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RESUMO: Os biofiimes sdo comunidades de
microrganismos formados por uma Unica ou varias
espécies, principalmente de bactérias e fungos,
que conseguem aderir a uma superficie e produzir
substancias poliméricas extracelulares. Essas
caracteristicas contribuem para que os biofilmes
apresentem resisténcia contra a agcdo dos
antimicrobianos e estejam presentes em cerca
de 80% das infecgbes locais e sistémicas. Os
produtos para saude, que incluem os instrumentais
proteses,

dentre outros, sdo contaminados com fluidos

clinicos/cirargicos, cateteres, tubos,
biolégicos dos pacientes ou dos profissionais de
saude, que favorecem as condigbes necessarias
para o desenvolvimento do biofilme. No presente
capitulo, serdo abordados o processo de formagéo
de biofilmes, incluindo o mecanismo de quorum
sensing, a formagéo de biofilmes em produtos
para salde e superficies de servigos de saude.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilmes. Produtos para

Saude. Infecgéo Hospitalar.
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BIOFILM PERSPECTIVE IN HEALTHCARE-ASSOCIATED INFECTIONS
ABSTRACT: Biofilms are communities of microorganisms formed by a single or multiple
species, mostly bacteria and fungi, which are able to adhere to a surface and produce an
extracellular polymeric substance. These characteristics contribute to biofilm associated
resistance to antimicrobial agents and presence in about 80% of local and systemic infections.
Medical devices including clinical/surgical instruments, prostheses, catheters, tubes, among
others, are contaminated with biological fluids from patients or health professionals, promoting
conditions for biofilm development. This chapter will address the biofilm formation process,
including the quorum sensing mechanism, biofilm formation in medical devices and health
service surfaces.

KEYWORDS: Biofilm. Medical devices. Cross infection.

FORMAGAO DE BIOFILMES

Os biofilmes sdo comunidades de micro-organismos, formados por uma Unica ou
diferentes espécies, que incluem bactérias e fungos, que conseguem naturalmente aderir
as superficies bibticas ou abibticas, e frequentemente formam uma barreira protetora
polimérica. Devido a essa capacidade de crescimento nas superficies e formagédo de
barreira protetora, os biofilmes representam um desafio do ponto de vista da saude publica,
pois geralmente estdo associados a infecgdes persistentes e apresentam resisténcia aos
antimicrobianos empregados (DEL POZO, 2018).

O processo de formacgédo de biofilmes é iniciado com a aderéncia de células
bacterianas planctonicas em superficies. A aderéncia depende da presenca de forgas
fisico-quimicas e é facilitada no caso de bactérias que possuem estruturas celulares como
pilis, flagelos e fimbrias. Essa primeira fase pode ser reversivel (fase 1) se houver uma
predominéncia de interacdes fracas entre a bactéria e a superficie como por exemplo:
forcas de van der waals, interacbes hidrofobicas e forgas eletrostaticas. O processo
se tornara irreversivel (fase Il) quando as bactérias iniciarem a producéo de proteinas
adesinas e outras biomoléculas que facilitam o ancoramento a superficie, favorecendo as
forcas de atracdo em detrimento das de repulsdo. Em biofilmes de bactérias do género
Staphylococcus, foram descritas mais de 20 proteinas adesinas associadas ao processo
inicial de interacdo com a superficie, 0 que confere maior sucesso na formacao do biofilme
(JAMAL et al., 2018; KHATOON et al., 2018).

A partir da adeséo inicial, com o crescimento das células colonizadoras, outros
microrganismos também aderem a superficie e inicia-se um processo de maturagédo
do biofilme (fase lll e IV) com a producdo de sinais autoindutores para a expressdo de
determinados genes. Isto resulta na secrecéo de Substancias Poliméricas Extracelulares,
SPE, formada por acidos nucléicos, proteinas, carboidratos e acidos graxos. As substancias

poliméricas extracelulares sdo a base da matriz do biofilme e sdo responsaveis pela
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organizagao espacial, estabilidade, manutencao e resisténcia aos antimicrobianos. Durante
0 processo de maturagdo ocorrem diversas interagées quimicas, o processo de quorum
sensing, agregacao e formacéo de colbnias (FLEMMING et al., 2016; KHATOON et al.,
2018).

AUltima fase é a dispersao (fase V), que € um processo programado e ocorre quando
a densidade populacional de células esta aumentada e contribui para um desequilibrio
de nutrientes entre 0os micro-organismos presentes nas camadas mais internas com os
presentes nas camadas mais externas do biofilme (FLEMMING et al., 2016; KHATOON et
al., 2018). Assim, as células ou agregados celulares presentes nas camadas superficiais
do biofilme se desprendem com mais facilidade, se tornam plancténica e podem colonizar
outros sitios no organismo, iniciar o processo de formagéo de biofilmes ou participar da
maturacgéo de outros biofilmes. No &mbito da saude, a dispersao é a fase que contribui para
a infecgdo metastatica (KHATOON et al., 2018; RUMBAUGH; SAUER, 2020).

O mecanismo de quorum sensing é essencial para o desenvolvimento do biofilme
e consiste na comunicagao intercelular mediada pela secrecdo de substancias quimicas
autorreguladas, que permite a coordenagdo e controle global da fisiologia do biofilme.
Primeiramente descrito em bactérias gram-negativas, o mecanismo da cascata que
culmina no quorum sensing, & finamente regulado por proteinas LuxIR-like, que séo
auto indutoras da sintese de lactona acil-homoserina (AHL) e da ativag&o transcricional
de genes. Esse sistema € utilizado principalmente na comunicagéo intraespecifica, pela
singularidade das proteinas envolvidas nessa regulagédo (NEALSON & HASTINGS, 1979;
ENGEBRECHT et al. 1983; WATERS, 2005). As bactérias gram-positivas se comunicam
a partir de oligopeptideos modificados como sinalizadores e sensores histidina-quinases
como receptores (WATERS, 2005).

Da mesma maneira que o quorum sensing parece ser essencial para a formacao
dos biofilmes, a habilidade de um hospedeiro interferir na comunicacdo de bactérias é
uma chave importante para impedir a formagédo dos biofilmes. Essa acdo é conhecida
como quorum quenching, e pode ocorrer na interacdo procarioto-procarioto e eucarioto-
procarioto. Os processos naturais de quorum quenching tém sido testados como possiveis
terapias antimicrobianas que incluem: a inibicdo da sintese de moléculas auto indutoras,
degradacdo enzimatica de moléculas sinalizadoras e autoindutores, a producdo de
antagonistas competitivos, bloqueio da cascatas de transducdo de sinal (JIANG et al.,
2019; PALUCH et al., 2020).

As diferentes cepas bacterianas e de outros micro-organismos formadores de
biofilmes séo responsaveis por conferir a eles propriedades moleculares diversificadas e,
assim, a inibicdo do quorum sensing torna-se uma alternativa terapéutica promissora ou
pode ser empregada em conjunto com os antimicrobianos, principalmente em infec¢des

associadas a presenca de biofilmes, uma vez que os inibidores de quorum sensing resultam
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em resisténcia bacteriana reduzida (FONG et al., 2018; PIEWNGAM et al., 2020; WATERS,
2005).

Na area da saude, os biofiimes podem ser classificados em: biofilme tradicional,
biofilme de acumulo (build-up biofilm) e biofilme de superficies secas (VICKERY, 2019). O
biofilme tradicional é aquele que se desenvolve em superficies constantemente “Omidas”,
por exemplo, cateteres intravenosos. Ja o biofilme de acumulo é aquele que se forma ao
longo de ciclos de fases “Omidas” e “secas”, como encontrados em Produtos Para Saude
(PPS) reutilizaveis, como endoscopios e instrumental cirargico. O biofilme de superficies
secas, por sua vez, forma-se em ambientes de servigos de salde, como bancadas.

BIOFILMES EM DISPOSITIVOS MEDICOS E PRODUTOS PARA SAUDE

Os biofilmes sdo amplamente estudados em diversas areas do conhecimento. Nas
areas de atencéo basica ou primaria, secundaria e terciaria a saude. Essas comunidades
microbianas complexas e altamente resistentes aos agentes fisico-quimicos, tém ganhado
muito destaque devido a associagdo com o desenvolvimento de infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS). Ha relatos que cerca de 80% das infec¢des locais e sistémicas
estdo vinculadas a presenca de biofilmes. As infecgbes relacionadas a presenca de
biofilmes s&o, geralmente, persistentes e de dificil controle. Esse fato é decorrente de uma
exposicao microbiana limitada aos agentes antimicrobianos devido a complexidade e a
organizagao estrutural séssil dos biofilmes. Alguns estudos tém indicado que quando os
microrganismos estéo organizados em biofilmes, a tolerancia aos agentes fisico-quimicos é
cerca de 100 a 1.000 vezes maior em comparacédo a forma plancténica ou livre. Além disso,
nos biofilmes, as interagdes microbianas (mono ou poli espécies), bem como a presenca
de cepas multirresistentes podem acentuar o risco de IRAS recorrentes e/ou persistentes
(AZEVEDO; CERCA, 2012; BANERJEE et al., 2020).

Dispositivos odonto-médico-hospitalares sdo geralmente contaminados e/ou
circundados por fluidos corporais (sangue, lagrima, liquido sinovial, saliva, urina). Entre eles:
lentes de contato, valvulas cardiacas, marcapasso, dispositivos intrauterinos (DIU), préteses
ortopédicas e bucais, danulas, curativos, valvulas antirrefluxo, tubos (endotraqueais, de
silicone para cateterismo cardiaco, aspira¢éo de érgaos e cavidade, transfusdes de sangue
e drenagens), filtro de dialise, linhas de equipos e cateteres (venosos, arteriais, vesical)
e os Produtos Para Saude (PPS) reutilizaveis como instrumental clinico e/ou cirargico e
os endoscopios. A presenca de um meio liquido constituido por proteinas é considerada
fator primordial para o inicio da aderéncia microbiana e, consequentemente, o processo
de formacéo de biofilme (BANERJEE et al., 2020). Desse modo, constata-se que os PPS
e dispositivos médicos apresentam condi¢cbes adequadas para formacgédo de biofilmes,
atuando como um reservatorio de microrganismos. Estes séo frequentemente contaminados
pela microbiota end6gena da pele e/ou mucosas dos pacientes e/ou profissionais da saude,
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como Staphylococcus epidermidis, S. aureus e Candida spp. Além disso, o insucesso
das terapias antimicrobianas no enfrentamento de biofilmes em dispositivos médicos
pode ser agravado pela presenca de microbiota transitéria gram-negativa multirresistente
(Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter
baumannii) — (ROSSINI et al., 2017; PINHEIRO et al., 2018).

Infecgdes associadas a biofilmes em dispositivos médicos tém aumentado o periodo
e os custos de internacdo dos pacientes, e, em contrapartida, reduzido a seguranca e a
qualidade de vida dos pacientes, repercutindo na qualidade da assisténcia (SOUZA et al.,
2014). As infecgbes do trato urinario e a pneumonia associada a ventilagdo mecéanica sao
exemplos de infec¢des relacionadas & presenca de biofilmes nos cateteres urinarios e nos
tubos endotraqueais, respectivamente. Assim, diferentes abordagens, visando o avanco do
conhecimento e controle dos biofilmes em dispositivos médicos tém sido desenvolvidas,
uma vez que a acgdo do sistema imunologico (inato e adquirido), bem como o uso sistémico
de antibiéticos podem ser ineficazes no controle da aderéncia e desenvolvimento do
biofilme na superficie dos PPS (PARANHOS et al., 2009; CASTRO et al., 2016).

O controle fisico ou mecanico e quimico do biofilme, embora de dificil implementagao,
por diferentes métodos de descontaminacdo, € amplamente recomendado para o
processamento de PPS, como instrumental clinico e/ou cirdrgico, e tubos de silicone.
No entanto, para valvulas cardiacas, marcapasso, DIU, préteses ortopédicas, canulas,
valvulas antirrefluxo, linhas de equipos e cateteres o controle mecanico e quimico do
biofilme é inviavel. Desta forma, especialmente para esse conjunto de dispositivos médicos
ha o interesse crescente no desenvolvimento tecnolégico de produtos impregnados e/ou
revestidos em suas superficies por agentes biocidas naturais e/ou sintéticos capazes de
reduzir ao longo do tempo de uso, a carga microbiana na aderéncia inicial e, por conseguinte,
no biofilme maduro (ALGBURI et al., 2017; BANERJEE et al., 2020).

Atualmente, as estratégias que propdem o controle inicial da aderéncia microbiana
envolvem a impregnacéo e/ou revestimento das superficies de PPS por agentes quimicos,
como antibibticos e antifungicos, clorexidina, nanoparticulas de prata e biovidro (CASTRO
et al., 2016; MARQUES et al., 2020). Contudo, vale ressaltar, que a presenca de agentes
quimicos pode ocasionar resisténcia microbiana e efeitos citotdxicos ao paciente. Com
relacéo as estratégias inovadoras disponiveis para o controle de biofilmes maduros em PPS,
0 emprego da terapia fotodindmica antimicrobiana, métodos para degradagéo da matriz de
substancias poliméricas extracelulares e os inibidores de comunicagéo microbiana podem
ser elencadas como promissoras (ALGBURI et al., 2017; FUMES et al., 2018). Entretanto,
apesar do notério efeito das estratégias de inibicdo da aderéncia microbiana e controle
de biofilmes maduros, ha um anseio crescente por novos produtos e métodos eficazes,
principalmente, no enfrentamento dos biofilmes formados em PPS por micro-organismos
multirresistentes.

Gapitulo 17 =N



Diante da auséncia de uma resposta definitiva quanto ao produto, método e/ou
protocolo eficaz para o controle da formagéo de biofilmes em dispositivos médicos, outras
estratégias envolvendo produtos naturais e agentes biol6gicos tém sido utilizadas com
sucesso. Acerca dos produtos naturais, os 6leos essenciais tém demonstrado resultados
promissores de atividade antimicrobiana. Ainda, esses produtos tém ganhado grande
representatividade na industria de alimentos, cosmética e farmacéutica e se destacam
por baixa toxicidade e poucas reacdes adversas. Entretanto, a producdo em larga escala
apresenta dificuldades técnicas decorrentes da aquisicdo de matéria prima adequada e
padronizacao dos principios ativos devido a localidade e sazonalidade (AZEVEDO; CERCA,
2012). Dentre os agentes bioldgicos, o uso de probibticos e bacteriéfagos para controle
de biofilmes em em dispositivos médicos tem despertado interesse. Os probiéticos sédo
microrganismos vivos que exercem efeitos benéficos, por meio da regulagéo do sistema
imunolégico do individuo e/ou paciente e reposi¢cdo da microbiota. J& foi demonstrado
que um revestimento de silicone com probiéticos foi utilizado na confec¢éo de préteses
vocais e reduziu a formacgéo de biofilme nesse PPS (RODRIGUES et al., 2007). No que
concerne aos bacteri6éfagos, sao virus que apresentam capacidade de infectar bactérias.
Durante o processo de infecgdo, esses virus podem lesar a membrana celular e provocar
a morte bacteriana. Os bacteri6fagos tém sido amplamente utilizados e se destacam pela
sua especificidade de agéo, auséncia de danos a microbiota normal e ao individuo e/ou
paciente (OLIVEIRA et al., 2021).

As estratégias no enfrentamento das infecgdes relacionadas a presenca de biofilme
em dispositivos médicos apresentam grandes desafios terapéuticos, uma vez que elevadas
taxas de resisténcia microbiana a terapia antimicrobiana convencional tém sido relatadas.
Considerando que, atualmente, as estratégias disponiveis ndo séo totalmente eficazes para
o controle do biofilme em PPS, os métodos fisico-quimicos descritos deveriam ser utilizados
de maneira conjunta e/ou complementar para potencializar as atividades antimicrobiana e
antibiofilme. Como exemplo, o uso sinérgico de bacteri6éfagos e antibiéticos no controle
de biofilmes tém demonstrado resultados promissores. Ademais, a bioprospecgédo e a
nanotecnologia aliadas para a criagdo de superficies impregnadas e/ou revestidas com
agentes antimicrobianos e antibiofilmes biolégicos e naturais, trazem novas perspectivas

para o controle de biofilmes e IRAS.

BIOFILME EM PRODUTOS PARA SAUI?E REUTILIZAVEIS E EM SUPERFICIES
DE AMBIENTES DE SERVICOS DE SAUDE

Os PPS reutilizaveis sao rotineiramente submetidos a oportunidades de
contaminagéo e processamento e, dessa forma, a subsequentes fases Umidas (uso no
paciente, limpeza, desinfec¢do ou esterilizacdo) e secas (secagem e armazenamento),
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0 que propicia formacgédo de biofilme de acumulo (build-up) (VICKERY, 2019). Esse tipo
de biofilme apresenta maior compactacado, aderéncia (ZHONG et al., 2009) e taxa de
sobrevivéncia (ALFA; HOWIE, 2009) do que o biofilme tradicional, e tem sido evidenciado
em PPS semicriticos, como endoscépios (PRIMO et al., no prelo), e PPS criticos, a exemplo

instrumental e implante cirirgicos (COSTA et al., 2018) em uso na pratica clinica.

Em relagdo aos endoscopios, estudo realizado na Australia, evidenciou a presenca
de biofilme de acimulo em todos os canais de agua e ar, de menor didmetro, e em
38,5% dos canais de bidpsia de endoscopios utilizados na prética clinica e processados
por método automatizado. Danos estruturais, que favorecem o acumulo de sujidade e
aderéncia de microrganismos, também foram detectados e atribuidos aos mdultiplos usos/
processamentos dos equipamentos (PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004).

Resultados similares foram reportados por Ren-Pei et al. (2014) ao avaliarem canais
de endoscoOpios em uso nos servigos de saude da China. No Brasil, canais novos de 4gua e
ar de gastroscoépios, que foram utilizados na pratica clinica por 30 ou 60 dias e submetidos
ao processamento automatizado ap6s implementacdo de um protocolo revisado de
acordo com recomendacgbes nacionais e internacionais e treinamento dos profissionais
responsaveis pelo processamento, apresentaram biofiimes extensos, além de matéria
organica (proteina) e danos estruturais (PRIMO et al., no prelo). Sabe-se que endoscopios
possuem canais longos e didmetros estreitos, sendo os canais de agua/ar inacessiveis a
friccdo/escovagédo, condigdes que dificultam o processamento, mas facilita a formagéo de
biofilme. Canais de agua/ar desses equipamentos contam apenas com a agéo de agentes
quimicos para o seu processamento, os quais tém agao limitada na estrutura de biofilmes
(PAJKOS; VICKERY; COSSART, 2004; COSTA LUCIANO et al., 2016).

Biofilme de acumulo também foi detectado em Fresas Medulares Flexiveis
Ortopédicas (FMFO). Um PPS critico, reutilizavel, adquirido pelo sistema de consignagéo/
comodato (adquiridas para um procedimento especifico e retiradas do servigo apos uso
pretendido e armazenadas na empresa fornecedora até a proxima solicitacdo), e que foi
retirado para andlise durante sua vida util (COSTA et al., 2018). As fresas sao constituidas
por camadas sobrepostas de ago inoxidavel em formato de fitas, que circundam seu eixo,
criando um lamen flexivel, mas impede a friccao/escovagéo entre suas camadas. Biofilme
também foi evidenciado em implantes ortopédicos de uso Unico (parafusos) consignados
(COSTA et al., 2018), os quais sdo expostos a multiplas oportunidades de contaminacao
e processamentos até serem utilizados no paciente. Estudo experimental-laboratorial,
desenvolvido por Lopes et al., (2019), que avaliou a formacgéo de biofilme de acimulo
em FMFO e medidores de profundidade ortopédicos, ap6s 20 ciclos de contaminagéo
e processamento, incluindo limpeza manual ou manual seguida de automatizada e
esterilizacdo a vapor saturado sob presséo, evidenciou a presenca de biofilme nos PPS
submetidos a limpeza inadequada (apenas enxague) e limpeza manual. Entretanto, a
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persisténcia de biofiime mesmo apoés limpeza automatizada de instrumental cirGrgico foi
reportada em estudo experimental-laboratorial realizado por Evangelista et al., (2020).

Superficies de ambiente de servigos de satude vém sendo amplamente reconhecidas
como reservatorios de agentes infecciosos. Essa premissa fundamentou estudos
realizados por cientistas do Brasil, Australia, Arabia Saudita e Reino Unido, que detectaram
biofilme de superficie seca, aquele formado em ambientes de servicos de saude, em
superficies de hospitais desses quatro paises, sobretudo naquelas rotineiramente tocadas
por trabalhadores desses servigos (HU et al., 2015; LEDWOCH et al., 2018; JOHANI
et al.,, 2018; COSTA et al., 2019). A exemplo dessas superficies, por meio de avaliagéo
de pranchetas utilizadas para o armazenamento de prescricdo e evolugdo de pacientes
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) de um hospital brasileiro identificou-se biofilme,
sujidade, danos estruturais e bactérias multirresistentes, como Staphylococcus epidermidis
resistente a oxacilina (SILVA et al., 2020).

A persisténcia de microrganismos multirresistentes € um dos principais desafios da
formacéo de biofilme em superficies de servigos de salde, visto que a estrutura do biofilme
protege os microrganismos nele contido da acado de agentes de limpeza e desinfecgcéo
(COSTA et al., 2019). Por conseguinte, isso favorece a persisténcia de agentes infecciosos
por longo periodo de tempo em superficies, o que pode aumentar o risco de transmisséo dos
mesmos aos pacientes e/ou trabalhadores desses servigos, sobretudo aquelas superficies
altamente tocadas. Fato este que reforgca a importancia da correta higienizagdo das méos
em todas as oportunidades necessarias e da descontaminagéo periédica das superficies
com germicidas que atendam as normas sanitarias vigentes.

Desta forma, a presenca de biofilme em PPS e, em superficies de servigos de salde
(Figura) é um grande desafio para os profissionais de saude, especialmente para aqueles
que atuam nas comissdes e servicos de prevencdo e controle de infeccdo. Os avancos
nas técnicas cirlrgicas sdo acompanhados da evolucdo dos PPS que se tornam cada vez
mais complexos e de dificil processamento. Evolugdo que ndo tem sido acompanhada de
regulacdo sanitaria, como é o caso dos PPS adquiridos em sistema de consignagéo, que
estendem o risco a diferentes servigos de saude de todo o pais. PPS ndo desmontaveis,
como as FMFO, ndo permitem limpeza e, portanto, ndo poderiam ser aprovadas para o
processamento. Entretanto, enquanto se aguarda estes avangos, cabe aos gestores
dos servigos de salde, profissionais que atuam no controle de infecgdo e na assisténcia
empreender esforgos visando a seguranga do paciente, adotando as medidas preventivas
cabiveis e baseadas nas evidéncias disponiveis para o correto processamento dos PPS
e descontaminagédo das superficies em harmonia com as medidas de controle do risco
ocupacional.
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Figura. Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura de biofilimes extensos na (A)
superficie interna de canais de gastroscopios flexiveis com 60 dias de uso na pratica clinica,
em (B) implante ortopédico (parafuso) de uso Unico e adquirido por meio de sistema de
consignacgéo e em (C) prancheta acrilica utilizada para fixar a prescricao e evolugédo diaria de
pacientes em unidade de terapia intensiva clinica (biofilme de superficie seca).

Adaptado de Primo et al. (no prelo), Pereira (2020) e Silva et al. (2020).
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