento para fora da célula), (iii) inativagdo do antimicrobiano por
enzimas bacterianas e (iv) alteragao do alvo bacteriano do medicamento (LIMA; DEL
FIOL; BALCAO, 2019). Resumidamente na Figura 8, apresentamos os principais

mecanismos de multirresisténcia em P. aeruginosa.
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Figura 8 - Mecanismos propostos para resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa. Esta
bactéria pode apresentar resisténcia adaptativa, intrinseca e adquirida.
Fonte: adaptado de Pachori; Gothalwal; Gandhi (2019).

A presenca desses mecanismos de resisténcia esta cada vez mais frequente
em muitos microrganismos, devido a press&o seletiva do uso dos antimicrobianos,
resultando na selegdo natural de microrganismos resistentes (TELLO; AUSTIN;
TELFER, 2012).

Por isso, as nanoparticulas em aplicacbes biomédicas podem representar um
grande aliado no desenvolvimento de sistemas eficientes de diagndstico e
tratamento, permitindo o avangco nos estudos que envolvem o controle de
microrganismos multirresistentes. Entretanto, o uso racional e a aplicagao planejada
da nanotecnologia € um fator importante para o controle da multirresisténcia
bacteriana.

Diversas nanoparticulas metélicas ja foram descritas em pesquisas
cientificas, como por exemplo, as de prata (AgNP), ouro (AuNP); e 6xidos de metal
como de zinco (ZnO), cobre (CuO), etc. Dentre estas, as AgNPs estao entre as mais
estudadas e possuem um grande potencial antimicrobiano (NATAN; BANIN, 2017;
LEI; KARIM, 2020).

3.4.1 Nanoparticulas de prata (AgNP)

A prata e os compostos de prata tém sido amplamente utilizados ao longo da
histéria para diferentes aplicagdes, desde utensilios, joias e moedas até com
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finalidades medicamentosas (RUSSELL; HUGO, 1994; CHEN; SCHLUESENER,
2008). E desde a antiguidade possui seu reconhecimento por seus efeitos
antimicrobianos potentes (RUSSELL; HUGO, 1994; JAIN et al., 2009).

Para a produgao das nanoparticulas (NP), duas rotas sao as mais utilizadas:
a sintese quimica (tradicionalmente empregada) e a sintese biogénica ou biologica,
considerada mais vantajosa devido a sua rapidez, simplicidade e sustentabilidade,
além de evitar o uso de solventes organicos e reagentes toxicos. Nas duas sinteses,
as rotas sdo baseadas na redugdo de ions prata (Ag+) a Ag% formando as
nanoparticulas de prata (AgNP) (DURAN et al., 2019; LEE; JUN, 2019).

As AgNPs podem apresentar diversas formas, como esférica, plana,
triangular, tetraédrica, prismatica, cubica, octaédrica e irregulares (CHERNOUSOVA,;
EPPLE, 2013).

O mecanismo de acado das NP de prata nas bactérias ainda nao foi totalmente
esclarecido, mas envolve quatro principais mecanismos (Figura 9): (1) adesao das
nanoparticulas a superficie bacteriana, (2) desestabilizagcdo de parede e membrana
celulares, com alteracdo de sua permeabilidade, (3) indugédo de estresse oxidativo
pela geracdo de espécies reativas de oxigénio e (4) genotoxicidade (LEE; JUN,
2019).

@ AgNPs o0

Figura 9 - Mecanismos antibacterianos de nanoparticulas de prata. (1) AgNPs aderem a
superficie de uma célula, danificando sua membrana e alterando a atividade de transporte. (2) AgNPs
e ions Ag penetram dentro da célula e interagem com organelas celulares e biomoléculas, que podem
afetar fungdo celular. (3) AgNPs e ions Ag geram espécies reativas de oxigénio levando a um dano
celular. (4) AgNPs e ions Ag induzem a genotoxicidade, através de danos no DNA.

Fonte: adaptado de Lee; Jun (2019) e De Lacerda Coriolano et al. (2021).
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As AgNPs sdo um dos nanomateriais mais estudados atualmente. S&o
amplamente utilizadas devido as suas caracteristicas como estabilidade quimica,
maleabilidade, flexibilidade, elevada condutividade elétrica e térmica, atividade
catalitica, relativo baixo custo de producdo, e principalmente potente acgao
antimicrobiana (DURAN et al., 2019).

Devido a essas propriedades unicas as AgNPs tem atraido bastante interesse
na industria téxtil (vestuarios) e industria alimentar (recipientes para alimentos,
superficies de frigorifico e tabuas de cortar), bem como em aplicagbes meédicas
(curativos para feridas e queimaduras, cateteres, instrumentos cirurgicos, proteses
O0sseas e antimicrobianos) (McNAMARA; TOFAIL, 2017; YUSUF; 2019). Nestas
areas a prata € uma das nanoparticulas mais utilizadas e aplicadas devido a sua
atividade antimicrobiana (DANKOVICH; GRAY, 2011; GEHRKE; GEISER;
SOMBORN-SCHULZ, 2015; MOUSTAFA, 2017; HE; DENG; HWANG, 2018; WHO,
2018).

A propriedade antimicrobiana das AgNPs tem sido bem documentada na
literatura. Estudos realizados com AgNPs biogénicas apresentaram resultados
satisfatérios contra bactérias Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli produtoras de
B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e produtoras de carbapenemases tipo
KPC, S. aureus, S. Typhimurium (SCANDORIEIRO et al., 2016). Outros estudos
também comprovaram a eficiécia antimicrobiana contra P. aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica ATCC 14028 (ROLIM et al., 2018) e Listeria monocytogenes
MTCC 657 (SINHA; MANJHI, 2020).

Além da atividade antimicrobiana, as AgNPs tém se destacado em estudos
que buscam métodos alternativos de controle da disseminagcdo de bactérias

multirresistentes através das terapias antiviruléncias.

3.4.2 Nanoparticulas de prata como inibidores do Sistema Quorum Sensing

Por muitos anos, as propriedades antimicrobianas dos nanomateriais foram
estudadas. Embora a literatura sobre o potencial Quorum Quenching (QQ) ou
inibidores QS das NPs seja escassa, estudos recentes estdo avaliando a

capacidade das nanoparticulas metalicas em inibir comunicacéo celular ou quorum
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sensing em diversos microrganismos, especialmente em P. aeruginosa (QAIS;
KHAN; AHMAD, 2018; SHAH et al., 2019; AHMED et al., 2020; LAHIRI et al., 2021).

As AgNPs podem potencialmente bloquear a biossintese das moléculas
sinalizadoras (autoindutores) pela inibicao da proteina sintase Lasl/Rhll. Além disso,
as AgNPs podem inativar as proteinas reguladoras LasR / RhIR que bloqueia a
expressao de genes de viruléncia controlados pelo QS (ALl et al., 2017).

Singh et al. (2015) ao testarem AgNPs sintetizados a partir de Rhizopus
arrhizus verificaram a reducao da formacao de biofilmes, expressao de fatores de
viruléncia (protease, elastase, piocianina, ramnolipideos e alginato), e producéo de
autoindutores em P. aeruginosa. Houve reducdo de 2-76% na producédo de
moléculas de sinalizacdo apds o tratamento de células com varias concentragdes de
AgNPs (0-25 pg / mL). Na analise da expressao génica foi possivel observar que a
expressao dos genes lasl, rhll, lasR e rhIR foram regulados negativamente por 71,
63, 51 e 36%, respectivamente na concentracdo de 25 ug/mL AgNP. Shah et al.
(2019) também evidenciaram a inibicdo da produgdo de piocianina, elastase e
formacao de biofilme que séo regulados pelo QS apds tratamento com AgNPs.

Este mecanismo visa inibir a viruléncia bacteriana, sem impedir o seu
crescimento é uma estratégia eficaz para conrolar os patogenos (HAYAT et al.,
2019). E esperado que o uso de inibidores de QS exerca menos presséo seletiva no
desenvolvimento de multirresisténcia. Muhling et al. (2009) verificaram que as
bactérias que viviam naturalmente em sedimentos estuarinos, quando expostos as
diferentes concentragbes de AgNPs (50 e 2000 pg/L), ndo desenvolveram
resisténcia aos antimicrobianos.

Entretanto, ndo podemos descartar que a resisténcia possa occorrer com o
passar dos anos. Por isso, além da resisténcia as NPs, outra grande preocupacao, &
a utilizacdo de concentragcdes subinibitérias de nanoparticulas, uma vez que nao é
conhecido ao certo a resposta bacteriana a estes nanometais. Como exemplo da
variedade das respostas as concentracbes de nanoparticulas, ha pesquisas que
apresentam resultados com aumento da producdo de autoindutores apds exposi¢ao
de AgNPs. Li et al. (2018) ao testarem AgNP em concentragdes subinibitorias (100
Mg/L) em P. aeruginosa PAO1, evidenciaram o aumento significativo da producgéo de
autoindutores, producao da protease, formacgao de biofilmes e no nivel de expressao

do gene lasR.
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Por isso, o efeito das AgNPs sobre o QS esta em fase de pesquisa preliminar
e mais estudos devem ser realizados para entender o mecanismo exato da inibi¢gao
ou possivel indugdo do QS por estes compostos contra os microrganismos

patogénicos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao, juntamente com a metodologia necessaria para o
desenvolvimento desta tese de doutorado foram apresentados na forma de trés

artigos.

Artigo de revisdao 1 — “Quorum Sensing system: target to control the
spread of bacterial infections” (doi: 10.1016/j.micpath.2020.104068) publicado em
13 de fevereiro de 2020 na revista Microbial Pathogenesis.

Artigo 2 — “Subinhibitory concentrations of biogenic silver nanoparticles
affect motility and biofilm formation in Pseudomonas aeruginosa” publicado em
01 de abril de 2021 na revista Frontiers in Cellular and Infection Microbiology
secao “Molecular Bacterial Pathogenesis” (doi:10.3389/fcimb.2021.656984).

Artigo 3 - “Efeito das nanoparticulas de prata biogénicas no Sistema
Quorum Sensing de Pseudomonas aeruginosa PAO1 e PA14” no qual sera

submetido posteriormente.



56

5.1 Artigo 1

ARTIGO DE REVISAO: Quorum sensing system: target to control the spread of
bacterial infections
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywonds Cuorum Sensing (Q5) systems regulate the gene expresion of different types of vinulence factors in accordance
Autninduscers with the cell population density. A literature search was performed, including electronic databases such as
Imhibitors

MEDLINE PubMed, SeiELD, and LILACS, az weall a: other databases not indexed, such a2 Gmst Seholar. The
w=arch was conducted between July 201E and April 2019, through online ressarch. Antimicrabial resistance is
ome of the bigpest threats 1o global health and the dissemination of n=istant microbes in the environment is a
major public health problem. Therefore, it is important 1o develop new therapies t control the spread of re-
sigtant bacteria 1o humans. Thus, interference in the chemical signal (susinducers) of the Q5 system has been
poatulated as a good alternative, technically known as "Quorum Quenching” or Q8 inhibitors. Inhibition of QS
dgnaling is not intended 1o kill the microonganism, but o bleck the expresion of the target genes, making the
celdls lets virulent and more vulnerable 1o host immune response. Anti-virulence therapy by agents that interfere
with thiz system in pathogenic bacteria is & well-stadied strategy, including medicinal plants and their bioactive
comstitents, and presents good prospects. This review aims to provide an overview of the Q5 system in bacteria

Quorum quenching
Bacterial resistance

and deseribe the main inhibitors of the sysem.

1. Introduction

For several years researchers have been interested in the fact that
microorganisms survive in adverse conditions, such as changes in
acidity, temperature, nutrient reduction, ultraviolet radiation, and ex-
posure to toxic substances. Initially, research was related to the meta-
bolic changes in individual bacteria in response to external stimuli,
since it was believed that bacteria do not live in 8 community.
Advencement in molecular biology and microscopy has enabled re-
search inte and understanding of the microbial community and its
survival strategies [1].

It has been observed that the majority of microorganisms live in a
complex community called biofilm, which can be defined as an orga-
nized group of microorgenisms that Live within a matrix of polymeric
substances that adhere to several surfaces [2]. The competition for
nutrients and other growth conditions is an important factor for the
development of the biofilm structure. Moreover, bacteria in the form of
biofilms are known to maintain efficient communities through secretion
of chemical signals to communicate with one another, without direct
physical eontact [3].

Quorum sensing (Q5) system is a mechanism of cellular commu-
nication between microorganisms through the secretion of extracellular

* Corresponding author.
E-micl adedress: erika.sacki@ ialsp.gov.br (EB. Saeki).

hups:/Sdod.org 101016,/ f.micpath. 2020.1 04068

chemical signals, and its concentration is dependent on the microbial
density. The QS system consists of an enzyme that catalyzes the
synthesis of chemical signals, and a receptor that binds to the signal and
induces the expression of genes responsible for various physiological
mechanisms; such as sporulation, biofilm preduction, conjugation, and
muotility, as well as virulence factors, such as proteases, toxins, and
adhesins [4,5].

Nowadays, the intensive use of antimicrobials has allowed the
emergence of multidrug-resistant (MDR) and extensively resistant mi-
croorganisms (XDR), a worldwide concern, including for the World
Health Organization (WHO), which warns of the necessity to control
the spread of these bacteria and encourages the search for new treat-
ments [5]. Therefore, the development of new therapies to treat in-
fections diseases caused by antimicrobial resistance is one of the main
challenges facing science today. Thus, interference in the chemical
signal of the QS system has been studied as a new form of control
strategy [4,7,8]. Some of the quorum sensing inhibitors which have
presented satisfactory results are bisactive compounds and essential
oils obtained from plants. For this reason, researchers are increasingly
forusing their studies on medicinal herbal products to identify new
antipathogenic agents that could act on 8, thus controlling infections.
In addition, as this strategy does not directly kill the microorganisms,
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and there is presumably less evolutionary pressure for the development
of bacterial resistance, although it is unlikely that resistance will not
develop over time [9].

2, Method

The literature search included electronic databases such as
MEDLINE/PubMed, SciELO (Scientific Electronic Library Online), and
LILACE, as well as other databases not indexed, such as Google Scholar.
The search was based on the following descriptors “quorum sensing
system”, “guorum quenching”, “bacterial quorum senging”, “guorum
sensing Gram-positive bacteria™, “quorum sensing Gram-negative bac-
teria”, “anti quorum sensing”, “ant quorum sensing activity”. The lit-
eramure search was conducted between July 2018 and April 2019,
through online research.

3. Results

3.1, Quonem sensing system

Quorum sensing is a mechanism of communication between mi-
crogrganisms through the production and diffusion of small chemical or
signaling molecules that control a variety of physiological functions.
Bacterial physiology control can be performed in cell differentiation
and nutrient availability, bioluminescence, antibiotic biosynthesis
process, sporulation, biofilm formation, and to express virulence factors
or transfer genetic material (conjugation and transformation processes)
[10,11]. This communication system coordinates bacterial behavior
and regulates the expression of genes in response to the population
density [12,13]. QS8 systems provide bacteria with a great evolutionary
advantage, allowing them to adapt to changes in the environment [14].

QS systern is a very common molecular mechanism in bacteria,
which involves the production and detection of small extracellular
modecules, known 85 autolndweers. Autoinducers are produced by the
cells and excreted into the extracellular medium by a simple diffusion
process, sccumulating in amounts proportonal to the population den-
sity and detected through receptors. Once autainducer concentrations
reach a eritical threshold in the local environment, they can lead to a
coordinated change in gene expression in bacteria, resulting in co-
ordinated alterations in the bacterial physiclogy [15].

This system starts with production and release of autoinducers into
the environment, either by the pathogen or resident microbiota. This
system allows the bacteria to coexist in a community and to express
phenotypes that are advantageous for the group and ensure bacterial
survival [16]. The most commonly studied autoinducers of QS are M-
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Fig. 1. Chemical structures of representative (68 signals. [A)
Structure 1, the Vibrio fischeri AHL, 3006-HSL AHLs can
wary in the side chain length and substitution at the third
carbon position of the acy] chain, and this variation dictates
the specificity of the system, (B) Stophylococcus aurens oli-
gopeptide  autcinducer, (C) Escherichic coli  and
Smphylococcus ourens Autoinducer-2 (A2} and, (D) 2-
heptyl-3-hydroxy-4-quinolone  (Prewdomonas  Quinolone
Signal, PQS); (E) 2-(2-hydroxyphenyl)-thiazole-4-carbabde-
hyde (Integrated Qruorum Sensing Signal, [05]) described in
P. meruginoso.

acyl homoserine lactones (AHL) produced by Gram-negative bacteria
and peptides produced by Gram-positive bacteria [17]. AHL, also
known as Al-1, consist of homoserine lactone rings with an additional
fatty acld side chain [16]). Although AHL signaling has traditionally
been considered to be intra-specific communication, smdies suggest
that AHL can also be used to detect potental environmental competi-
tors [18].

Peptides (autoinducer peptides or quorum sensing peptides) are
synthesized on the ribosome of Gram-positive bacteria and exhibit post-
translational modifications to their stability and functionality [1,19]. In
general, the AHL malecules produced by Gram-negative hacteria diffuse
passively in and out of cells, whereas peptides synthesized by these
hacteria are transported out of cells via an ABC transporter. When the
extracelular concentration of the peptide signal ascumulates to the
minimal level, a protein (histidine sensor kinase) detects it [16,17].

Autoinducer 2 (Al-2) is another class of signaling molecules and can
be found in Gram-positive and Gram-negative bacteria. Al-2 is widely
used for interspecies communication, so is considered a signal of uni-
versal communication between different bacterial species [20].

Asumsinducer PQS, alsoe known as  quinolone, identified in
Psendomonas  aeryginesa, s produced by proteins encoded by the
psABCDH genes and, together with other auto-inducer AHL, controls
the formation of biofilms and the production of virulence factors such
as elastase, pyocyanin, and leticine [21,22]. More recently, the auto-
inducer IQ8 produced by ambBCDE-encoded proteins has been de-
seribed in P, aeruginosa. This molecule controls the expression of several
genes associated with production of pyocyanin, rhamnolipids, and
elastase [23]. Fig. 1 shows the autoinducers and their chemical strue-
tures.

3.2 First descriprions of the quorum sensing system

Early studies on a mechanism of bacterial cell communication were
published in the mid-1960s and 1970s, when researches presented the
state of knowledge concerning control of the genetic competence of
Sreplococcus preumondae [24] and contral of activity in luminescent
hacteria [25], which required the production of extracellular molecules.

In the B0's, important research was published on luminescent genes
aof Vibrie fischeri [26] and the autoinducer MN-3-oxohexanoyl-i-homo-
sering lactone - 3006-HSL [27). Despite the inirial studies, the termi-
nology "quorum sensing” was first used in a review article by Fugua
et al_ [28].

Bioluminescence in V. fischert is controlled by the regulation of a
transeriptional regulatory protein (LuxR) and a signal molecule syn-
thase (Luxl) (Fig. 2). As the density of the microbial population
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Fig. 2. Quorum sensing in Vibrip fischeri There are five huciferase structural
genes (xfCDARE) and two regulatory genes (xR and fuxd) Luxl (protein
expressed from lud) produces 30C6-HSL (M-acyl homoserine lactones, AHL,
red spheres], which specifically interacts with the LuxR transcriptional reg-
ulator when it reaches concentrations in the nanomolar range. This leads 1o
expression of the LhicelCDARE op and biol ence (light production).

increases, the concentration of autoinducers (AHL) gradually increases.
When the concentration reaches a threshold level {(corresponding to
5}, the autoinducer enters the cell and binds to the LuxR protein to
form a dimer. At this point, the LuxB complex iz activated and tran-
scription of the ko fCDABEG gene occurs, resulting in increased light
production and production of autoinducers [1,22 297,

V. fischeri colonizes the organs of Fuprymna scolopes, in which it
multiplies and, upon reaching the population density threshold, induces
the expression of luminescent genes. The luciferase enzyme complex is
responsible for the production of light and the ability to produce lo-
minous signals that help the host find food, mate, or protect itself from
predators. In return, the bacteria gain a nutrient-rich environment to
live in, within marine animals [5,29].

3.3, Quonem sensing system in Gram-negative bacteria

Q5 systems can be expressed in different bacterial pathogens
among Gram-negative bacteria, they have been described in
Acinetobacter hawmannil [30], P. ceruginosa [7], and Escherichio coli
[31]. These systems can regulate different phenotypes, as described in
Table 1.

Q5 systems of other Gram-negative bacteria produce signaling mo-
lecules by the protein synthase homologous to Luxl. These proteins
produce a specific AHL for each bacterial species [1]. The variations in
AHL are according o the length of the carbon chain [20].

E. coli and Salmonella sp. do not possess the Luxl protein and
therefore do not synthesize AHL. However, both synthesize the Sdia
protein which recognizes and binds to AHL produced by other bacteria
[32].

FP. geruginosa has four known Q5 gystems: las, rhl, POS, and in-
tegrated QS (IQ5). The first two are mediated by the autoinducers
homoszerine MN-acyl lactones (AHL), the third mediated by quinolones
(signal PQS), and the latter, mediated by signal IQS [23,33].

In the las and rhl systems, the synthesis of AHL autoinducers is
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catalyzed by a lactone synthase enzyme (LuxI). These systems include
production of two molecules of AHL, 30C12-HSL, and C4-HSL [34] and,
consequently, the expression of several genes related to the production
of proteases, exotoxing, biofilm, rhamnolipids, and pyocyanin [35].

34 Quorum sensing system in Gram-positive bacteria

In Gram-positive bacteria, regulation by Q8 is generally mediated
by auminduction of cyclic peptides, and the signal occurs through
phosphorylatdon cascades [4]. Peptides generally require transporters
to the extracellular environment, as they are not permeable to the
bacterial cell membrane [1].

This mechanism of Q8 can be found in different bacteria such as
Smphylococcus aurews [4], Bocillus subliz [36], Clesoridium bomdinem
[37], and 5. preumonige [32], and can regulate different phenotypes
(Table Z)

3.5 Inhibitors of the quorum sensing gystem

In 2017, the World Health Organization (WHO) published a global
priority list of bacteria for which development of new antimicrobials is
urgently required. The WHO presented a catalog with 12 bacterla, di-
vided into three priority groups (critical, high, and medium). The
species identified as highest priority are: A. baumanndi resistant to
carbapenems, P asrugingsa resistant to carbapenems, and en-
terobacteria resistant to carbapenems and producers of extended
spectrum beta-lactamases (ESBLs) [39].

Although antimicrobials continue to be the main treatment option
for bacterial infections, with increasing multidrug resistance, new al-
ternatives are needed to treat infections and fight the spread of multi-
resistant bacteria.

Microorganisms synthegize different compounds and have strue-
tures that allow them to colonize and infect their host, called virulence
factors. These virulence factors are controlled by the Q5 system;
therefore, preventing their production is an important strategy for the
control of bacterial dizeases, that is, an antivirulence therapy. This
therapy aims to “disarm® the pathogens, preventing them from at-
tacking their host [40]. Q8 system signal interference has been posm-
lated as a good alternative, technically referred to a5 “Quorum
Quenching” or quorum sensing inhibitors (QSI) [4,5,7,8].

Interference in the QS system can be achieved by attenuation of QS
communication systems through interruption of receptor proteins, de-
gradation of autoinducing signals, or inhibition of the synthesis of QS
signaling molecules, as well as the use of synthetic compounds analo-
gous to signaling molecules [7,1E8].

The search for alternatives to interfere in the mechanisms of reg-
ulation of bacterial virulence has been the object of research in recent
years. Several plants and their bioactive compounds and essential oils
hawve been studied to analyze their activity against virulence factors in
Gram-negative and Gram-positive bacteria such as P. ceruginosa, A
baurmanmil, 5. enterica, E coli, Compylobacter jejund, 8. aurews, and Listeria
monacytogenss [41—44].

The main advantages of using (5] are minimal impact on host
commensal flora, rapid inactivation of the target, supplementation of
antibiotics to increase efficacy, blocking the secretion of muliiple
vimulence factors and lesser selective pressure than antibiotics. This is

Table 1
‘Quorum sensing system and redated phenotypes in Gram-negative bacteria.
015 system Regulated phenotypes Reference

Microorganism
Vibrio fischen Lund, Adn, LuxS Expression of bicluminescence, colonization in the bost, and mocilicy [4]
Preudomonas aeruginesa Las, Rhl, POS, 108 Vinlence factors: pyocyanin, pyo , elastase, alkal , matility, rhamnolipids, and biofilm formation [23]
Ackuerobacter basmannii Lux Botilicy and biofilm formation [30]
Escherichia codl Sdin Matility and biofilm formation [3:1]
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Table 2
Qruioieun senaing ayatan and tdatal plemdyppees o Goensposilive baclesia.
Q5 system Regulated phenotypes Reference
Mlicroorganism
Baocillus subafis ComQXFA Production of surfactin and biolfim [38]
Clostridisss botulinum Agr Production of botulinum wxin and sporulaticn [37]
Sphylococs sureas Agr Production of proteases, lipases, and nucleases [1&]
Sreprocacols premonioe Lux Biofilm formadon and sutalysis [38]
because blocking a virulence factor would not affect the natural sur- 4. Conclusion

vival and growth of the target microorganism and thus would not fa-
vour bacterial resistance evolution [8,45].

3.6. Planis as (S inhibitors

Since ancient times, plants and their derivatives, such as essential
oils (EO), have been used in folk medicine for the treatment of diseases.
These oils are concentrated natural compounds with a strong smell and
are produced as secondary metabolites by aromatic plants [46,47]. The
oils can be obtained from plant organs such as flowers, leaves, seeds,
twigs, stemns, flowers, fruits, roots, wood, or bark [45]. Medicinal herbal
products are believed to be prospective sources of pharmaceuticals or
phytochemicals to discover new compounds for the treatment of Q8-
mediated bacterial virulence [5].

Essential oils are extremely complex in compositon, containing
several terpenoid compounds, especially monoterpenes, sesquiterpenes,
and diterpenoids. Other molecubes such as acids, alcohols, aldehydes,
aliphatic hydrocarbons, acyclic esters, or lactones and phenylpropa-
noids may also be present [46].

Many studies have shown the efficlency of EOs to inhibit the growth
of fungl and bacteria [49-52]. EOs and their components have a variety
of targets, particularly the cell membrane and cytoplasm. The disrup-
tion of bacterial membranes contributes to the antibacterial properties
of most essential oils [53].

For this reason, many studies with medicinal herbal products seek to
identify new agents that could act on Q3, thus controlling bacterial
infections. Recent studies show that plant extracts can act as Q51 on the
inhibition of QS-controlled wirulence factors (Table 3); due to the si-
milarity of their chemical structure with QS auto-inducers (AHL), the
ability to degrade signal receptors (LuxF/LasR) and inhibition of the
synthesis and/or transport of autoindwecers [158,54]).

Srudies on quorum sensing systems demonstrate that bacteria have
developed several forms of intra and interspecies communication. Due
to the spread of multiresistant bacteria and infections without treat-
ment options, the development of new control strategies is essential.

The strategy of anti-virulence therapy using agents that interfere in
the Quorum Sensing system of pathogenic b ia has been int Iy
studied in recent years and presents good prospects. If virulence can be
controlled, it is hoped that the host immune system will be capable of
overcoming any infections. Although the risk of development of re-
sistance is lower than with antimicrobial therapy it is unlikely that
resistance will not develop over time.

However, research is needed to investigate the impact of the use of
theze inhibitors on the beneficial activities of non-target bacteria, such
as those present in the microbiome; as well as their potential use in
antimicrobial therapy, therapies combined with other antimicrobials,
and/sor as coatings of medical devices.
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Table 3
Plants as 8 inhibitors.

Flant species Microorganism Resuh Reference

Cinnamaon spp. Praidomsonis seruginoss Decreased production of pyooyanin, swanming motility, protesse, [42]
alginate, and biofilm

(=1, T Campylshacrer jejsl Inhdbition of bdofilm formation and motdliny [21]

Cenrella asianica Praidomsonas aeruginoss Decreased production of swamuing motile, pyocyanin, elastase, and [54]
protease

Elsmaria cardamomurse Chromedacterium visloceum Inhibition of the production of OS-regulated viclacein plgment in [55]
bacteria

Eacahypns rediese Chromedacterium vislacem Inhibition of the production of QS-regulated violacsin plgment in [43]
bacteria

Exgenia brasiliensis Acromonas ydrophils and Serranmarcescens Decreased production of motilicy [5&]

Forsythia sug Przud i Decreased production of swimming, pyecyanin, and biofilm and monlicy  [52]

Hypericesm perforamm. Pseudomeonas Blocking of los and ril quonsm sensing sysiems [57]

g COmpacium Escherichia coli and Bacilles subsilic Diecreased bicofilm formation [58]

e vulgare Chramobacterium visksceum Inhibition of the production of QS-regulated violacein pligment in [55]
bacteria

Piper berle Sarrarks MArcesoes Inhdbition of virnlence and biofilm formation [&0]

Rubis rossefoliug Chromedacterium visksceum, Aeromonas hydrophila and Serana Inhdbition of wiolscein, miotility, and bicfilm formation [&1]

FUITCESCENS
Samreke honensis Sapivylococous aurens Decreased biafilm formation [44]
Thymis desmensis Sampivylococas aureis Decreased biafilm formation [44]
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effects of subinhibitary concentrations of bio-AgNPs on motility and biofilm formation in P
agruginosa. Bio-AgNPs were synthesized via reduction of ionic siver catatyzed by cell-free
culture filtrate from Fusarium axysporum. A total of 17 P asruginosa isolates and straing
were evaluated for swarming, swimming, and twitching motility in the presence and
absence (contral) of bio-AgNPs, including 10 dlinical isolates from patients with and
without cystic fibrosis, 5 emnviranmental isolates obtained from the public water supply
systern, and 2 reference strains (PAD1 and PAT4). lzolates were identified by biochemical
and molecular methods. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were determined by the
broth microdilution method. Swarming, swimming, and twitching motiity assays were
performed in Petri dishes. Biofim formation capacity was assessed gquantitatively by the
crystal violet method. MIC values ranged from 15.62 to 62.50 pM. The results showed that
subinhibitory concentrations of bio-AgNPs (¥ MIC, 7.81-31.25 pM) significantly increased
(p < 0.05) swarming, swimming, and twitching motility in 40.0, 40.0, and 46.7% of isolates,
respectively. Subinhibitory bio-AgNP treatment enhanced (p < 0.05) biofim formation
capacity in PA14 and a cystic fibrosis isolate (P11). It is concluded that subinhibitory
concentrations of bio-AgNPs increased biofilm formation and swarming, swimming, and
twitching motility in PA14 and some F. asruginosa isolates. These virulence factors are
directly irmvolved with quorurm-sensing systems. Further research should investigate the
effects of AgNPs on P. aeruginosa quorum sensing to help elucidate their mechanism of
action at subinhibitory concentrations.

Keywords: antibiofilm, antivirulence, virulence factor, metal nanoparficle, guorum sensing
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INTRODUCTION

Silver nanoparticles (AgMPs) are one of the most widely studied
nanomaterials (Guo et al, 2019; Kawish et al., 2020; Saced et al,
2020} because of their chemical stability, malleability, flexibility,
high electrical and thermal conductivity, catalytic activity,
relatively low cost, and, mainly, potent antimicrobial action
(Duran et al, 2019). These unique properties have led AgNPs
to find application in the medical industry {wound dressing,
surgical instrument, and bone prosthesis production), textile
industry (garment production), food industry (food packaging,
countertop, and cutting board materials), and wastewater
treatment {McMNamara and Tofail, 2017; Gadkari et al, 2018).

AgNPs were shown to have antimicrobial properties against
several pathogenic microorganisms (Scandoriciro et al, 2016
Figueiredo et al, 2019), induding Pseudomonas aeneginosa (Liao
et al, 2019; [VLima et al., 2020). This bacterium can be found in
various environments, such as hospitals, natural resources, and
water supply systems {Dobias and Bernier-Latmani, 2013; Anversa
ctal , 201% Esmaeili et al, 2019). P. aeruginosa may express different
virulence factors and is closely related to healthcare-related
infections and diseases in immunocompromised, cystic fibrosis,
and severely burned patients. Because of these factors and its multi-
antimicrobial resistance, P. meruginosa constitutes a public health
problem (Matar, 2018; Ahmed et al., 2019).

Chronic P aeruginosa infection is established mainly through
biofilm formation. Motility plays an essential role in the initial
adhesion of bacterial cells to biotic and abiotic surfaces (Khan
et al, 2020). Bioflm formation contributes to the survival of
P aeruginosa under adverse environmental conditions, provides
protection against the host's immune system, and confers
antimicrobial resistance. This specific bacterial response is
triggered by proximity to surfaces and involves complex
chemical signaling networks, including quorum sensing (QS)
(Khan et al., 2019; (Mivares et al,, 2020).

Biofilm development can be divided into four steps: (1)
reversible adhesion of bacterial cells to a surface; (2) sessile
growth and increased production, release, and detection of
autoinducer molecules by Q5 systems; (3) biofilm maturation
with the formation of mushroom-like structures enveloped by
exopolysaccharides; and (4) disruption through the release of
cells (Saxena et al, 2019). These important steps in P. aeruginosa
biofilm formation depend on appendages such as flagella and
type IV pili, both of which are necessary for bacterial motility
(Otton et al_, 2017).

P. aeruginosa is capable of three types of movement:
swarming, swimming, and twitching. Swarming is performed
on semi-solid surfaces (0.5 to 0.7% agar) via multicellular motion
dependent on rotating helical flagella and typically involves type
IV pili and a class of surfactants known as rhamnolipids (EGhler
ct al, 2000; Kearns, 2010). Swimming is another type of motility
whereby bacteria swim on a low-viscous (0.3% agar) liquid
surface using rotating flagella (Kearns, 2010; Sun et al., 2018).
Twitching matility is mediated by type IV pili, occurring on solid
surfaces or media with moderate viscosity (1% agar) by extension
and retraction of pili (Kearns, 2010; Otton et al,, 20017).

Due to the increase in multidrug resistance to antimicrobials,
several studies have been carried out searching for new
alternatives to interfere in the regulation of bacterial virulence
and control the spread of multidrug-resistant bacteria (Shah
et al., 201% Ahmed et al., 2020; Piewngam et al., 2020). A major
concern is that in these studies, subinhibitory concentrations of
the compounds are used and we do not know for sure the
bacterial response to these nanometals. The present study aimed
to assess the effect of subinhibitory concentrations of biogenic
AgNPs (bio-AgNPs) on the motility and biofilm formation
capacity of F. aeruginosa.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Isolates and

P. aeruginosa ldentification

This study was conducted at the Laboratory of Food Bacteriology
and Microbiology of Adolfo Lutz Institute, Presidente Prudente,
S&o Paulo, Brazil A total of 15 isolates of P. aerugirosa from
different origins were analyzed. Environmental isolates (E, P1-
P35, n = 5) were obtained from the public water supply system of
S&o Paulo State, Brazil Clinical isolates from patients without
cystic fibrosis (non-FC, P6-P10, n = 5) were obtained from the
Presidente Prudente Regional Hospital, 530 Paulo State, Brazil.
Cystic fibrosis isolates (FC, P11-P15, n = 5) were obtained from
the University of 530 Paulo Clinics Hospital, Brazil Two P.
agruginoesa reference strains were used, PAO1 and UCBPP-FAL4
(hereafter referred to as PA14). Information on bacterial isolates
is summarized in Table 1.

Isolates were seeded on Cetrimide agar { Acumedia, USA) and
M-PA-C Agar (BBL, USA) and incubated at 37 and 42°C,
respectively. Identification was achieved by analysis of colony
morphology and biochemical characteristics (catalase, oxidase,
and glucose fermentation tests). Stock cultures were maintained
at —80°C in Luria-Bertani (LB) broth {Neogen, USA) containing
20% (viv) glycerol (Synth, Brazil).

Molecular Confirmation of

P. aeruginosa Isolates

All isolates biochemically identified as P. aeruginosa were
confirmed by polymerase chain reaction (PCR) using a set of
primers (forward, 5'-AATTCGGCAAATTTGCTGOG-3";
reverse, 5 -GGAGCTGTCGTACTCGAAGT-3') specific to the
oprL gene (209 bp) (Wong ct al, 2014).

Bacterial DNA was extracted by the thermal lysis method.
PCR was performed in a final volume of 20 pl. containing 6.4 pL
of ultrapure water, 0.8 pl of cach primer (10 pM), 10 pL of
GoTag™ Colorless Master Mix (Promega), and 2 pl of DNA
Amplification consisted of initial denaturation at 95°C for
10 min, followed by 30 cycles of 95°C for 1 min, 52°C for 30 s,
and 72°C for 1 min, and final extension at 72°C for 5 min on a
Veriti thermal cycler (Applied Biosystems, IL, USA). The
amplified products were subjected to electrophoresis in agarose
gel (1.5%) stained with 0.1 pL/mL 5YBR Safe (Invitrogen, USA)
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TABLE 1 | Peeucomonas Seruginass siraings and bacterial isolabes ([Ervironmental, non-CF, and CF isolabes), Mirimum inhibitory concentration, and 1/2 MIG of bio-

AP used in this siudy.

Reference straing Type Origin bic-AgMP juM)
or isclales
MIC 1/2 MIC

PAD1 C Weand patient E2.50 31.25
PA14 C Burn patiert E2.50 31.25
P E Water Trom the public supply eyetem 1582 781
P2 E Water from the public supply syetem 3125 1582
P3 E Water Trom the pulblic supply syetem 1562 781
P4 E Water from the pubiic supply eyetem 31.25 1582
PS5 E Water Trom the public supply syetem 3125 1582
Pg ricn-CF Tracheal secretion 31.25 1582
PT rien-CF Plevral fuiid 31.25 1582
Pa rice-CF Knee wend 31.25 1582
P nen-CF Tracheal secretion 3125 1582
P10 rice-CF Sacral area 31.35 1582
P11 CF Sputuem end oropherynges 1582 781
P12 CF Sputurm end orophenynges 1582 781
P13 CF Sputurm and oropheryngea 1582 781
P14 CF Sputurm and oropheryhgesl 1582 781
P15 CF Sputurm and orophenyhigesl 1582 781

C, cilimical molbsies.

E, ermaronmenta’ soiates

Nor-CF, ciimizal fsnlates abtsined from mon-cystic fbvosis patisnts.
CF, cinical snksles cidaned from cyshc Sbrosis patients.

AAC, Minimurm infabiion: concantration.

for 40 min at 100 V. Gels were visnalized under ultraviolet light
(296 nm) using a transilluminator (S}ng:ncm.. DigiGenius, MDD,
USA), and images were captured and processed using EOQS
Utility™ software (Canon, USA).

Preparation of Bio-AgNPs

Bio-AghPs were synthesized according to a method previously
described by Dhuran et al. (2005; 2006) (Patent, 2006, P 0605681-
4A2; http:/fwww.inpigovbr). Bio-AgNPs were prepared by
reduction of silver nitrate catalyzed by a cell-free enzyme
preparation from Fusarium oxysporum (strain 551). The fungal
inoculum was obtained from the culture collection of the
Laboratory of Molecular Genetics, Luiz de Queiroz College of
Agriculture (ESALQ), University of 580 Paulo, Piracicaba, 560
Paulo State, Brazil. First, F. coysporum was grown for 7 days at 28°
C on medium containing 0.5% (w/v) yeast extract (Meogen, USA),
2% (wiv) malt extract (Neogen, USA), 2% (wiv) agar (Acomedia,
Usa), and distilled water. Then, the fungal biomass (0.1 g/mL)
was mixed with sterile distilled water and incubated at 28°C for
72 h under constant stirming (150 rpm). After filtration, the cell-
free filtrate was mixed with 0.01 M silver nitrate (AgNO;, Nuclear,
Brazil) and incubated for 15 days at 28°C in the dark. Bio-AgNPs
were washed with distilled water, centrifuged at 27 000 x g and 4°C
for 30 min, and incubated in an ultrasonic bath for 30 min
Washing steps were repeated three times. Quantification of Ag was
performed on an EDX-7000 encrgy dispersive X-ray fluorescence
spectrometer (Shimadzu, Japan). Particle diameter and zeta
potential were determined by photon correlation spectroscopy
using a Zetasizer Nano Z5 (Malvern Panalytical, United
Kingdom). Transmission electron microscopy was performed at
the State University of Maringa, Parana, Brazil.

Minimum Inhibitory Concentration

(MIC) Determination

The MIC of bio-AgNPs for P. acruginosa isolates was determined
by the broth microdilution method in 96-well plates, as
recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2015). Bio-AgNPs were diluted in Mueller-
Hinton broth (Difco, USA) to concentrations of 1000 to
7.81 pM. After incubation at 37°C for 24 h, MIC values were
defined as the lowest concentration of bio-AgNPs capable of
preventing visible microbial growth. Positive (P. aeruginosa
incubated in the absence of bip-AgNPs) and negative (bio-
AgNPs and broth only) controls were used.

Virulence Factor Analysis

Swarming Motility

P. aeruginosa isolates were grown in LB broth (Neogen, USA) for
24 h at 30°C. Then, swarming agar plates containing 1% glucose
(Synth, Brazil), 0.5% peptone (Acumedia, USA), 0.2% yeast
extract (Bacto, Difco, USA), and 0.5% agar {Acumedia, USA)
were equilibrated to room temperature and inoculated at the
center with 10 pL of a F. aeruginosa suspension containing 10°
colony-forming units (CFUMmL in the presence and absence
(control} of subinhibitory concentrations (% MIC) of
bio-AgNPs. Plates were incubated without inversion for 24 h at
30°C (Norizan et al, 2013).

Swimming Motility

P. geruginosa isolates were seeded on LB agar (Neogen, USA)
and incubated at 37*C for 24 h. Then, one colony of each isolate
was inoculated, in the presence and absence (control) of ¥ MIC
bio-AghPs, on the surface of swimming agar plates containing
1L.0% tryptone (Acumedia, USAJ, 0.5% sodium chloride (Casa
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Americana, Brazil), and 0.3% agar (Acumedia, USA), previously
equilibrated to room temperature. Plates were incubated without
inversion for 24 h at 30°C (Inoue et al., 2008).

Twitching Motility

P. aeruginosa isolates were seeded on LB agar (Neogen, USA) and
incubated at 37°C for 24 h. Then, one colony of each isolate was
inoculated, in the presence and absence {control) of ' MIC bio-
AgNPs, to the bottom of twitching agar plates containing 1.0%
tryptone (Acumedia, USA), 0.5% veast extract (Bacto, Difoo,
USA), 1.0% sodium chloride (Synth, Brazil), and 1.0% agar
{Acumedia, USA). Plates were inverted and incubated at 37°C
for 24 ho Subsequently, the agar was carefully removed, and the
muotility zone was measured to the nearest millimeter after staining
with 2% crystal violet (Laborclin, Brazil) for 2 h (Otton et al.,
2017). As a negative control, each isolate was inoculated in
tryptone soy agar (Difco, USA) under the same conditions.

Biofilm Formation

Binfilm formation was analyzed on 96-well polystyrene microtiter
plates by the modified crystal violet method described by Ramos-
Vivas et al. (2019). P. aeruginosa isolates were grown on LB agar
(Meogen, USA) at 37°C for 24 h. Then, 180 pL of LB broth (Neogen,
USA) and 20 pl. of P. asruginosa suspension (initial concentration
of 1.5 = 10" CFU/mL) were added to each well and incubated at
37°C for 24 h in the presence and absence (control) of %2 MIC bio-
AgNPs. After incubation, the supemnatants were discarded, and the
wells were washed three times with phosphate-buffered saline (pH
7.2), fixed with 250 pl of methanol (Merck, Germany) for 10 min,
and stained with a 1.0% crystal violet aqueous solution (Merdk,
Germany) for 15 min. Subsequently, the crystal violet was discarded
and the wells washed three times with purified water. Adhered cells
were resuspended in 250 pl. of 33% (viv) glacial acetic acid (Merdk,
Germany). Absorbance was read spectrophotometrically
(Multiskan™ FC, Thermo Fisher Sdentific, USA) at 620 nm.

Statistical Analysis

All experiments were conducted in triplicate on three separate
occasions. Statistical analyses were performed using R5tudio
software version 1.2.5001. Graphical representations were
constructed using GraphPad Prism version #4.2 (GraphPad
Software Inc., USA).

20 hp
S bp

RESULTS
P. aeruginosa Isolates

P. aeruginosa isolates were identified as oxidase-positive,
catalase-positive, non-fermenter Gram-negative rods capable of
growth on Cetrimide and M-PA-C agar. Isolates were confirmed
to be P. aeruginosa by oprl gene detection (Figure 1).

Characterization of Bio-AgNPs

The X-ray fluorescence spectra of bio-AgWNPs showed a
plasmonic absorption band in the visible region (near 440 nm).
Manoparticles had a spherical shape and mean size of 73.04 nm,
as demonstrated by transmission electron microscopy
(Figure 2). The surface charge (zeta potential) of bio-AghPs
was =18.77 mV.

MIC of Bio-AgNPs

The MIC of bio-AgNPs for P. aeruginosa PAOL and PA14 was
625 pM. MICs for environmental and clinical isolates are
described in Table 1. Bio-AghPs were used at %2 MIC (3125,
15.62, or 7.8]1 pM) to test their action against P. aeruginosa
maotility and biofilm formation.

Effect of Bio-AgNPs on

P. aeruginosa Motility

We tested the sub-MIC effects of bio- AgiPs on the three types of
P. geruginosa motility (swarming, swimming, and twitching],
measured in diameter (mm). According to Table 2, bio-AghPs
exerted distinct effects on the motility of reference strains PAO1
and PA14. In PAOI, bio-AgMPs significantly reduced swarming
(p = 0.092) and swimming (p < 0.001). In PAl4, however,
nanoparticles enhanced swarming (p = 0.002) and twitching
(p = 0.008) motility.

Muost P. aeruginosa isolates showed an increase in swarming
maotility after bio-AgNF treatment, except for P12, P14, and P15
(all obtained from CF). The swarming motility diameters of six
isolates (40.0%) were significantly higher (p < 0.050) in the
presence of bio-AghPs (Table 2). A similar result was observed
for swimming motility (Table 2). This parameter increased in all
isolates with bio- AgWP treatment, except P7 and P14 {non-FC and
FC. respectively). Swimming motility diameters were significantly

Fe PIF Pll PI2 T3 P14 PIS O+ (

FIGURE 1 | Agarose gel slectrophoresis (1.0%) of Peaudomonas ssnuginosa isolales showing ampifisd PCA products for the opel. gens (208 bal. Lane 1 (M),
malecular wesght marker; P1-P5, environmental Bolates; P10, cinical isolates obilained frorm non-cystic Sbrosis patients; P11-P15, cinical isolabes obitainad from

cyslic orosis patients,
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FIGURE 2 | Characterization by tranamission elsctron rricroscopy (TEM) of bio-AghiP syrithesized by Fusanum oyspomn (300,000:).

TABLE 2 | Swarrning, swirnming, and twilching metlity in reference straing [PAD and PAT4), emvirerrmental isolates, and clinical isclates of Peudomonss seugines
in the presence and absence of biogenic siver nancperticies [bio-AghiPs) &1 1 MIC,

Reference strainsor Type Swarming [mm) Swimming [mm] Twitching [rmm)
isalates

Cantral bic-AgNP Centrol Bic-AgNP Centrol Bic-AgNP
PAD1 C 580+ 104 457 £18.1" #1025 203 36" 11E£05 110208
PA14 c 199248 450 £ 208" 347 £ 4.0 361236 187217 181 211"
P E 38E £ 161 4732322 439:25 4832537 42221 44:19
P2 E 1002832 4254 3BT £ 6.0 48E + 106" EE:10 52:13
P3 E 101 08 156 = 4.8 412234 483 = 108 ED:18 52+13
PY E 170252 2562148 341 =73 ME:98 E0=14 6.3 =117
PS E 301 +304 422350 41138 407 + 138 43:08 5310
=] ron-CF 108 208 ao1+202" H1E=TE 4332111 21:18 121 2 5.6°
PT ron-CF 87 +07 132 212" 408 £ 5.0 48289 35:08 5013
Pa reon-CF 133224 17642 338+ 3.8 443 2 40 51203 8.3 +33
Po reon-CF 140215 JEE 82" 41232 534 = 10.68° 71233 8149
P10 reon-CF 164 €4 4TB:BT™ 252 :7.3 362 £ B0 28213 30:09
P11 CF 164 6.9 206 £ 6.1 423 :25 486 = 9.2° 7108 8217
P12 CF WwTLMA 5B +132 42E :54 480 2 8.1° EE=11 5318
P13 CF B83 =+ 155 730 +133 3E4 £ 5.1 430 =107 40 =08 aB=19
P14 CF 536 2300 520:305 403 £ B.7 303154 41207 45 £ 0E"
P15 CF 4302308 122378 458 : 8.5 480 291 41:08 44 512"

The resufs were cbiained by the maan = standad deviadion of three indepencent experments.
P (LG, ** < Q.01 and *** « (LO0], companing e confrol bactera faithout reatment} weth fhe ested hio-Aghef.

Bio-AghiF. siver nanoparticles.
., cimical isoksies.
E, ermarormania’ soéates.
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higher (p =< 0.050) in the presence of bin-AgNPs in six isolates
(40.0%). Twitching motility diameters increased (p < 0.050) with
bio-AghP treatment in seven isolates (46.7%).

As shown in Figore 3A, the swarming motility zone of P2 in
the absence of bio- AgMPs was 19.0 + 82 mm, which increased to
214 + 54 mm after bio-AgNPs were added to the culture
medium. Among the tested isolates, the increase in swarming
motility ranged from 6.9 to 194.5%.

The swimming motility zone of P2 was 38.7 + 6.0 mm without
bio-AgNP treatment and 488 + 106 mm with treatment
(Figure 3C). Bio-AghPs increased swimming motility in P
agrugingsa isolates by 2.4 to 43.7%.

P6 showed a twitching motility of 9.1 + 1.9 mm in the absence
of bio-AgNPs and 12.1 + 5.6 mm in the presence of bio-AgNPs
(Figure 3E). Bio- AgNP treatment increased twitching motility in
P. aeruginosa isolates by 4.0 to 42.9%. The mean swarming,
swimming, and twitching diameters of P. aeruginosa isolates are
detailed in Figores 3B, D, F, respectively.

Effect of Bio-AgNPs on P. aeruginosa
Biofilm Formation

Bio-AgWF treatment promoted biofilm formation in most
P. aeruginosa isolates (73.3%), except P5, P9 (non-FC), P12,
P13 (FC isolates) {Figure 4). Similar effects were exerted on

Control

Bin-AgNP

PAOL1 and PAl4 However, a significant increase in biofilm
formation was only observed in the PA14 reference strain (p =
0.040) and the P11 isolate (p = 0.034), obtained from a patient
with cystic fibrosis {Figure 4).

DISCUSSION

The antibacterial activity of bio-AgNPs against Klebsiella
preumomiae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Acinetobacter
baumannii, and Salmonella Enteritidis at inhibitory concentrations
was previously described by Scandorieiro et al (2016) and
Figueiredo et al (2019). Few studies, however, have investigated
the subinhibitory effects of AgWNPs on clinical isolates or
environmental microorganisms (Yang and Alvarez, 2015
Caruglieri et al, 2016; Griln et al, 2018).

Motility is fundamental for bacterial colonization of certain
surfaces; it allows microorganisms to mowve toward more
favorable environments and away from unfavorable conditions.
Motility is also important for pathogenicity, as it is involved in
host cell adhesion, colonization, biofilm formation, and
survivability (Sun et al., 2015).

In the present study, the PAO1 reference strain showed a
significant reduction in swarming and swimming motility with
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bio-AgNP treatment. In contrast, PAl4 showed a significant
increase in swarming and twitching motility. These reference
strains differ in origin and genomic characteristics. P. aeruginosa
PAO1, isolated from a wound, is a moderately virulent strain
belonging to a relatively rare conal group. PAl4 is highly
virulent in several infection models and is part of the most
common clonal group worldwide. Among other factors,
differences between strains may be due to the presence of two
pathogenicity islands (PAPI-1 and PAPI-2) in PA14 but not in
PAO1 (Harrison et al, 2010; Mikkelsen et al., 2011). PAPI-1
encodes several virulence-associated factors, induding type IVh
pili (pilS2 gene) (Bahramian et al., 2019) and PyrR, a response
regulator involved in the synthesis of bacterial biofilms {Gula
et al., 2019). PAPI-2 encodes Exol cytotoxin, a potent
phospholipase {Harrison et al,, 2010). Researchers have shown
that exclusion of one or both pathogenicity islands affects the
virulence of PAl4 in murine models of acute pneumonia and
bacteremia (Harrison et al., 2010). According to Mikkelsen et al.
(2011}, even though PA14 has pathogenicity islands that are not
found in PAOL, the presence or absence of specific gene clusters
is not predictive of virulence. The referred study found that PA14
has an acquired mutation in the lad5 gene that has a deleterious
impact on biofilm formation but promaotes the activity of type 1
secretion systems and cytotoxicity in mammalian cells. This
could explain why PA14 had a lower biofilm-forming capacity
than PAOL in the present study.

Our results showed that about 40% of isolates increased
swarming, swimming, and twitching activity after treatment with
bio-AgNPs at sub-MIC. Villa et al. (2012) demonstrated that
sublethal concentrations of oxidizing biocides increase swarming
and swimming motility in the soil bacterium Azotobacter vinelandi,
representing a strategy to mitigate adverse conditions. Ortega-Calvo
et al. (2011) also presented evidence that AgNPs induce a repellent
response in Pseudomonas putida. The mechanism that causes
repellence remains unknown but it is believed to involve
physiological changes caused by accumulation of AghPs in the cell
membrane and/or within cells, modifying microbial performance.
The size of AghPs also seems to influence repellence. Another study
revealed that subinhibitory concentrations of AgNPs stimulated

swarming and swimming in E. ooli and Bacillus subtilis under
aerobic and anaerobic conditions (Garuglien et al., 2016).

Singh et al. (201%) investigated the effects of AgNPs and silver
ions on P. aeruginosa FAOQL. Treatment with 3.12 pgfml AgNP
increased the expression of motility-related genes, such as hswi
(swarming motility regulator) and pil; (twitching motility
protein), and the activation of flagellum-related genes (flgC,
i, fliH, and fliF).

In this study, after 24 h of incubation with % MIC bio-AghPs,
there was an increase in biofilm production in the reference strain
PA14 and isolate P11. Such an increase can be explained by one of
the mechanisms of action of AghPs in bacterial cells: formation of
reactive oxygen species (ROS), which cause oxidative stress (Wang
et al, 2017). The high ROS concentrations occurring under
oxidative stress may lead to adverse modifications in cellular
components and damage to proteins, DNA, and lipids (5u et al,
2019). Villa et al. (2012) reported that oxidative stress in A
vinelandii increased with oxidizing biocide treatment. It is
probable that high oxidative stress exerted selective pressure at
the initial stage of biofilm development, enhancing biofilm
formation capacity.

Pseudomonas biofilms are composed of at least three types of
polysaccharides: Psl, Pel, and alginate. Research has shown that
pslA expression decreased in the presence of AgWPs and that
expression of pslD {a gene encoding an outer membrane protein)
decreased in the presence of silver ions. On the other hand,
AgNPs and silver ions increased the expression of genes
associated with glycosyltransferases, psiC, psil, and pslE (We/
Wzc-like protein) (Singh et al., 2019).

CGiuo et al. (2019) observed that subinhibitory doses of AgNPs
enhanced polysaccharide and protein production in P
aeruginosa CCM 3955 compared with the control, significantly
altering biofilm structure. The major form of protection of
bacteria against low AgMNP concentrations was to increase
exopolysaccharide secretion.

According to Yang and Alvarez (2015}, exposure of F.
aeruginosa PAOL to sublethal AgNP concentrations improved
biofilm development and increased expression of genes related to
Q5 (lasl and lasR). P. aeruginosa has three known Q8 systems:
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las, rhl, and PQS (Lec and Zhang, 2015 Cornelis, 2020). Q5
systems allow communication between microorganisms through
the production and diffusion of chemical or signaling molecules
that control a variety of physiological functions, such as biofilm
formation and motility activity (Sacki et al., 2020). Rasamiravaka
ct al. (2015) reported that the three (5 systems of P. aeruginosa
play important roles in biofilm formation and development.

Contrasting results were obtained by Hussain ot al. (2019} when
testing the effects of AgNPs (10-50 nm) on different
microorganisms, including P. aeruginosa PAOL. At subinhibitory
concentrations (1/16, 1/8, 1/4, and 1/2 MIC), there was a 42-81%
reduction in swarming motility and a 22-79% reduction in biofilm
formation. Another study showed that subinhibitory
concentrations of gold nanoparticles (mean size of 53 nm)
significantly reduced (p < 0.01) swarming, swimming, twitching,
and biofilm formation (Khan et al., 2019). These differences may be
related to nanopartice size. Liao et al. (2019) showed that larger
nanoparticles have lower antibacterial activity than smaller
nanoparticles. The bio-AgNPs prepared in this study had a mean
size of 75 nm. Other studies have shown that size may not be a
determinant of vimulence factor regulation. Garuglieri et al. (2016)
showed that treatment with AghPs sized 14 + 0.3 nm increased
muotility and Griin et al. (2018) found that treatment with 30-70nm
AgNPs enhanced biofilm formation.

Currently, there are several commercial AgNP products widely
used in the medical and food industries and water treatment plants
(McMamara and Tofail, 2017; Gadkari et al_, 2015; Jaiswal etal., 2019).
This wide use implies that metal compounds are constantly released
into the aquatic environment through sewage and wastewater
disposal ([Yas et al., 2012; Singh et al, 2019). The release of AgNPs,
even at subinhibitory concentrations, is a cause of environmental
concern (Yang and Alvarer, 2015; Griin et al., 2018).

Orverall, it can be inferred that the increase in phenotypic
expression of biofilm and bacterial motility after exposure to bio-
AgNPs may be associated with chemical signaling, as these
virulence factors are regulated by the Q5 system. Therefore,
further research is needed on the action of AgMPs in the Q5
system of P. aeruginosa for a better understanding of their effects
at subinhibitory concentrations. Moreover, it is necessary to
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RESUMO

O aumento dos microrganismos multirresistentes representa uma crise global que
exige o desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos ou novas estratégias
no combate a infecgdo bacteriana. O controle da viruléncia e patogenicidade de
Pseudomonas aeruginosa através de compostos com atividade antiviruléncia séo
considerados alvos promissores. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das
nanoparticulas de prata biogénicas (bio-AgNPs) no crescimento, formacdo de
biofilmes, produgao de fatores de viruléncia e expressao dos genes relacionados ao
sistemas de Quorum Sensing (QS) de P. aeruginosa. As bio-AgNPs foram
sintetizadas pelo método de redugéo da prata idnica pelo fungo Fusarium oxysporum
e o0s ensaios foram realizados com cepas de P. aeruginosa PAO1 e PA14.
Inicialmente, as concentragdes inibitérias minimas (CIM) e bactericidas minimas
(CBM) foram determinadas. Os ensaios para formacao de biofiimes e produgéao de
fatores de viruléncia (motilidade, ramnolipideos, protease alcalina, elastase e
piocianina) foram realizados para avaliagdo da atividade antiviruléncia. O ensaio de
RT-gPCR foi realizado para determinar o efeito da bio-AgNP nos genes reguladores
de QS: lasl, lasR, rhll, rhIR, pgsA e mvfR. Os valores de CIM=62,50 uM e CBM=125
uM foram identificadas para ambas as cepas. Em seguida, as concentragdes sub-
CIM de 31,25; 15,62 e 7,81 uM (1/4, 1/8 e 1/16 CIM) foram utilizadas para os
ensaios fenotipicos e genotipicos. Os resultados experimentais mostraram que o
tratamento com as sub-CIM de bio-AgNPs em P. aeruginosa PAO1 nao afetaram a
producao de protease e biofilme. Entretanto, houve reducao significativa (p < 0,05)
na motilidade, produgédo de ramnolipideos e elastase. Na cepa PA14 houve estimulo
na motilidade swarming e twitching, além da producdo de elastase, piocianina e
formacgao de biofilmes. O tratamento com bio-AgNPs também aumentou a expressao
(p < 0,05) dos genes controladores do sistema QS em P. aeruginosa PAO1 e PA14.
Estes resultados sugerem que a exposigao bacteriana as baixas concentragdes de
bio-AgNPs pode promover o aumento na expressdo dos genes reguladores do
Sistema QS em P. aeruginosa, e consequentemente induzir a produgao de fatores
de viruléncia como a formacgao de biofilmes, elastase e piocianina. Por isso, o uso de
bio-AgNP como composto para terapia antiviruléncia deve ser avaliado com
precaucgao, para que a viruléncia bacteriana seja controlada de maneira eficaz.

Palavras-chave: antiviruléncia, P. aeruginosa, regulagcdo génica, quorum-
quenching.
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1 INTRODUGAO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, mével, aerdbica e
nao formadora de esporos. Devido ao seu metabolismo versatil, € capaz de crescer
em ambientes aquaticos, no solo e causar infecgdes em plantas e animais, podendo
grar varias doengas humanas, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(Azam e Khan, 2019; Cilloniz et al., 2019).

A dificuldade no tratamento das infecgbes por P. aeruginosa foi reconhecida
pela Organizacdo Mundial da Saude, que inseriu esta bactéria em uma lista de
microrganismos prioritarios para a busca de novos farmacos capazes de combater
as infecgbes com isolados resistentes a carbapenens (Tacconelli et al., 2018), uma
vez que este € considerado uma grande ameaga a saude publica.

Por isso, os estudos sobre compostos com atividade antiviruléncia, que visam
o controle da patogenicidade sem exercer uma ag¢ao bacteriostatica ou bactericida
s&o propostos como uma nova alternativa (Fleitas Martinez et al., 2019; Piewngam
et al., 2020). A interferéncia no sistema Quorum Sensing (QS) pode ser alcancada
pela atenuacao dos sistemas de comunicagcdo QS, pela interrupg¢do das proteinas
receptoras, degradacédo dos sinais autoindutores, inibigdo da sintese de moléculas
sinalizadoras de QS ou utilizagcdo de compostos sintéticos analogos a moléculas
sinalizadoras (Kalia, 2013; Garcia-Contreras, 2016). Neste sentido, o sistema QS € o
centro regulatorio dos fatores de viruléncia mais estudados como alvo da terapia
antiviruléncia (Defoirdt, 2018; Piewngam et al., 2020).

O QS é um mecanismo de comunicagao celular entre as bactérias que ocorre
a partir da secrecao de moléculas sinalizadoras extracelulares (autoindutores), e sua
concentragdo é dependente da densidade microbiana. Em geral, este sistema
consiste em uma enzima que catalisa a sintese dos sinais quimicos, e um receptor
que liga ao sinal e induz a expressao de genes responsaveis por diversos
mecanismos fisiologicos; tais como a densidade celular e a produgéo de inumeros
fatores de viruléncia (Castillo-Juarez et al., 2015; Goswami, 2017). A comunicag&o
quimica através do Sistema QS €& uma caracteristica central da vida bacteriana
permite que as bactérias permanecam em comunidade e definam seus

comportamentos coletivos (Papenfort e Bassler, 2016).
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O QS em P. aeruginosa é composto por trés sistemas organizados
hierarquicamente: las, rhl e pgs (Lee et al., 2013; Lee e Zhang, 2015; Cornelis,
2020). Por causa da importancia na patogenicidade bacteriana, muitas investigagdes
foram feitas sobre a interferéncia no QS, e alguns agentes potenciais com atividade
sobre este sistema sdo estudados com frequéncia, dentre eles as nanoparticulas
metalicas (Khan et al., 2019; Saleh et al., 2019; Ahmed et al., 2020).

Neste sentido, os estudos que envolvem o Sistema QS e sua regulagdo em P.
aeruginosa sdo de grande importancia para melhor compreensdo da resposta
bacteriana a exposi¢ao as nanoparticulas metalicas. E por isso, para que esta
abordagem seja bem sucedida, os mecanismos responsaveis pela patogenicidade
bacteriana precisam ser detalhadamente compreendidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das nanoparticulas de prata
biogénicas no crescimento, nos fatores de viruléncia, formagédo de biofiimes e no

Sistema QS de P. aeruginosa.

2 MATERIAL E METODOS

2.1Bactérias e condi¢oes de cultura

As cepas de referéncia P. aeruginosa PAO1 e UCBPP-PA14 (PA14) utilizadas
neste estudo foram gentiimente cedidas pela Dra. Regina Lucia Baldini da
Universidade de Sdo Paulo (USP) e Dra. Laurence G. Rahme (Universidade de
Harvard). As culturas de estoque foram mantidas a -80 °C em caldo Luria-Bertani
(LB, Neogen, EUA) contendo 20 % (v / v) de glicerol (Synth, BR).

2.2Nanoparticulas de prata (bio-AgNP)

As nanoparticulas de prata biogénicas (bio-AgNPs) foram sintetizadas
conforme método previamente estabelecido por Duran et al. (2005, 2006) (Patent,
2006, Pl 0605681-4A2; http://www.inpi.gov.br), com modifica¢cdes. As bio-AgNP

foram obtidas apds a reducdo do nitrato de prata por enzimas de Fusarium

oxysporum, cepa 551, da colegao de culturas do Laboratorio de Genética Molecular

da ESALQ-USP (Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). A cepa de F. oxysporum foi
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cultivada em meio contendo extrato de levedura a 0,5 % (m /v) (Neogen, EUA),
extrato de malte a 2 % (m /v) (Neogen, EUA), agar a 2 % (m /v) (Difco, EUA) e agua
destilada, a 28 °C durante 7 dias. A biomassa fungica (0,1 g/mL) foi adicionada a
agua destilada esterilizada, e incubada a 28 °C por 72 h sob agitagao (150 rpm). Foi
adicionado ao filtrado nitrato de prata (AgNOs, Sigma-Aldrich, EUA) a 0,01 M, e o
sistema foi incubado por 15 dias a 28°C na auséncia de luz. A lavagem de bio-AgNP
foi realizada com agua purificada, seguida de centrifugacao (27.000 g, 4 °C, 30 min)
e incubagdo em banho ultrassénico (30 min), ambas as etapas foram repetidas trés
vezes. A quantificacdo de Ag foi realizada em Espectrdbmetro Dispersivo de
Fluorescéncia de Raios-X EDX-7000. O diametro e o potencial zeta das
nanoparticulas foram determinados por espectroscopia de correlacdo de fétons

usando ZetaSizer NanoZS (Malvern).

2.3Concentragao inibitéria minima (CIM) e bactericida minima (CBM) da bio-
AgNP

A CIM das bio-AgNPs para P. aeruginosa PAO1 e PA14 foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em placas de 96 pocgos, conforme proposto pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015). As nanoparticulas foram diluidas em
caldo Mueller-Hinton (MHB, Difco, EUA) variando as concentragdes de 1000 a 7,81
MM. Apds a incubagcdo a 37 °C por 24 h, a CIM foi definida como a menor
concentragdo da bio-AgNP capaz de impedir o crescimento microbiano visivel. Os
controles positivos (com crescimento de P. aeruginosa na auséncia de bio-AgNP) e
negativos (apenas bio-AgNPs e MHB) foram realizados. A CBM foi determinada pelo
subcultivo de 10 pL da diluigdo correspondente a CIM em agar Mueller-Hinton (MHA,
Difco). A CBM foi definida como a menor concentragdo que elimina = 99,9 % das
bactérias apds 24 h (NCCLS, 1999). Todos os ensaios foram realizados em triplicata

e pelo menos trés eventos.

2.4 Analise da curva de crescimento

O efeito das bio-AgNPs sobre a cinética de crescimento de PAO1 e PA14

foram determinados de acordo com o método de plaqueamento conforme descrito
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por Jorgensen (1993). O crescimento bacteriano foi realizado em caldo Luria Bertani
(LB, Neogen, EUA) com bio-AgNPs nas concentracdes de 1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8
CIM, no qual foram comparadas com a curva de crescimento controle (sem
tratamento) a 37 °C por 48 h. As analises dos resultados foram realizadas em 6
tempos de tratamento (0 h, 4 h, 8 h, 24 h, 32 h e 48 h).

2.5Fatores de viruléncia

2.5.1 Ensaio de formacgao de biofilmes

A capacidade de formacgao de biofilmes foi analisada em placas de 96 pocgos
de poliestireno pelo método de Cristal Violeta descrito por Ramos-Vivas et al. (2019),
com modificagdes. Os isolados bacterianos foram cultivados em agar LB (Neogen,
EUA) a 37 °C por 24 h. Em cada pogo da placa foram adicionados 180 uL de caldo
LB (Neogen, EUA) e 20 uL P. aeruginosa (densidade celular de 1,5 x 106 UFC/mL).
Apods a incubacgao a 37 °C por 24 h, o conteudo da placa foi descartado e os pogos
foram lavados trés vezes com solu¢ado tampao fosfato (PBS, pH 7,2), fixados com
250 pyL de metanol absoluto PA (Merck, DE) por 10 min e corados com solug&o
aquosa de cristal violeta 1,0 % (Merck, DE) por 15 min. Posteriormente, o corante foi
descartado e os pogos foram lavados por trés vezes com agua purificada ultrapura.
O corante ligado as células aderidas foi removido pela adigdo de 250 uL de acido
acético glacial (Merck, DE) a 33 % (v/v) por pogo. Os ensaios foram testados na
presenga (1/2 CIM, 4 CIM, 1/8 CIM) ou auséncia de bio-AgNP. A leitura foi realizada
em Espectrofotometro (Multiskan™ FC, Thermo Scientific™, EUA) a 620 nm
(Ramos-Vivas et al., 2019). Os ensaios foram realizados 4 vezes para cada isolado

e determinado a média + desvio padréo.

2.5.2 Ensaio de motilidade swarming

Os isolados de P. aeruginosa foram crescidos em caldo LB (Neogen, EUA) a
30 °C por 24h. Em seguida, uma suspensdo de 10 uL (1,5 x 108 UFC/mL) de P.
aeruginosa foi inoculada no centro da placa de Agar Swarming contendo glicose 1,0
% (Synth, BR), peptona 0,5 % (Acumedia, EUA), extrato de levedura 0,2 % (Bacto,
Difco, EUA) e agar 0,5 % (Acumedia, EUA), previamente mantidos em temperatura
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ambiente, na presencga de bio-AgNP (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM) ou auséncia. As
placas foram incubadas a 30°C sem inverter por 24 h (Norizan et al., 2013).

2.5.3 Ensaio de motilidade swimming

Os isolados de bacterianos foram semeados em agar LB (Neogen, EUA) e
incubados a 37°C por 24 h. Em seguida, uma coldnia de cada isolado foi inoculada
na superficie do Agar Swimming contendo triptona 1,0 % (Acumedia, EUA), cloreto
de sodio 0,5 % (Synth, BR) e agar 0,3 % (Acumedia, EUA), previamente mantidos
em temperatura ambiente, na presenca de bio-AgNP (1/2 CIM, 1/4 CIM e 1/8 CIM)
ou auséncia. As placas foram incubadas a 30 °C sem inverter por 24 h (Inoue et al.,
2008).

2.5.4 Ensaio de motilidade twitching

Os isolados de P. aeruginosa foram semeados em agar LB (Neogen, EUA) e
incubados a 37 °C por 24 h. Em seguida, uma col6nia de cada isolado foi perfurada
até o fundo da placa de Agar Twitching contendo triptona 1,0 % (Acumedia, EUA),
extrato de levedura 0,5 % (Bacto, Difco, EUA), cloreto de sodio 1,0 % (Synth, BR) e
agar 1,0 % (Acumedia, EUA) na presenca de bio-AgNP (1/2 CIM, V2 CIM e 1/8 CIM)
ou auséncia. As placas foram invertidas e incubadas a 37 °C por 24 h.
Posteriormente, o agar foi cuidadosamente removido e a zona de motilidade foi
medida em milimetros (mm) apds coloragdo com solugdo aquosa de cristal violeta a
2 % (Laborclin, BR) por 2 h (Otton et al., 2017). Para controle negativo, cada isolado

foi inoculado em agar triptona de soja (TSA, Difco, EUA) sob as mesmas condicbes.

2.5.5 Ramnolipideos

A cultura de P. aeruginosa foi cultivada na presenga (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8
CIM) ou na auséncia de bio-AgNP em caldo LB (Neogen, EUA) a 37 °C por 24 h. Em
seguida, 10 pL do indculo foram depositados no centro do Agar Brometo de
cetiltrimetilamdnio (CTAB) modificado contendo fosfato de potassio monobasico 0,09
% (Synth, BR), fosfato de sodio bibasico 0,11 % (Synth, BR), nitrato de sodio 0,25 %
(Synth, BR), cloreto de calcio 0,01 % (Synth, BR), sulfato de magnésio 0,04 %
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(Synth, BR), brometo de cetiltrimetilamonio 0,2 % (Sigma-Aldrich, DE), azul de
metileno 0,005 % (Synth, BR), glicose 0,5% (Synth, BR) e agar 2,0% (Acumedia,
EUA) a 37°C por 48 h (Siegmund e Wagner, 1991). A produgao de ramnolipideos foi
determinada pelo tamanho do halo de precipitacdo azul formado ao redor das

colbnias.

2.5.6 Protease alcalina

As culturas de P. aeruginosa foram cultivadas em caldo LB (Neogen, EUA) a
37 °C por 24 h na presenga (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8 CIM) ou na auséncia de bio-
AgNPs. Resumidamente, 10 yL de sobrenadante de células de P. aeruginosa PAO1
e PA14 tratados e ndo tratados foram adicionados & placa de Agar leite contendo
leite em p6 1,0 % (Acumedia, EUA), peptona 0,1 % (Acumedia, EUA), NaCl 0,5 %
(Synth, BR), agar 2,0 % (Acumedia, EUA), pH 10,0 e incubados a 37 °C por 24 h. A
producao de protease alcalina foi confirmada pela formagcdo de uma zona clara ao
redor das coldnias e os diametros dos halos foram medidos e comparados com o

controle (Aybey e Demirkan, 2016).

2.5.7 Elastase B (LasB)

O método elastina em vermelho congo (ECR) foi utilizado para investigar a
atividade de LasB (Banerjee et al., 2017). A cultura de P. aeruginosa foi cultivada em
caldo LB (Neogen, EUA) a 37 °C por 24 h na presenca (1/2 CIM, 4 CIM, 1/8 CIM) ou
na auséncia de bio-AgNP. Apds a centrifugacdo (8000 rpm/10 min), 500 pyL de
sobrenadante foram adicionados a 500 uL de tampao ECR (Tris-HCI 100 mM, pH
7,5) contendo 10 mg de elastina vermelho congo (Sigma-Aldrich, DE). A mistura foi
incubada a 37 °C por 6 h sob agitagcdo de 120 rpm. Apos a centrifugagao (8000
rom/10 min), a absorbancia das amostras foi medida a 495 nm no espectrofotdmetro

da Thermo Scientific™ Multiskan™ GO.

2.5.8 Piocianina

O meio liquido descrito por EI-Mowafy et al. (2017) foi utilizado para avaliar a

producdo de piocianina, que consiste em Peptona 2,0 % (Neogen, EUA), Cloreto de
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Magnésio 0,14 % (Synth, BR), Sulfato de Magnésio 1,0 % (Synth, BR). Um mililitro
de uma cultura de P. aeruginosa (0,5 de McFarland) crescida em caldo LB (Neogen,
EUA) foi inoculado em 30 mL de meio contendo contendo (1/2 CIM, 1/4 CIM, 1/8
CIM) ou nao bio-AgNP e as células foram incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida,
as culturas foram centrifugadas e 7,5 mL do sobrenadante foram transferidos para
um tubo contendo 4,5 mL de cloroformio (Merck, DE). Esta mistura foi
vigorosamente homogeneizada em vortex por 20 s. A fase organica foi recolhida (3
mL) e acidificada com 1,5 mL de acido cloridrico a 0,2 M, homogeneizada por 20 s e
centrifugada a 4600 rom por 10 min. Este procedimento produziu uma solugao de
coloracdo rosa e a absorbéncia foi medida a 520 nm em espectrofotbmetro
SPECORD S600 UV/VIS (Analytica Jena, DE), e a concentragdao de piocianina foi
expressa em pg/mL multiplicando a DO 520 por 17.072 x 1,5.

2.6 Extracao de RNA e reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
qPCR)

Para verificar os niveis de expressao dos genes relacionados ao QS, o RNA
total foi extraido usando o reagente TRIzol (Invitrogen, EUA) e o RNeasy Mini Kit
(QIAGEN, DE) das células P. aeruginosa PAO1 e PA14 crescidas em auséncia
(referéncia) e presenca de bio-AgNP (1/2 CIM). A contaminagdo do DNA da amostra
foi eliminada pelo kit RQ1-DNAse (Promega, EUA). A qualidade do RNA extraido foi
verificada medindo a absorbancia A260/A280 e avaliada por eletroforese em gel de
agarose. As sequéncias dos genes foram obtidas no GenBank e os iniciadores
foram desenhados e avaliados nos programas Primer Blast e Software BioEdit
Sequence Alignment Editor. As sequéncias dos iniciadores estao listadas Tabela 1.
O RT-gPCR foi realizado usando o kit QuantiNova SYBR Green RT-PCR (QIAGEN,
DE) em volume final de 20 L, incluindo 10 uL de Master Mix de RT-PCR SYBR
Green, 0,2 yL de RT-mix, 1 yL (20 uM) de cada iniciador, 5 yL de RNA bacteriano
(50 ng/uL) e 2,8 uL de agua livre de RNase. A reacgao foi realizada no Rotor-Gene Q
2plex (QIAGEN, DE) e envolveu as etapas de transcricao reversa (RT) por 10 min a
50 °C; desnaturacgao inicial por 2 min a 95 °C, seguida de 40 ciclos de 95 °C por 5 s,
hibridacdo e extensédo a 60 °C por 10 s. O gene normalizador proC foi selecionado

como controle interno e usado para normalizar a expressao dos genes-alvo.
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2.7 Analise estatistica

Para as analises estatisticas foi o utilizado o software R Studio (1.2.5001) e
para as representagdes graficas o GraphPad Prism 8.4.2 (GraphPad Software Inc.,
EUA). O valor de p < 0,05 foi considerado significativo. As analises de variancia
foram comparadas pela ANOVA seguida do teste de Tukey. Para qRT-PCR, testes
de randomizacgao usando o software REST 2009 V2.0.13 foram usados para indicar

diferengas estatisticamente significativas entre os grupos.

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas das bio-AgNPs

As bio-AgNPs apresentaram uma banda de absor¢do plasménica na regido
do espectro visivel em torno de 440 nm, formato esférico e tamanho médio de 73,04
nm. Além disso, a carga superficial (potencial zeta) das nanoparticulas foi de -18,77
mV.

3.2CIM, CBM e efeitos da bio-AgNP no crescimento de P. aeruginosa

Antes de analisar o efeito das nanoparticulas nos fatores de viruléncia e
sistema QS, a CIM e CBM foram avaliadas em diferentes concentragdes (1000 a
7,81 uM) de bio-AgNP. As CIM e CBM de bio-AgNP para P. aeruginosa PAO1 e
PA14 foram 62,5 pM e 125 uM, respectivamente. Em seguida, as concentragdes
subinibitérias de 31,25; 15,62 e 7,81 uM (1/2, 1/4 e 1/8 CIM) foram testadas para
avaliar se os tratamentos teriam qualquer efeito sobre o crescimento de PAO1 e
PA14.

Conforme Figura 1A e 1B, os resultados revelaram que na presenga de cada
concentragao subinibitoria (sub-CIM) de bio-AgNPs, o crescimento de P. aeruginosa
PAO1 e PA14 nao foi afetado apds 24 e 48 h (p > 0,05).

3.3Efeito da bio-AgNP nos fatores de viruléncia de P. aeruginosa
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Os efeitos das concentragdes subinibitorias de bio-AgNP (7,81 uM, 15,62 yM
e 31,25 yM) foram testados em fatores de viruléncia controlados pelo QS, incluindo
formacao de biofilmes, motilidades, ramnolipideos, protease alcalina, elastase b e

piocianina.

3.3.1 Formacao de biofilmes

O método por cristal violeta revelou que nao houve alteragao significativa na
formacao de biofilmes em P. aeruginosa em PAO1 apds os tratamentos (Tabela 2).
No entanto, a formagéo de biofilmes na cepa PA14 foi significativamente maior (p <
0,05) apds os trés tratamentos com bio-AgNP, com taxas de aumento de 41,22 a
127,86 %.

3.3.2 Efeito nas motilidades swarming, swimming e twitching

No presente estudo, o efeito das sub-CIM de bio-AgNPs nos tipos de
motilidades de P. aeruginosa (swarming, swimming e twtiching) foram estudados e
interpretados utilizando medidas de diametro (mm) da zona de motilidade. Conforme
a Figura 2A1, a bio-AgNP mostrou um efeito de inibicdo na motilidade swarming da
cepa PAO1. Apo6s o tratamento com 31,25 uM, a média do didmetro da zona de
motilidade foi de 45,67 mm com taxa de inibigdo de 22,45 % em comparagédo com a
zona de motilidade de 58,89 mm da cepa controle (sem tratamento). Na cepa PA14,
as bio-AgNP induziram um efeito de aumento significativo (p < 0,05) da zona de
motilidade swarming (Figura 2A2). Apos os trés tratamentos, houve aumento de
motilidade swarming de 13,89 mm (sem tratamento) para valores meédios de 45,00 a
45,89 mm, com aumento de até 230,40 %.

Da mesma maneira, outro tipo de motilidade conhecido swimming foi
analisado. De acordo com a Figura 2B1, houve efeito inibitdrio significativo (p < 0,05)
apoés os trés tratamentos realizados na cepa PAO1. O controle apresentou
resultados médios de motilidade de 41,00 mm, enquanto que apds o tratamento, a
zona de motilidade swimming variou de 29,33 a 32,78 mm, com reducgao de 20,05 a
28,46 %. Na cepa PA14 nao houve diferenca apos os tratamentos para motilidade

swimming (Figura 2B2).
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Na motilidade twitching, também houve efeito inibitério significativo (p < 0,05)
na cepa PAO1 apos os tratamentos com 7,81 e 15,62 yM, com redugéo de 22,58 %
e 12,90 %, respectivamente (Figura 2C1). Ja& na cepa PA14, houve aumento
significativo de 34,15% e 39,84% (p < 0,05) na zona de motilidade twitching apos o
tratamento com 15,62 e 31,25 uyM de bio-AgNP, respectivamente (Figura 2C2).

3.3.3 Ramnolipideos

Ap0Gs os diferentes tratamentos com as bio-AgNPs, verificou-se uma redugao
significativa (p < 0,05) na produgao de ramnolipideos em agar CTAB na cepa PAO1
nos trés tratamentos (Figura 3A1). Entretanto, ndo houve alteragdo na capacidade

de formagao dos ramnolipideos nos tratamentos na cepa PA14 (Figura 3A2).

3.3.4 Protease alcalina

A produgdo de protease alcalina nao alterou significativamente apds o
tratamento nas cepas testadas (Figura 3B1 e 3B2). Para a cepa PAO1 e PA14 os
valores médios de halo de protease foram de 19,67 e 19,78 mm, respectivamente.
Apoés o tratamento com bio-AgNP em PAO1, os halos médios foram entre 18,33 e
18,89 mm. Para a cepa PA14, os halos médios apds os tratamentos foram de 19,67
a 20,22 mm.

3.3.5 Elastase b

Como apresentado na Figura 3C, a atividade da elastase foi monitorada apés
os tratamentos com as bio-AgNPs. Na cepa PAO1 houve redugéo significativa de
33,79 %, 30,27 % e 39,01 % (p < 0,05) nas concentragdes 7,81; 15,62 e 31,25 yM
respectivamente (Figura 3C1). Em contrapartida, apés os trés tratamentos com bio-
AgNP na cepa PA14, houve aumento significativo 99,18 %, 93,76 % e 214,74 % (p <
0,05) na produgdo de elastase nas trés concentragbes de bio-AgNP,

respectivamente (Figura 3C2).

3.3.6 Piocianina
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A produgcdo de piocianina de P. aeruginosa na presenga de diferentes
concentragdes de bio-AgNPs foi determinada espectrofotometricamente a 520 nm.
Em ambos os isolados testados (PAO1 e PA14) houve aumento na produgao de
piocianina em todos os tratamentos (p < 0,05). Na auséncia de tratamento com bio-
AgNP, as cepas PAO1 e PA14 apresentaram producdo de piocianina de 13,51
pMg/mL e 14,74 pg/mL, respectivamente. Apds o tratamento com 31,25 yM, a cepa
PAO1 apresentou a maior produgao de piocianina com 16,16 ug/mL, um aumento de
19,70 %. Na cepa PA14 a maior producao foi na concentragao 31,25 uM com 16,39
pg/mL de piocianina, um aumento de 11,21 % (Figura 3D).

3.4 Analise da expressao génica

A expresséao relativa dos seis genes reguladores do sistema QS (/as/, lasR,
rhll, rhiR, pgsA e mvfR) foi avaliada na auséncia e presenga de 31,25 yM de bio-
AgNP em P. aeruginosa PAO1 e PA14 apds 24 h, conforme Figura 4.

Os resultados mostraram que estes genes em P. aeruginosa PAO1 tratados
com a bio-AgNP foram mais expressos que o controle (p < 0,05). A regulagéo
positiva para PAO1 foi observada com aumento na expressédo dos genes: las/ 2,0;
lasR 1,1; rhll 2,1; rhIR 1,4; pgsA 2,1 e mviR 2,1 vezes.

Na cepa PA14 os genes que apresentaram aumento significativo (p < 0,05) na
expressao génica apos o tratamento com a bio-AgNP foram: lasl/ 3,3; lasR 1,4; rhIR
1,7; pgsA 3,3 e mviR 3,5 vezes. Apenas o gene rhll apresentou regulagao negativa,

com reducéo significativa de 0,6 vezes (p < 0,05).

4 DISCUSSAO

Em razdo dos estudos relacionados com o controle das bactérias
multirresistentes e que visam terapia antiviruléncia, realizamos esta pesquisa com as
nanoparticulas de prata biogénicas como alternativa para o controle bacteriano. A
nanotecnologia e o desenvolvimento de nanoparticulas que tem o sistema QS e/ou
fatores de viruléncia como alvo estdo em evidéncia na literatura em microrganismos
como a P. aeruginosa (Li et al., 2018; Ahmed et al., 2020; Shah et al., 2019; Khan et
al., 2019; Ouyang et al., 2020).
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Verificou-se que houve diferengas significativas nos resultados fenotipicos
entre as cepas de referéncia testadas. Para PAO1, as motilidades swarming,
swimming, twitching, produgdo ramnolipideos e elastase foram significativamente
reduzidos na presenca de bio-AgNP em niveis sub-CIM. Entretanto, para a cepa
PA14, houve aumento significativo apos o tratamento com as bio-AgNPs nos
ensaios motilidades swarming e twitching, producdo de elastase, piocianina e
formacéao de biofilmes.

Estas cepas de referéncia possuem caracteristicas genotipicas diferentes. P.
aeruginosa PAO1 é uma cepa moderadamente virulenta e pertence a um grupo
clonal relativamente raro (ST 549). Por outro lado, a cepa PA14 ¢é altamente virulenta
e representa o grupo clonal mais comum (ST 253) em todo o0 mundo. Além disso, a
PA14 possui duas ilhas de patogenicidade (PAPI-1 e PAPI-2) que sao ausentes em
PAO1 (Harrison et al., 2010; Mikkelsen et al., 2011; Sawa et al., 2020). As cepas
também diferem no tamanho do genoma (6,3 Mpb para PAO1 e 6,5 Mpb para PA14)
e tém regides gendmicas unicas (54 regides para PAO1 e 58 regides para PA14)
(Lee et al., 2006). Isso poderia explicar as diferentes respostas entre as duas cepas
de referéncia apos o tratamento com bio-AgNPs.

No ensaio para avaliar a formacdo de biofiimes sem tratamento com bio-
AgNPs, verificou-se que a cepa PAO1 apresentou maior capacidade de formagéo de
biofilmes quando comparado com a cepa PA14. A capacidade reduzida da cepa
PA14 na formacao de biofilmes pode ser devido a mutagdo no gene /adS na PA14
que tem um impacto deletério no biofilme (Mikkelsen et al., 2011).

Apos o tratamento com bio-AgNPs, surpreendentemente, a cepa PA14
apresentou aumento significativo da formagdo de biofiimes. O mecanismo de
formacao de biofilmes é diferente nas cepas de referéncia PAO1 e PA14, pois cada
cepa utiliza um EPS como componente estrutural predominante no biofilme.
Enquanto a cepa PAO1 utiliza o sistema Wsp para producao do ps/ e PA14 utiliza o
sistema Pil-Chp para produgédo do EPS pel (Colvin et al., 2011; Lee et al., 2020). A
formacdo de biofiimes é dependente de diversos fatores como a sintese de
exopolissacarideos (EPS) denominados ps/ e pel, além dos alginatos, DNA
extracelular (eDNA) e adesinas (flagelos e pili tipo 1V) que associados contribuem
para a maturacdo, resisténcia aos antibidticos e persisténcia do biofilme
(Skariyachan et al., 2018). Os EPS sao responsaveis pela adesédo bacteriana na

superficie, formacéo e estabilidade da arquitetura do biofilme (Thi et al., 2020). O



86

eDNA auxilia na motilidade twitching das bactérias e no fornecimento de nutrientes
as células bacterianas (Brindhadevi et al., 2020).

E importante destacar que ha uma ligacdo indireta entre a formacéo de
biofilmes e sistema QS, através do controle das motilidades swarming e twitching,
bem como a producédo de ramnolipideos (Rasamiravaka et al., 2015) e piocianina
(Das et al., 2015). P. aeruginosa exibe trés tipos de motilidade swarming, swimming
e twitching que permitem a colonizagcdo de superficies e exploracdo de novos
ambientes (Newman et al.,, 2017). Na formagcao de biofilmes, a fixagao inicial as
superficies ocorre por meio do flagelo polar e pela produgcédo de adesao proteica no
pili tipo IV, que fixa as bactérias na superficie e permite que as células se espalhem
pela area circundante (Rossi et al., 2018).

No presente estudo, o aumento significativo nas motilidades swarming,
twitching, e na produgao piocianina apos o tratamento com as bio-AgNPs na cepa
PA14, favoreceu o aumento da formagéo do biofilme. Segundo Persat et al. (2015),
os fatores de viruléncia podem ser ativados por elementos estruturais sensoriais (por
exemplo, pili tipo 1IV), uma vez que a bactéria P. aeruginosa utiliza estas estruturas
para reconhecimento da superficie e ativagdo de um sistema quimiossensorial Chp
que regula o cAMP (segundo mensageiro) e induz a transcricdo de genes de
viruléncia. Por isso, o aumento expressivo na motilidade swarming e twitching que
sdo mediados por pili tipo IV em PA14, pode ter favorecido o aumento dos demais
fatores de viruléncia.

Ouyang et al. (2020) realizaram estudos com baixas concentragcdes de
nanoparticulas de zinco (0,5-30 mg/L) e observaram aumento na formagdo do
biofilme em P. putida KT2440. Neste estudo, foi também observado o aumento da
massa de proteinas e agucares na massa do biofilme apds o tratamento.

Garuglieri et al. (2016) verificam que as concentragdes subinibitérias de
AgNPs (0,01 ug/mL) podem causar aumento na motilidade swimming em
Escherichia coli apos tratamento. Saeki et al. (2021) também observaram o aumento
das motilidades swarming, swmming e twitching apos o tratamento as bio-AgNPs em
isolados P. aerguinosa obtidos de fontes clinicas e ambientais. Nestes casos, as bio-
AgNPs possivelmente estimulou uma resposta contra o estresse gerado, conforme
descrito por Villa et al. (2012).

A cepa PAO1 apresentou reducédo significativa da produgao de elastase B

apos os tratamentos com bio-AgNPs, enquanto que a cepa PA14 apresentou
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aumento significativo (p < 0,05). A elastase B, também conhecida como pseudolisina
estd associada a inflamagao vascular nas infecgbes por P. aeruginosa (Galdino et
al., 2017). Em concordancia o presente estudo no qual a cepa PA14 apresentou
aumento na formacao de biofilmes apds o tratamento com bio-AgNPs, Yu et al.
(2014) demonstraram que a elastase B é crucial para a formacédo de biofilmes.
Aqueles autores observaram que o mutante AlasB diminuiu a formacao de biofilmes
através da regulacao negativa da sintese de ramnolipideos em P. aeruginosa.

Para o ensaio de protease alcalina ndo houve diferencas na sua producéo
nas cepas PAO1 e PA14 quando tratados com bio-AgNPs. A protease alcalina
causa danos graves ao tecido do hospedeiro por distorcdo estruturas do
citoesqueleto e capacidade de degradar fibronectina e laminina, componentes
importantes do endotélio (Galdino et al., 2017). Tanto a protease alcalina quanto a
elastase B sao capazes de inibir a funcdo dos neutrdfilos, interferindo na
quimiotaxia. Com isso, promovem uma vantagem as bactérias em escapar dos
fagécitos do sistema de defesa do hospedeiro (Hoge et al., 2010).

A expressao génica dos genes lasl, rhll e pgsA sao necessarios para a
sintese de moléculas sinalizadoras do QS em P. aeruginosa e seus reguladores
transcricionais lasR, rhIR e mvfR foram selecionados e analisados. Apesar da
maioria dos fatores de viruléncia nos ensaios fenotipicos de PAO1 serem reduzidos
apos o tratamento com as bio-AgNPs, em ambas as cepas (PAO1 e PA14) os genes
regulado,res aumentaram sua expressao génica. Os genes na cepa PAO1 tratados
com a bio-AgNP foram mais expressos (regulagdo positiva) que o controle (p <
0,05). Na cepa PA14 apenas o gene rhll apresentou regulagado negativa. Os demais
também foram mais expressos (p < 0,05) que o controle.

O sistema las é o regulador mestre do sistema QS que induz a expressao de
ambas as vias Rhl e Pgs em P. aeruginosa (Rathinam et al., 2017). As proteinas lasl
and rhll sintases sao responsaveis pela producao de autoindutores 3-oxo-C12-AHL e
C4-AHL, respectivamente. Quando a quantidade dessas moléculas atinge um limiar,
a molécula 3-oxo-C12-AHL se liga com o receptor lasR e induz a expressao de
fatores de viruléncia como elastase, exotoxina e proteases e também ativa o sistema
rhll / R. Enquanto que, o autoindutor C4-AHL se liga com rhIR e controla a
expressao de genes que codificam produgao de elastase, piocianina, ramnolipideos
e motilidade. O terceiro autoindutor PQS, quando se liga ao receptor mviR & capaz

de regular a expressao de piocianina e ativa o sistema rhll (Lee e Zhang, 2015). Por
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isso, 0 aumento acima de 2,0 vezes na expressao dos genes pqsA e mviR em cepas
PAO1 e PA14 permitiram a maior produg¢ao piocianina apds o tratamento com a bio-
AgNP e a reducdo de 0,6 vezes na expressao de rhll em PA14 n&o refletiu na
diminuicao nos ensaios fenotipicos de viruléncia.

Liao et al. (2019) demonstraram que o principal mecanismo de ac&o das
AgNPs em isolados de P. aeruginosa multirresistentes envolve o desequilibrio dos
processos de oxidacdo e da dificuldade em eliminar as espécies reativas ao
oxigénio. Cugini et al. (2010) propuseram que os compostos como o farnesol que
promovem a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), aumentaram a
expressao do sistema PQS ativando o rhIR em P. aeruginosa.

A diminuigdo na produg¢ao da motilidade, ramnolipideos e elastase em PAO1
poderia ser explicada resposta do gene /lasR que apresentou o aumento na sua
expresséo de 1,1 vezes apos o tratamento com bio-AgNPs. Devido a interconex&o
de todos os sistemas QS, e principalmente por LasR controlar a ativagdo da cascata
que liga os demais sistemas (Chuang et al., 2019), sugere que a resposta do gene
lasR ao tratamento com bio-AgNP nao foi o suficiente para causar uma resposta de
aumento fenotipico destes fatores de viruléncia. Diferentemente, da cepa PA14, no
qual o aumento na expressao do gene /lasR de 1,4 vezes promoveu resposta de
aumento fenotipicos na motilidade e elastase.

Os resultados encontrados foram semelhantes a pesquisas anteriores que
investigaram o impacto das nanoparticulas de prata no Sistema QS de P.
aeruginosa. Yang e Alvarez (2015), observaram que as concentragdes subinibitdrias
de AgNPs (21,6 e 108 ug/L) poderiam induzir o sistema QS (genes lasl, lasR, rhll e
rhIR) de PAO1 e aumentar a formagédo de biofilmes. Li et al. (2018) estudaram
diversos nanometais (prata, ferro, éxido de zinco, grafeno, etc.) e comprovaram que
as AgNPs (100 pg/L) foram capazes de aumentar a sintese de autoindutores 3-oxo-
C12-AHL, producéo de protease, formagao de biofilmes e expressdo do gene lasR
em PAO1. Ouyang et al. (2020) ao avaliar o efeito de baixas concentragdes de
nanoparticulas de zinco, verificaram o aumento na expressao dos genes reguladores
do sistema QS em P. putida.

Entretanto, Soto-Aceves et al. (2019) apresentaram um estudo linhagens
mutantes de P. aeruginosa AlasR, ArhIR e AlasR—-ArhIR no qual a inibicdo de lasR
ou rhIR ndo é uma abordagem direta para bloquear a viruléncia de P. aeruginosa

PAO1, devido a grande complexidade do Sistema QS. Por isso, a inibicdo da
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producdo dos fatores de viruléncia n&o esta restrita ao controle da regulagéo de
apenas um dos Sistemas do QS. Segundo os autores, além dos trés sistemas que
sdo interconectados, outros fatores (sinais quimicos e outros reguladores) precisam
ser estudados e melhor compreendidos.

Outras pesquisas mostram estudos com nanoparticulas de prata no qual
houve uma reduc&o na produgado de fatores de viruléncia e QS. Singh et al. (2015)
avaliaram AgNPs sintetizados a partir de Rhizopus arrhizus no qual inibiu a
expressdo dos genes reguladores do QS (lasl, lasR, rhll, rhiR, fabH2) em P.
aeruginosa PAO1. Enquanto que Liu et al. (2019) testaram as AgNP e combinadas
com N-6xido de 4-Nitropiridina para a inibicdo da formacao de biofilmes e sistema
QS (lasl, lasR, rhll, rhIR, pgsA e pqsR). A diferencga entre os trabalhos é que Sigh et
al. (2015) sintetizaram as bio-AgNPs a partir do fungo Rhizopus arrhizus BRS-07 e o
tamanho das bio-AgNPs foi de aproximadademte 28 nm. Na presente pesquisa, a
Bio-AgNP foi sintetizada a partir do F. oxysporum e o tamanho das bio-AgNPs foi de
73 nm. Na pesquisa de Liu et al. (2019), os autores utilizaram uma combinag¢ao das
nanoparticulas com outro composto (N-6xido de 4-Nitropiridina). Na presente
pesquisa, utilizamos somente as bio-AgNPs.

Como a inibicdo do QS tem sido apresentada como uma nova estratégia de
terapia antiviruléncia (Defoirdt et al., 2018; Piewngam et al., 2020), a compreensao
dos mecanismos que envolvem a patogenicidade em P. aeruginosa é de extrema
importancia, para que os compostos com atividade antiviruléncia sejam aplicados de
maneira eficiente.

De acordo com Mohanty et al. (2016), os efeitos das nanoparticulas metalicas
no sistema QS sdo altamente dependentes de espécies bacterianas. Por isso,
considerando a variabilidade das respostas bacterianas aos diferentes compostos
metalicos, essa abordagem precisa ser bem estudada e comprovada cientificamente
com estudos moleculares complementares incluindo as cepas de referéncia e

isolados obtidos de diferentes fontes (ambiental e clinica).

5 CONCLUSAO

Este trabalho sugere que a exposi¢céo bacteriana as baixas concentragdes de

bio-AgNP pode promover a regulagao positiva dos genes reguladores do sistema QS

de P. aeruginosa. Isso implica que a presencga ou liberagdes acidentais de baixas



90

concentragbes de AgNPs pode causar desequilibrios ecologicos, no qual podem
promover o aumento da viruléncia em P. aeruginosa.

Desta forma, o novo conceito de terapia antiviruléncia que sao apresentados
com frequéncia precisa ser cuidadosamente estudado. Visto que a compreensao da
viruléncia bacteriana e seus mecanismos de patogenicidade dependem de uma
série de fatores extracelulares e associados as células, sendo estes fatores

essenciais para o desenvolvimento de potenciais alvos para este tipo de terapia.
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Tabela 1 - Lista de genes e seus respectivos iniciadores utilizados no ensaio de RT-qPCR.

Gene Tipo de Sequéncia Tamanho do
alvo iniciador Amplicon (bp)
proC F 5'- GAG CAACTG ATC GTC TCC ATC -3' 100
R 5- GGG TGT TGG GCATGC AG -3'
lasl F 5'-GTA GGC GTG GAG AAG ATGATG -3 122
R 5-ATC TGG GTCTTG GCATTG AG -3'
lasR F 5-CTG TGG ATG CTC AAG GAC TAC -3' 111
R 5'-CCACTG CAACACTTC CTT CT -3'
rhil F 5'-GTC GGT CTG GGA GCT TTC -3' 100
R 5'-CAG GTACCAGGC GCATT -3
rhiR F 5-CTG TGG TGG GAC GGT TTG -3' 139
R 5- GGG TGA AGG GAATCG TGT G -3
PGsA F 5'-GCT GTATTC GAT TCC CAAGAT G -3 100
R 5'- CCA GGT ATC GTC GAG CAG -3
mviR F 5-GCT TCG CCT GAT CCCTTAC -3 104
R 5'-GCA GCA CCC GGA GAT TG -3

F: Forward, R: Reverse, pb: pares de bases.

Tabela 2 - Formagao do biofilme em P. aeruginosa apds o tratamento com diferentes concentragdes
subinibitorias de nanoparticulas de prata.

Formacgao de Taxa de Taxa de
Cepa Composto  Concentragio biofilme' reducio (%)> aumento (%)?
PAO1 Controle 0 uM 0,260 = 0,040 - -
PAO1 bio-AgNP 7,81 uM 0,257 £ 0,021 1,31 % -
PAO1 bio-AgNP 15,62 uM 0,256 + 0,051 1,73 % -
PAO1 bio-AgNP 31,25 uM 0,238 £ 0,068 8,74 % -
PA14 Controle 0 uM 0,052 + 0,007¢ - -
PA14 bio-AgNP 7,81 uM 0,118 £0,0152 - 127,86 %
PA14 bio-AgNP 15,62 uM 0,085 + 0,020° - 64,09 %
PA14 bio-AgNP 31,25 uM 0,073+ 0,013 - 41,22 %

Valores expressos em densidade 6ptica (DO) 620 nm (média £ desvio padrao).

2Taxa de inibigdo ou aumento = (DO grupo controle — DO grupo experimental)/DO grupo controle.
acTeste de Tukey com diferenca significativa p < 0,05.

Bio-AgNP: nanoparticulas de prata biogénicas.
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Figura 1 - Curva de crescimento de P. aeruginosa PAO1 (A) e PA14 (B) em concentragdes
subinibitérias de bio-AgNP. As bactérias em concentragdes a 5 x 10° UFC/mL foram expostas a trés
tratamentos diferentes com bio-AgNP (31,25 uM; 15,62 uM e 7,81 uM). O controle indica crescimento

bacteriano sem tratamento com as nanoparticulas. Os valores de UFC/mL sdo a média * desvio
padrao.
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Figura 2 - Efeito das nanoparticulas de prata biogénicas na motilidade swarming, swimming e
twitching em P. aeruginosa PAO1 e PA14. (A1) Motilidade swarming em PAO1. (A2) Motilidade
swarming em PA14. (B1) Motilidade swimming em PAO1. (B2) Motilidade swimming em PA14. (C1)
Motilidade twitching em PAO1. (C2) Motilidade twitching em PA14. Cada simbolo representa o valor
de um tratamento, e a média para cada 3 repeticdes esta indicado pela barra preta. As imagens
abaixo do gréfico sao fotos representativas das cepas PAO1 e PA14 e tratamentos correspondentes.
Os valores (médios) que foram significativamente diferentes comparados com o controle (p < 0,05
pelo ANOVA-Tukey) foram apresentados por um asterisco (*).
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Figura 3 - Efeito das nanoparticulas de prata biogénicas nos fatores de viruléncia de P. aeruginosa
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6.CONCLUSAO

O efeito das concentragcdes subinibitérias de nanoparticulas de prata
biogénicas (bio-AgNP) foram analisados em isolados de P. aeruginosa obtidos de
pacientes clinicos portadores ou ndo de fibrose cistica, isolados obtidos de aguas de
abastecimento e duas cepas de referéncia PAO1 e PA14. O estudo com esta
diversidade de isolados permitiu concluir que o tratamento com essas concentragdes
subinibitorias favorece o aumento fenotipico na maioria dos fatores de viruléncia
analisados, especialmente nas motilidades, producédo de piocianina e formacao de
biofilmes.

As cepas de referéncia PAO1 e PA14 apresentam diferentes respostas
(fenotipicas e genotipicas) aos tratamentos com as bio-AgNP, porém em ambas as
cepas houve o aumento na expressao dos genes reguladores do sistema Quorum
Sensing (QS). Este aumento na expressdo dos genes reguladores do QS em P.
aeruginosa causa preocupacdo, visto que as baixas concentracbes de
nanoparticulas de prata podem ser encontradas no meio ambiente e pode
possivelmente favorecer a produc¢do de fatores de viruléncia que s&o regulados por
este sistema.

Por isso, 0 uso das bio-AgNP como um possivel composto para terapia
antibiofiime e antiviruléncia em P. aeruginosa precisa ser avaliado com cautela e
baseado em estudos complementares, para que os compostos sejam utilizados de
maneira que o sistema QS seja definitivamente interrompido e os fatores de

viruléncia sejam controlados.
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RESUMO

Pseudomonas oeruginosa possui grande importancia para a sadde publica por estar presente no ambiente
e nas infecgdes clinicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar fenotipicamente os fatores de viruléncia
motilidade, protease e ramnolipideos em isolados dinicos e ambientais de P. geruginosa. Vinte e cinco
isolados clinicos e dez isolados ambientais foram analisados através de ensaios fenotipicos e categorizados
em cepas ndo mdveis, fracamente, moderadamente e altamente moveis: e produtores ou ndo de protease
e ramnolipideos. Em todos os ensaios, os isolados foram testados em triplicata em trés dias diferentes. Os
isolados ambientais produziram fatores de wviruléncia como a motilidade (Swimming e Twitching) e
Ramnolipideos significativamente maior que os isolados clinicos. Este estudo nos alerta para o elevado
nivel de patogenicidade das cepas de P. aeruginosa, principalmente ambientais. A melhor compreensao da
motilidade e producdo de ramnolipideos, fatores gue estdo diretamente associados a formacdo de
bicfilmes, pode favorecer estudos complementares as pesquisas visando o controle de bactérias
patogénicas.

Palavras-chawve: fatores de viruléncia, fibrose cistica, infeccbes por Pseudomaonas, patogenicidade.

COMPARATIVE AMALYSIS OF THE VIRULENCE FACTORS IN PSEVDOMONAS AERUGINOSA STRAINS
ISOLATED FROM CLINICAL AND ENVIRONMENTAL

ABSTRACT

Pseudomanas aeruginosa s a very important bacteria for public health because it is present in the
environment and clinical infections. The aim of this study was to evaluate the virulence factors such as
motility, protease and rhamnolipids in clinical and environmental P. aeruginosa isolates. Twenty-five
clinical isolates and ten environmental isolates were analyzed by phenotypic assays and categorized into
non-mobile, weakly, moderately and highly mobile strains; and producers of protease and rhamnolipids.
The isolates were tested in triplicate on three different days. Environmental isolates produced virulence
factors such as motility (Swimming and Twitching), and Ramnolipids significantly higher than clinical
isolates. This study alerts us to the high level of pathogenicity of P. oeruginosa strains, mainly
environmental strains. For a better understanding of motility and rhamnolipids, virulence factors that are
directly associated with the biofilms formation, may favor studies that complement the research aimed at
the control of pathogenic bacteria.

Keywords: virulence factors, cystic fibrosis, Pseudomonas infections, pathogenicity.

INTRODUCAD

A bactéria Psevdomonos oeruginosa & um
bastonete Gram-negativo, aerdbio, porém capaz
de sobreviver e se multiplicar lentamente em
ambientes anaerdbios em  determinadas
situacBes'. Apresenta motilidade pela presenca
Collog Vitae 2019 set-dex; 11[3): 41-50.

de um ou mais flagelos e, pode ser encontrado
isolado ou em grupo“. Encontra-se amplamente
distribuido, sendo um patdgeno oportunista de
fungos, helmintos, plantas, animals @ humanos,
com preferéncia por ambientes dmidos. Possui
elevada resisténcia a antimicrobianos, grande

Artigo Open Acoess wob uma Beenga OC BY-MNC-MD (hitp://c reativescom mons orglicensesby-ne-nd)'d.0/).



diversidade genética e capacidade de formar
biofilmes*”.

Esta bactéria estd frequentemente
associada a infeccoes em pacientes
imunocomprometidos, queimados, com fibrose
cistica, infecches gastrointestinais, do trato
urinario e otites; mas também pode ser isolado
em individuos saudavelss,

P. oeruginosa tem representatividade em
média de 75% de isolados de amostras clinicas”,
Apesar de ser um agente de contaminacao
comumente encontrado £ ambientes
hospitalares, sua presenca em ambientes
aquaticos também é preoccupa ntei':'J devido a sua
capacidade de formacdo de biofilmes.

Mo Brasil, esta bactéria pode ser
considerada uma boa indicadora de
contaminacio de dguas de abastecimento™”
Frequentemente isolada em aguas superficiais
como lagos e rios, possul preferéncia por aguas
residudrias devido & alta carga de nutrientes,
porém pode sobreviver e se proliferar em
ambientes com quantidades minimas de
nutrientes, como em agua mineral™. Muitos
estudos atribuem um papel importante da agua a
colonizacdo em humanos por P. aeruginosa,
principalmente quando associada a presenga de
bactérias contendo mdltiplos fatores de
viruléncia',

Ha uma intensa variabilidade de fatores
de wiruléncia em P. peruginoso, oscilando de
moderadamente a altamente virulentos, sendo
Seu potencial patogénico multifatorial,
dependente da cepa, sitio de infeccdo, tanto em
infecches adguiridas na comunidade como nas
adguiridas em ambiente hospitalar™. Foi
constatado que P. oeruginoso € capaz de
acumular diferentes fatores de resisténcia e
viruléncia, além de formar rotas de disseminacao
de genes relativos aos mesmos, dificultando o
tratamento de infecgGes™".

Entre os fatores de  wiruléncia
fundamentais para promover a patogenicidade
da bactéria, destacam-se a motilidade, protease e
ramnolipldecs*5* 2, A motilidade é dependente
dos flagelos ou pili tipo IV, sendo importante para
a proliferacdo bacteriana. As formas de
movimentacdo mais comuns s30  Sworming,
swimming e Twitching™2. A protease alcalina é
secretada para auxiliar o patdgeno durante a
infen;."m;'“ e os ramnolipideos estdo envolvidos
com o desenvolvimento de biofilmes, atividade
antibacteriana e antifingica e inibicdo da
resposta fagocitaria™.

Collog Vitae 2019 set-dex; 11[3): 41-50.
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Pseudomonas oerugingsa possui grande
importdncia para a saldde pdblica. sendo
classificada como prioridade 1 (critico) dentre as
trés prioridades listadas pela Organizacao
Mundial de Sadde na pesquisa de novos
antimicrobianos”. Contudo, trabalhos que
correlacionem  os fatores de wirgléncia em
isolados clinicos e ambientais ainda s30 raros.
Assim, & observada a necessidade de conhecer o
potencial patogénico dos isolados de P
oeruginoso tanto em dreas de assisténcia a sadde
como no meio ambiente a fim de realizar uma
comparacas e formular mecanismos efetivos de
vigildncia e combate a sua disseminagio.

0O objetivo deste trabalho foi avaliar
fenotipicamente os fatores de viruléncia como a
motilidade, protease e ramnolipideos em
isolados clinicos e ambientais de Pseudomaonas
geruginoso e comparar estatisticamente a
prevaléncia dos fatores de viruléncla estudados
por fonte de isclamento: clinica ou ambiental.

METODOLOGIA

Foram analisados vinte e cinco isolados
clinicos oriundos de pacientes com fibrose cistica
e dez isolados ambientais de Pseudomonas
oeruginoso obtidos de agua de abastecimento
pliblico, provenientes do Nicleo de Colecdo de
Culturas do Instituto Adolfo Lutz e Centro de
Laboratdrio Regional Instituto Adolfo Lutz de
Bauru, respectivamente.

0 estudo foi realizado nos Laboratdrios
de Microbiologia Alimentar e Bactericlogia do
Centro de Laboratdrio Regional Instituto Adolfo
Lutz de Presidente Prudente (5F) entre julho e
novembro de 2018.

Este trabalho possui aprovacdo pelo
Comité Técnico Cientifico do Instituto Adolfo Lutz
(CTC 31-1/2017).

Método em placa - motilidade Swarming

Os isolados testados foram inoculados
em Caldo Luria Bertani (LB) e incubados a 37°C
por 24 h. Em seguida, inoculou-se 10 upl de
suspensdo de P. oeruginoso no centro do Agar
Swarming (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de
levedura 0,2% e agar 0.5%), previamente
mantidos em temperatura ambiente. A zona de
muotilidade fol medida apds incubagdo a 30°C por
24 h. O ensaio de motilidade foi realizado em
triplicata em dias diferentes. As meédias foram
calculadas conforme Abdouchakour et al™ e
classificadas em: ndo mdvel ou fracamente
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mdveis: d<20mm; moderadamente movels:
20mms<d<40mm; e altamente movels: d=40mm.

Método em placa - motilidade Swimming

0s isolados foram semeados em Agar LB
e incubados a 37°C por 24 h. Foram inoculados
em superficie do Agar Swimming (triptona 1%,
cloreto de sédio 0,5%, dgar 0,3%), previamente
mantidos em temperatura ambiente. A drea de
motilidade foi medida apds Incubacio a 30°C
durante 24 h. O ensaio de motilidade foi
realizado em triplicata em dias diferentes. As
meédias foram calculadas para a categorizagdo
conforme Abdouchakour et al'® em: ndo mdvel
ou fracamente movels d<20mm, moderadamente
maveis: 20mm=d<4dmm; e altamente moveis:
dz40mm.

Método em placa — motilidade Twitching

0Os isolados foram semeados em Agar LB
e incubados a 37°C por 24 h. Uma coldnia de cada
cepa fol perfurada em Agar Twitching (triptona
1%, extrato de lewedura 0,5%, cloreto de sodio
1% e agar 1%) até o fundo da placa e incubada a
37°C por 24 h. Posteriormente, o Agar foi
cuidadosamente removido e a zona de
motilidade foi medida em milimetros apds
coloracdo com violeta de cristal 2% por 2 h. O
ensaio de motilidade fol realizado em triplicata
em dias diferentes. As médias foram calculadas
para a categorizacao conforme Wolska e Kot™
em: ndo moveis: d<¥mm; fracamente mdveis: d
7-15mm; moderadamente mdveis: d 15-25mm: e
altamente moveis: d=25mm.

Método em placa - protease alcalina

Os isolados foram inoculados em Caldo
LB e Incubados a 37°C por 24 h. A atividade
proteolitica foi confirmada pela formacdo de uma
zona clara em torno do inoculo (10 pL em poco)
em Agar Leite (leite em pd 1%, peptona 0,1%,
cloreto de sédio 0,5%, agar 2%) e quantificada
atraveés do diametro do halo apds incubacgdo a
37°C por 24 h.

Método em placa — ramnolipideos
Inoculou-se 3 bactéria a ser testada em
Caldo LB e incubou-se a 37°C por 24 h. A partir do
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crescimento de P. aeruginosa fol inoculado 10 pL
em pogo na placa com Agar CTAB modificado, de
acordo com Siegmund e Wagnerﬁ', e incubado a
37°C por 48 h. A producdo de ramnolipidios fol
confirmada pela formacdo de um halo de
coloragdo azul ac redor da colonia e o diametro
do halo foi mensurado.

Andlise dos dados

As variawveis foram comparadas utilizando
o teste T Student (dados com distribuicdo
normal) ou teste de Mann-Whitney (dados com
distribuicdo ndo normal). O valor de p<0,05 fol
considerado  estatisticamente significativa. O
Software R (3.4.2) foi utilizado para
representacdes graficas e andlise estatistica.

RESULTADOS

Meste estudo foram analisados cinco
fatores de wiruléncia em P. geruginoso: trés de
superficie (motilidades Sworming, Swimming e
Twitching) e dois exoprodutos (Protease alcalina
e Ramnolipideos) em isolados clinicos e
ambientais.

Os resultados da motilidade foram
interpretados wsando medidas de diametro em
millmetros (Figura 1), seguida de categorizacao
(Tabela 1), mostrando  diversidade no
comportamento de motilidade entre os grupos
clinico e ambiental.

Conforme a Tabela 1, a motilidade
Swarming dos isolados dinicos variou de 8 mm a
75 mm, com média de 1718 mm. Quatro cepas
foram classificadas como moderadamente
moveis (4/25: 16%) e duas como altamente
mdveis (2/25; B%). Entretanto, como a maior
parte dos isolados apresentaram deslocamento
menor gue 20 mm na placa de Petri e foram
consideradas ndo mdwvelis (19/25; 76%) (Tabela
2). As cepas ambientals variaram de 9 a 62 mm e
meédia de 17+16 mm (Tabela 1). Uma cepa foi
classificada como altamente mdvel (1/10; 10%),
e o restante ndo mdvel (5/10; 90%) (Tabela 3).
N3o houve diferenca estatistica significativa na
motilidade Swarming entre os isolados clinicos e
ambientais [p=0,14) (Figura 2).
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Figura 1. Ensaio fenotipico da motilidade. Al — Swarming em isolado clinico, B1 — Swarming em isolado
ambiental, A2 — Swimming em isolado clinico, B2 — Swimming em isolado ambiental, A3 — Twitchimg em
isolado clinico, B3 — Twitching em isolado ambiental.

Tabela 1. Caracteristicas dos isolados clinicos e ambientais de P. oeruginoso estudados: média e desvio
padrdo (x + DP) e classificacdo das atividades (mm) Swarming, Swimming, Twitching, Protease e

Ramnolipideos.

4 " Swarming . Swimming Twitching . Protease  Ramnolipideos
Idestificocio.  Origem. L e C kepp ©  gepp © %+ DP i+ DP
1AL 6594 Clinica 9+2 NM 10t2 NM E+2 FM  19+2 g1
IAL 6665 Clinica 9:+1 NM  17+2 NM  9+1 FM 1245 g1
IAL 6590 Clinica 1242 NM  23:3 MM 1122 FM  18:32 1M1
IAL 6589 Clinica 11¢1 NM  14+2 NM 101 FM  22#1 141
IAL 6592 Clinica 9:+1 NM  10t1 NM  3+2 NM  15%1 o
IAL 6591 Clinica 1142 HNM o MM E:1  NM ) 0
IAL 6574 Clinica Ex1 NM  17+3 NM  7+2  FM 0 0
IAL 6584 Clinica 91 NM  11+3 NM  9+2 FM  21:4 o
IAL 6598 Clinica 10+2 NM 101 NM 1021 FM  10:1 0
IAL 6600 Clinica a:1  NM o MM 731 BM 1%l 0
IAL 6601 Clinica 10+2  HM o NM  13:2  FM 19+32 o
IAL 6577 Clinica 1243 NM  20:3 MM  B:1 FM  18:32 14432
IAL G6EE Clinica 13+2 NM  27+1 MM 1B:1 MM 21:2 1221
IAL 6582 Clinica 71+¢3 MM 36+2 MM 13+1  FM  21:2 1441
IAL 6596 Clinica 7143 MM 44:3 AM 1821 MM 31:3 1641
IAL 6603 Clinica 9:+1  NM  13:2 NM  E+1  FM 912 0
IAL 6575 Clinica g HM o NM  10:1 FM  18+32 1211
IAL 6576 Clinica 9:+1 NM  29:4 MM S5:2 NM  15:1 g+32
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IAL B5ET Clinica 47 AM 2646
IAL B5ED Clinica 7545 AM 29+4
IAL 6573 Clinica 11+3 WM 4312
IAL B5E1 Clinica 29+2 MM 25+3
762 (1) Clinica B+1 MM 32413
IAL 6578 Clinica 22+4 MM 48+2
IAL B579 Clinica 1142 MM n+3
04023 Ambiental 14+3 MM 4542
14048 Ambiental 11+2 WM 40+2
14083 Ambiental 124+ 2 MM 4543
04015 Ambiental 62+4 AM 5243
04021 Ambiental 9 WM 44 14
35010 Ambiental 14+1 MM 22413
04064 Ambiental 12+4 MM 4443
04024 Ambiental 11+1 WM 3612
14063 Ambiental 1342 MM 5+2
04010 Ambiental 1242 NM 4642

AR 7+2 Fn 2343 15+1
AR G+2 N 2142 15+1
AM 61 NM 21+1 15+1
AR 61 N 21+1 16+1
AR L1 N ) o

AM 61 NM 21+1 15+1
AR 1331 FM 20+1 13+1
AM 1531 FM 1842 15+1
AM 14+2 FM 22+2 16

AM 1712 MR 22+1 14+2
AM 10+1 FM 1643 14+1
AM 14+1 FM 12+1 15+1
AR 13+1 FM 18+1 o

AM 16+1 hAR 19+3 17+1
(o] 15+1 FM 14+2 15+1
AR 10+1 FM 1331 12+2
AM 1741 MM 18+1 1542

C": Classificacao; NM: ndo movel/fracamente mavel; MM: moderadamente mdwel; AM: altamente mdvel.
C*: Classificacdo; NM: ndo movel/fracamente mowvel; MM: moderadaments mdwel; AM: altamente mdwel.

C*: Classificacdo; NM: ndo movel; FM: fracamente médwvel; MM: moderadamente mdvel; AM: altamente mawvel.

Tabela 2. Porcentagem (%) das atividades (mm) das motilidades Sworming, Swimming e Twitching em

isolados clinicos.

Tipo de Classificacdo
motilidade ndo movel fracamente moderado multa movel
Swarming 19 (76%) 4{16%) 2 [B%)
Swimming 12 [48%) 10 (40%) 3 [12%)
Twitching & [32%) 15 (B0%) 2 [B%4) 0

Tabela 3. Porcentagem (%) das atividades (mm) das motilidades Sworming, Swimming e Twitching em
isolados ambientals.

Tipo de Classificacdo
motilidade ndo movel fracamente moderado multo movel
Swarming 9 [90%) 0 1 [10%)
Swimming i 3 (30%) 7 [70%)
Twitching 1] 8 (80%) 2 [20%) 0

A maior parte dos isolados clinicos
apresentou-se ndo  movel/fracamente  movel
para motilidade Swimming (12/25; 48%) (Tabela
2). Mos isolados ambientais, todos apresentaram
maotilidade Swimming de 22 a 52 mm com média
de 4010 mm, a maioria classificada como
altamente mdvel (7/10; 70%), o restante (3,/10;
30%) moderadamente mdowvel (Tabela 3). Houve
diferenca estatistica significativa guanto a
motilidade Swimming nos dois grupos estudados
(p=<0,05]) (Figura 2).
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A atividade da motilidade Twitching dos
25 isolados clinicos de P. oeruginosa variou de 3
a 18 mm com meédia de 9+4 mm (Tabela 1). A
maior parte das cepas clinicas apresentou-se
fracamente mdvel (15/25: 60%) (Tabela 2). Os 10
isolados ambientais variaram de 10 a 17 mm e
meédia de 14+2 mm, onde a maior parte das
cepas ambientais também se apresentou
fracamente movel (8/10; 80%) (Tabela 3). De
acordo com a Figura 2, os isolados ambientais
produziram significativamente malor motilidade
Twitching do que os isolados clinicos (p<0,05).
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Figura 2. Grifico Boxplot dos resultados de motilidade Sworming, Swimming e Twitching dos Isolados
clinicos @ amblentals. As diferencas significativas estdo indicadas com * (p<0,05). C isolados clinicos: A:

isolados ambientais.

Meste estudo, 12% (3/25) das cepas
clinicas e 10% (1/10) das cepas ambientais
apresentaram as duas motilidades Twitching e
Swarming.

Quanto a producdo de protease alcaling,
houve produgdo em 22 dos 25 isolados clinicos
avaliados [88%), obtendo meédia de 168 mm
(Tabela 1). Entre os isolados ambientais houve
sintese de protease alcalina em todos o0s isolados
analisados, apresentando média de 1713 mm.
MNao houve diferenca estatistica significativa na

atividade proteolitica comparando-se os isolados
clinicos e ambientais (p=0,84) (Figura 3).

A respeito dos ramnolipideos, houve
sintese em 16 dos 25 isolados clinicos avaliados
(64%:), apresentando média de 827 mm (Tabela
i1). Entre as cepas ambientais, 9 das 10
pesquisadas produziram ramnolipidecs (90%) e
meédia de 1345 mm. Houve diferenca estatistica
significativa na sintese de ramnolipideos nos dois
grupos estudados (p<0,05) (Figura 3).
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Figura 3. Grafico Boxplot dos resultados de Protease e Ramnolipldeos dos isolados clinicos e ambientais. As
diferencas significativas estdo indicadas com * (p<0,05). C: isolados clinicos; A: isolados ambient ais.
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DISCUSSAD

Encontra-se  bem documentado a
importancia da bactéria Pseudomonas
geruginosg para a salde plblica, por sua
capacidade infecciosa, colonizacdo de diversas
superficies bidticas e abidticas e crescente
resisténcia antimicrobiana, tormando-se essencial
entender sua patogénese. Alguns estudos tém
associado os isolados obtidos do ambiente,
principalmente de dgua encanada, com cepas
infeccipsas'®'41718,

Grande parte das cepas de P. geruginosa
produzem fatores de wviruléncia gue atuam na
superficie [(gue permite fixacdo bacteriana,
colonizacdo e invasdo) associada a outros fatores
de wviruléncia como hemolisina, elastase,
protease. A combinacdo destes fatores &
determinante para o estabelecimento de uma
infecgio™.

Entre os tipos de motilidade bacteriana,
Macin et al.® observaram que a motilidade
Sworming de isolados de P. geruginose obtidos
de pacientes com fibrose cistica fol de 84%, um
resultado menor do que a detectada em
pacientes sem a doenca (97%), com indicacdo
que a pressao continua e seletiva no ambiente
pode levar a algumas mudancas fenotipicas nas
bactérias para ajudar a swa adaptagdo ao
hospedeiro, nao necessariamente
permanentemente ligado as suas estruturas
mdveis (flagelo e pili tipo V).

Entre as cepas ambientais, a auséncia de
motilidade Sworming também foi predominante,
entretanto outros estudos encontraram a maioria
dos isolados ambientais com  meotilidade
Swarming moderada ou alta, variando de 25 a 80
mm™*E,

0Os dois grupos, clinico e ambiental,
demonstraram habilidades semelhantes para
exibir a motilidade Swaorming, que & mediada
pelos flagelos em colaboragdo com os pili do tipo
IV. Apesar de a motilidade ser necessaria no
desenvolvimento do biofilme, isolados gque
exibem pouca ou nenhuma motilidade Swarming
sap mais propensos a terem SUCesSo em sua
formacdo, pois se fixam mais eficientemente em
sua estrutura que compde o biofilme™.

Quanto a motilidade Swimming, os
isolados ambientais deste estudo se destacaram,
pois apresentaram diametros maiores que
isolados ambientais encontrados em  outros
autores'™",

Para motilidade Twitching, houve
divergéncia de nosso estudo com  outros
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publicados, tanto entre as cepas clinicas como
nas ambientais, os dois grupos demonstrando
moderada e alta atividade na literatura™.

A fraca motilidade dos isolados clinicos
pode ser explicada pela correlacio entre a
atividade da motilidade Twitching, a formacdo de
biofilmes e a fonte de isolamento das cepas™, ja
que cepas nao moveis, como as de pacientes com
fibrose cistica, sdo dificilmente fagocitadas,
despistando o sistema imune. Apesar de esta
estratégia afetar a capacidade em causar
infecbes, favorece a persisténcia no
mspedelmm.

£ estabelecido que cada um dos trés
sistermas de motilidade funciona de forma
independente e parece ndo estar relacionado
com outros caracteres bacterianos, apesar de ser
importante ressaltar que a motilidade Sworming
nao depende exclusivamente do pili IV, mas
também do flagebn“'“_

& alta motilidade Twitching, por
exemplo, leva a reducdo da formacdo de biofilme
por P. oeruginoso, engquanto a motilidade
Swarming & necessaria para o desenvolvimento
de suas estruturas, mas dispensavel em sua
permanéncia no hospedeiro. Isto & a bactéria
adapta sua atividade mdvel conforme a sua
necessidade no hospedeiro, seja para estabelecer
a infeccdo, formar biofilme ou garantir sua
permanéncia no organismo, independentemeante
de sua origem, clinica ou ambiental, o que pode
explicar a falta de diferencas significativas em

algumas caracteristicas adaptativas, como
formacdo de biofilme, motilidade e
resisténcia’**.

Quanto a protease alcalina, assim como
neste estudo, outros estudos apresenta atividade
proteolitica nos isolados clinicos e
ambientais ", A protease alcalina exerce um

papel importante mna viruléncia durante a

colonizacdo, contribuindo para o
desmoronaments das  barreiras  fisicas do
hospedeiro e aumentando a proliferacao

bacteriana, fornecendo aminoacidos e peptideos
das proteinas teciduais as bactérias. Em estagios
mais avancados, pode interferir com o
mecanismoe de defesa imune por degradar
imunoglobulinas™,

A atuacdo de surfactantes, como oOs
ramnolipideos, é relatada como agente indutor
de expansdc da motilidade Swanning“. Mo
presente estudo esta relagdo foi concordante nos
isolados dlinicos, j& gue as cepas que ndo
produzem ramnolipidecs apresentaram
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motilidade Swarming sem atividade. Os isolados
ambientais apresentaram fendtipos de Swarming
e ramnolipideos diversos, sem associacdo
consideravel entre si.

0Os ramnolipideos estdo envolvidos na
formagdo de biofilmes. Eles s3o responsaveis por
induziremn a liberacdo de lipopolissacarideos,
aumentando a hidrofobicidade da superficie
celular, sendo um regulador ambiental quando
ocorrem mudangas nas condicbes nutricionais e
favorecem a adesdo primaria de células
planctonicas. Funciona também como um
“escudo”  contra  células  polimorfonucleadas,
contribuindo para a fixacdo da bactéria no
hospedeirg™.

P. peruginosa possui preferéncia por
ambientes dmidos, portanto deve-se dar atencdo
especial & pias, banheiras e chuvelros’. Sua
ocorréncia em aguas de abastecimento indica
deficiéncia no controle da rede de distribuicdo de
dgua e pode ser indicativo de disseminacdo de
microrganismos de origem nosocomial  no
ambiente aguatico™, ocasionando em fonte
possivel de infeccdo por P aeruginoso,
principalmente em ambientes onde circulam
pessoas imunocomprometidas, como hospitais™,

Conclui-se que as andlises fenotipicas
realizadas revelaram grande variabilidade dos
fatores de viruléncia entre os isolados estudados,
o gue nos alerta para o elevado nivel de
patogenicidade das cepas, principalmente as
ambientais.

Os isolados presentes no ambiente, como
em dguas de abastecimento publico, pode
oferecer risco patogénico, principalmente para os
imunocomprometidos, ja gque apresentaram
fatores de wviruléncia importantes como
motilidade (Swimming e  Twitching) e
ramnolipideos com resultados muitas vezes
maiores que o5 isolados clinicos. A producdo
exacerbada destes fendtipos representa um
potencial de colonizagdo e infeccdo no
hospedeiro, garantindo a rapida disseminacdo e
capacidade inflamatdria.

Por isso, o estudo da producdo de
protease, ramnolipideos e motilidade em
Pseudomanas aeruginosa & de extrema
importancia para a compreensao dos fatores de
virulBncia e seus mecanismos envolvidos em sua
patogenicidade. Os tipos de motilidades
identificados, fatores que estdo diretamente
associados a formacdo de biofilmes podem ser
responsaveis por estudos complementares as
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pesquisas wvisando o© controle de bactérias
patogénicas.
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A bacténa Prendomonas aeruginosa esti amplamente distribuida no ambiente. A pouca exigéncia
nutncional deste microrganismo possibilita sua sobrevivéncia em agua de abastecimento piblico, cuja
importincia para 8 sadde piblica deve-se principalmente ao fato de causar infecgfes em individuos
imunccomprometidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar fenotipicamente os fatores de viruléncia de P,
aeriginosa obtidos de dgua de abastecimento piblico. Um total de 19 isolados de P. geruginosa foram
analisados para determinacio das motilidades (swarming, swimming e twitching), ¢ avaliagio da pmdu.c;a.cu
de protease alcalina, ramnolipidecs ¢ DNase. Os experimentos foram realizados em triplicata em trés
ocasides distintas. Para realizar a representacio grifica e a analise estatistica foi utilizadoe o Software B
Studio (1.2.5001). Todos os isolados foram produtores de protease alcalina com hale de protedlise acima
de 8 mm. A atividade da DNase e a produgio de ramnolipideos foram observadas em 21,1% (n=4) ¢
#4.2% (n=16), respectivamente. Os resultados mostraram uma alta diversidade no comportamento de
motilidade entre os isolados de P. geruginose. Ao comparar os trés tipos de motilidade, a maloria dos
isolados (68.4%) apresentou produciio significativa (p<0,05) de motilidade swirmming. Conclui-se que os
isolados de P. gevuginosa testados foram capazes de produzir fatores de viruléncia como motilidade
swimming e twitching, protease ¢ rnmnolipideos.

Palavmas-chave: DNases, qualidade da dgua, motlbidsde.

The bacterium FPreudomonas aeruginosa 15 widely distributed in the environment. The low nutritional
requirement of this microorganism makes 1t pcubslb]t. to survive in ]:I-IJIJl.II: water supply, whose importance
for public health 15 mamly due to the fact that 1t causes infections in iImmunocompromised individuals.
The objective of this work was evaluate phenotypically the virulence factors of P. aeruginosa obtained
from public water supply. A total of 19 P. aeruginesa isolates were analyzed to determine motilities
(swarming, swimming, and twitching), and to evaluate the production of alkaline protease, rhamnolipids,
and DMase. The expeniments were camied out in triplicate on three different occasions. The Software R
Studio (1.2.5001) was used to perform the graphical representation and the statistical analysis. All isolates
were producers of alkaline protease with a proteolysis halo above 8 mm. DNase activity and rhamnolipids
production were observed in 21.1% (n = 4) and 84.2% (n = 16), respectively. The results showed a high
diversity in motility behavior among P. geruginosa isolates. When comparing the three types of motility,
most isolates (68.4%) showed significant production (p<0.05) of swimming motility. The results showed
the P. aeruginosa isolates tested were able to produce virulence factors such as swimming and twitching
maotility, protease and rhamnolipids.

Koywords: MMases. water quality, motility.

1. INTRODUCAD

Pseudomonas  aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa amplamente distribuida no
ambiente, presente no solo, na dgua e na matéria orginica em decomposicio. E frequentemente
responsivel por infeccdes no trato urindrio e respiratorio. podendo evoluir para sepse.
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principalmente em portadores de fibrose cistica e pacientes imunocomprometidos ou com
extensas queimaduras na pele [1, 2]. E o agente mais comum em infecgies relacionadas a
assisténcia 4 saide (IRAS), associada com significativa taxa de morbi-mortalidade devido a
capacidade do microrganismo de desenvolver rapidamente resisténcia a antibioticos, adaptar-se
facilmente 4s mudangas no ambiente, e expressar uma variedade de fatores de viruléncia, como
motilidade, formacio de biofilme, sintese de protease alcalina, de ramnolipideos e de DNases
[3].

P aeruginosa utiliza estruturas de superficie para realizagio da motilidade, sendo
caracterizada por trés tipos de movimentos, denominados, swarming, swimming e rwitching,
expressos de acordo com a viscosidade do meio [4]. As propriedades da superficie a ser
colonizada, o arranjo de pii na superficie bacteriana, e as condigdes ambientais como
concentracio de oxigénio e o fluxo de fluido, sfo fatores que influenciam essas motilidades [5].

Swarming € a movimentacio bacteriana que ocorre através da acdo conjunta e organizada de
inimeras bactérias, através de um substrato semi-solido, dependente de flagelo em colaboracio
com a pili tipe IV [6]. Na motilidade swimming sio necessarias as mesmas estruturas para
locomogio, no entanto, as bactérias movimentam-se individualmente ao longo da superficie de
uma camada aquosa [7]. Na motilidade mwitching € utilizada somente a pili tipo IV para o
deslocamento. que ocorre através de movimentos repetitivos de retracio e extensio em uma
superficie solida [6].

Com a expressio dos diferentes tipos de motilidade, a bactéria € capaz de formar biofilmes
que possibilitam a persisténcia do microrganismo em sistemas de abastecimento de agua por
longos periodos [8]. As saidas de dgua, como as torneiras, sdo possiveis reservatorios desses
biofilmes, e sua presenca no ambiente hospitalar merece atengio [9].

A protease alcalina tem papel importante na fuga fagocitana e € capaz de degradar um amplo
nimero de proteinas do hospedeiro, incluindo a fibronectina e a laminina, facilitando no
processo de invasio da bactéria [10]. Os ramnolipideos sio biosurfactantes que auxiliam nos
estdgios iniciais da formacio de biofilmes e tem papel na regulagio da motilidade [11]. A
DMNase € outro fator de viruléncia que auxilia a bactéria na fuga de neutrdfilos ligados a captura
€ eliminagio de invasores [12]. Desta forma, bactérias como P. geruginosa produtoras de
diversos fatores de viruléncia podem estar presentes no ambiente, inclusive em sisternas de
abastecimento de agua [2].

Sabe-se que a qualidade da agua afeta direta e indiretamente a saide das pessoas. A dpua de
abastecimento contaminada por microrganismos pode gerar surtos de doencas como colera e
outras infecches gastrointestinais, s vezes afetando milhares de pessoas e causando muitas
mortes, por isso, seu tratamento e distribuicio adequados sio de fundamental relevincia [13].
Mo Brasil, além de receber o tratamento, a dgua deve atender ao padrio de potabilidade
estabelecido pela Portaria de Consolidacio n® 5 de 28 de setembro de 2017, na qual determina a
pesquisa de coliformes totais e Escherichia coli como indicadores de qualidade microbiologica
[14]. No entanto, esta Portaria ndo expressa valores para P. aeruginosa [15]). A presenca dessa
bactéria em dgua tratada gera preocupacio pelo fato de ser responsivel por infecges cronicas
em portadores de fibrose cistica, o que resultam em progndsticos ruins aos pacientes e mudanca
de estilo de vida para que evitem exposicio a P. aeruginosa, além de poder comprometer a
salide de pessoas de outros grupos de risco [16].

Por isso, a avaliacio da viruléncia de P. aeruginosa presente em dgua se faz necessaria para
obtermos conhecimento sobre a patogenicidade desses microrganismos. O objetivo deste estudo
foi avaliar a expressio fenotipica dos fatores de viruléncia de P. aeruginosa isolados de agua de
abastecimento pablico.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Isolados bacterianos e drea de estudo
Um total de 19 isolados de Pseudomanas aeruginosa foram obtidos de amostras de agua dos

sisternas de abastecimento publico no centro-oeste do estado de Sdo Paulo no ano de 2016 [2].
P geruginosa foram isolados pela técnica de membrana filirante em agar m-PA-C e
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identificados pela coloracio de Gram, morfologia da colonia, crescimento em dgar cetrimide,
catalase positiva, oxidase positiva e ndo fermentador de glicose.

As culturas de estoque de cada isolado foram mantidas por curto prazo a temperatura
ambiente em dgar estoque. Para armazenamento em periodo mais longo, os isolados foram
congelados a =20 °C em caldo Luria-Bertani (LB, Neogen) com 20% de glicerol (v / v, Merck).

Os fatores de viruléncia foram pesquisados no Centro de Laboratorio Regional do Instituto
Adoelfo Lutz de Presidente Prudente-V (CLR-IAL-PP-V) entre os anos de 2018 e 2019. A cepa
P. aeruginosa PAO] foi utilizada como padric de referéncia, por esta cepa ser caracterizada
como produtora de motilidade, protease alcalina e ramnolipideos.

2.2 Fatores de viruléncia

Motilidade swarming. Um volume de 10 pL de culturas previamente crescidas a 37°C por
24h em caldo LB (Neogen) foram inoculadas no centro do agar Swarming (Glicose 1,0%;
Peptona 0,5%; Extrato de levedura 0.2%; f'ugar 0.5%). As placas foram incubadas sem inverter a
posicio a 30°C por 24 h [17]. As medias dos didmetros (d) das motilidades foram calculadas e
categorizadas de acordo com Abdouchakour et al. (2018) [18]: no mdvel ou fracamente mavel
d < 20 mm; moderadamente mdwvel 20 mm < d < 40 mm; e altamente movel d = 40 mm.

Motilidade swimming. Uma colonia de cada isolade fol inoculada em superficie do dgar
Swimming (Triptona 1,0%; NaCl 0,5%; !rhgar 0.3%). As placas foram incubadas sem inverter a
posicio a 30°C por 24 h [19]. As médias dos didmetros das motilidades (d) foram calculadas e
categorizadas de acordo com Abdouchakour et al. (2018) [18]: ndo movel ou fracamente movel
d < 20 mm; moderadamente movel 20 mm =< d < 40 mm; e altamente movel d = 40 mm.

Motilidade nwitching. Uma colénia de cada isolado foi inoculada até o fundo da placa de
dgar Twitching (Triptona 1,0%; Extrato de levedura 0,5%: NaCl 1,0%; f‘ugar 1,0%). Apos
incubagio a 37°C por 24 h, o dgar foi cuidadosamente removido e a zona de motilidade foi
medida pela coloragio da placa de Petri com cristal vieleta 2% por 2 h [6]. Como controle
negativo, cada isolade foi inoculado em placa com agar Triptona de soja (TSA, Difco) sob as
mesmas condigdes dos testes. As meédias das zonas de motilidade foram calculadas e
categorizadas de acordo com Wolska e Kot (2013) [20]: ndo movel d < 7; fracamente movel 7
mm < d = 15 mm; moderadamente movel 15 mm < d < 25 mm; e altamente movel d = 25 mm.

Protease alealina. A produgio de protease alcalina foi determinada em placas de agar Leite
(Leite em po 1,0%; Peptona 0.1%; NaCl (.5%; J‘lga.r 2.0%; pH 10.,0). Um volume de 10 pL das
células em suspensio de P. aeruginosa de cada cepa foi adicionado a placa de agar Leite e
incubade a 37°C por 24 h. A producio de protease alcalina foi confirmada pela formagio de
uma zona clara ao redor do inéculo bacteriano, o didmetro do halo foi medido e classificado em:
+++ (B = 25 mm); ++ (5- 8 mm); + (1 - 5 mm); e — (0 mm).

Ramnolipideos. A produgio de ramnolipideos foi estimada utilizando ensaios em placas de
dgar CTAB (Brometo de cetiltrimetilaménio), conforme Siegmund € Wagner (1991) [21]. Um
volume de 10 pL de cada isolado de P. aeruginosa crescidos em caldo LB (Neogen) a 37°C por
24 h foram inoculados nos pogos confeccionados nas placas e incubados a 37°C por 48 h. A
indicagio da producdo de ramnolipideos ocorreu pela intensidade e tamanho do halo de
precipitacido formado ao redor dos indculos.

Atividade da DNase. As bactérias crescidas em agar LB (MNeogen) foram inoculadas através
de uma estria linear sobre o agar DMase (Neogen). As placas foram incubadas a 37°C por 18 a
24 h. A solugdo aquosa de HCl IN foi adicionada sobre o crescimento bacteriano e a formagio
de uma zona clara ao redor da cultura indicou rea¢do positiva para DNase [22].

1.3 Anilise estatistica
Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata em ao menos trés ocasides distintas.

Para realizar a representacio grafica e a andlise estatistica foi utilizado o Software R Studio
(1.2.5001). Valores de p < 0,05 foram considerados como significantes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Neste estudo foram analisados fenotipicamente os fatores de viruléncia de 19 isolados de
Prseudomonas aeruginosa obtidos de dgua de abastecimento piblico. Estes isolados foram
previamente estudados quanto ao perfil de sensibilidade aos antibidticos e formacio de biofilme
por Anversa et al. (2019) [2], os quais constataram que as cepas isoladas se mostraram sensiveis
a todos os antimicrobianos, exceto ticarcilina’dcido clavulinico, ao qual a resisténcia foi
indicada como intermediario. Também observaram a forte capacidade de producio de biofilme
em 10 (52,63%) i1solados testados, 7 (36,84%) como produtores moderados e fracos, e apenas 2
(10,53%) foram classificados como nio produtoras de biofilme.

Com a finalidade de avaliar a ocorréncia de fatores de virnléncia nestes isolados, estes foram
submetidos 4 pesquisa da producio de proteases alcalina, ramnolipidecs, DNases, e dos tipos de
motilidade (Tabela 1).

Tabela I Expressdo fenotipica dos fatores de virnléncia em isolados de P. aeruginosa whilizados no
presente extudo.
Protease
Isolados  Swarming® Swimming®  Twitching® alealina” Ramnolipideos® DNases

PAOI -5+ s i [ . i
PO4023 - b4 i - =
“PladR | -+ =+  +++ *
PI40R3 = Parar v r v
PO4015 et ! i b4t " B
A - = -  + =~ *+ - y
P35010 = + i Fet = -
PO4064 = F b bat E:
T -+ - -+
Pl4063 - + ] bt - i
PO4011 = i il e }
POL06GD = T e Tt T g
PL4013 - it i bt i -
PL4028 - e i fat = -
“Pmozo -+ - =+ = r . .
PO4010 = b -} bed =
PO4046 = b i [ 5
“PB00S - =+ ==+ = w
P14021 44 bt ¥ Fit . <
PO4053 -4+ R i bat + z
*beategorizacdo swaorming ¢ swimming: - ndo ou fracamente movel; ++ moderadamente movel ¢ +++ altamente

mavel

‘categorizagdo twitching: - ndo mavel; + fracamente movel; ++ moderadamente mivel e +++ altamente mdvel
dPresenca de zona clara ao redor da coldnia: didmetro (mm) da proteolise: ++—+ (3-25); ++ (3-8); + (1-3); — (0 mm}
=l categorizagho ramnolipidens & DNases: - ndo produtor e + produtor

PAO): cepa padrdo de referéncia

PO4023-PO4053: isolados obtidos de dgua de abastecimento

As analises dos fatores de viruléncia revelaram que todos os 19 isolados de P. aeruginesa
estudados foram produtores de protease alcalina com zona de protedlise acima de & mm. A
atividade da DNase e a produgio de ramnolipideos foi observada em 21,1% (n=4) e 84.2%
(n=16) dos isolados, respectivamente. As enzimas proteoliticas produzidas por P. aeruginosa
contribuem para a multiplicagio bacteriana e quebra das defesas fisicas do hospedeiro,
fornecendo amincdcidos e peptideos das proteinas teciduais para as bactérias. Além de degradar
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imunoglobulinas e outros componentes interferinde no mecanismo de defesa imunclogica do
hospedeire [3]. Os ramnolipideos auxiliam nos estigios iniciais da formacio de biofilmes e tem
papel na regulacio da motilidade. A atividade da DNase, demonstrou ser responsavel pela
reducio da viscosidade do escarro em pacientes com fibrose cistica [11].

Os resultados de motilidade foram interpretados utilizando as medidas dos diimetros de
crescimento, seguidos da categorizacio. No ensalo de swarming, quatro isolados (21,1%) foram
positivos, com zona de motilidade variando de 9 a 73 mm, categorizados em: ndo ou fracamente
movel, 78,9% (n=15); moderadamente mowvel, 5,3% (n=1); e altamente mavel, 15.8% (n=3). No
ensaio de swimming, 100% (n=19) dos isolados exibiram resultados positivos, com zona de
motilidade vanando de 21 a 64 mm, sendo 31.6% (n=6) moderadamente movel e 68.4% (n=13)
altamente movel. No ensaio de motilidade mwitching as zonas de motilidade variaram de 7 a 17
mm, sendo 789% (n=15) fracamente movel e 21.1% (n=4) moderadamente mowvel. Os
resultados mostraram wma alta diversidade no comportamento de motilidade entre os isolados
de P. aeruginosa. Ao comparar os trés tipos de motilidade, a maioria dos isolados (68,4%)
apresentou producde significativa (p<0,05) de motilidade swimming (Figura 1)

e - z * A
p— — o i
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£ o .
o i
ol @
| O :
o | I
o | —— e
— N

| I 1
Swarming Swimming Twitching

Figura 1: Reswltados dos ensaios fenotipicos de motilidade. A) Grafico box-plat da distribuigio de
didmetro das motilidades (mm); B) Motifidade swarming: C) Motilidade swimming, D) Motilidade
twitching. * Resultados significativos com p={0,03.

Autores como Zineba et al. (2015) [23] relataram que 54.7%; 43%; 71% e 59.5% dos
isolados de P. aeruginosa obtidos de agua apresentaram producio de protease, motilidade
swarming, swimming e mwitching, respectivamente. A motilidade swarming formam padroes
dendriticos na superficie do meio de cultura, enquanto que em swimming as bactérias
movimentam-s¢ de forma desorganizada sobre superficies aquosas, sendo caracteristica de
isolados de ambientes fluidos, como a dgua [24, 25]. Isso pode estar relacionado ds altas
porcentagens deste fendtipo no presente estudo. A motilidade rwitching ocorre em superficies
solidas e a Gnica estrutura envolvida é o pili tipo IV. A motilidade bacteriana € essencial para a
patogenicidade, uma vez que esta envolvida na adesio, colonizagio, promocio do processo
infeccioso, formacdo de biofilmes e fuga a ambientes desfavoraveis [5, 6, 26].

A wviruléncia e patogenicidade desta bactéria sio reguladas pelo Sistema Quorum Sensing
(Q5), um mecanismo de comunicacdo celular entre as bactérias através da secrecio de sinais
quimicos extracelulares, e sua concentracio ¢ dependente da densidade microbiana [27]. Assim,
o aumento da densidade microbiana pode promover o aumento de fatores de vinuléncia como
protease alcalina, produgio de ramnolipideos e motilidade, como os encontrados na presente
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pesquisa, € serem  potencialmente  patogénicas, especialmente para  pacientes
imunocomprometidos.

A producio de diversos fatores de viruléncia causa preocupacio, devido ds suas acdes
relacionadas ao sucesso invasivo ao hospedeiro, ao transporte pelo melo aquatico e, a adesio as
superficies bidticas e abidticas, o que permite sua fixacio e sobrevivéncia em diversos
ambientes, incluindo o hospitalar [10, 23].

Em diversos paises foram relatados a identificagio de P. asruginosa em ambiente hospitalar
relacionando com o sistema de abastecimento de dgua. Na Franga, foi identificado que um surto
hospitalar por P. aeruginosa estava relacionado com a exposicio 4 dgua potivel contaminada
[2]. No Reino Unido, pesquisadores identificaram P. aeruginosa em uma torneira do lavatdrio
de uma Unidade de Terapia Intensiva [28]. Na Irlanda do Norte, constatou-se a contaminagio
das torneiras da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal por P. aeruginosa, apds investigacio
decorrente da morte de recém-nascidos por bacteremia ocasionada por esta bactéria [29]. Na
Italia, os pesquisados identificaram 55,93% isolados de P. aeruginosa em sistema de
abastecimento de dgua do Hospital exibindo diversos fatores de viruléneia [30]. No Brasil, os
relatos da presenca de P. geruginosa em aguas utilizadas em clinicas de hemodidlise sio
frequentes [31, 32]. Desta forma, revela o risco no qual os pacientes renais cronicos estio
expostos quando submetidos a este tratamento.

A presenca de P. geruginesa nas torneiras foi relacionada 4 sua capacidade de sobrevivéncia
4 baixa exigéncia nutricional e a capacidade de formacio de biofilme, que possibilitam a
sobrevivéncia desta bactéria em superficies hospitalares podendo ocasionar os surtos de
infecgio [33]. A combinacio de propriedades intrinsecas da bactéria, como as caracteristicas
virulentas e a resisténcia aos antimicrobianos, as condigdes ambientais e o estado de sadde dos
pacientes sio observados como fatores para severidade e alta mortalidade em pacientes com
infecgdes pulmonares e bacteremias [34].

Os resultados deste estudo demonstram a importincia de incluir P. aeruginesa na avaliacio
da potabilidade da agua, especialmente nas clinicas e ambientes hospitalares. A fim de
contribuir para a higienizagio correta dos sistemas de abastecimento de agua dos hospitais,
assim como a conscientizagio dos profissionais da drea da saide sobre as fontes de
contaminagio por P. aeruginasa, além da implantacio de medidas para reduzir a disseminagio,
monitorar o ambiente hospitalar e tracar estratégias para minimizar o risco de contaminacio
para pacientes suscetiveis [29, 35].

4. CONCLUSAO

Conclui-se que a maioria dos isolades de P. aeruginosa testados foram capazes de produzir
fatores de viruléncia como motilidade swimming e rwitching, protease e ramnolipideos. O
conhecimento sobre os fatores de wiruléncia destes microrganismos obtidos de dguas de
abastecimento & essencial para esclarecer a epidemiologia e as possiveis causas de infecgdes por
P aeruginosa.
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