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Bacteria of the genus Aeromonas are highly disseminated pathogens in the aquatic
environment, responsible for great economic losses in the pisciculture of several countries.
They are opportunistic microorganisms and their pathogenicity is linked to some virulence
factors, such as biofilm formation. Saline stress is one of the factors that favor the formation of
these colonies and, consequently, the increase of infections. These infections, when associated
with biofilm, are even more resistant to antimicrobials. In this context, polypyrrole stands
out as an antimicrobial alternative because it has several therapeutic attributes and does not
present toxicity to organisms. Thus, the objective of this study was to evaluate the susceptibility
profile and the biofilm formation capacity of Aeromonas spp. associated with different levels of
salinity and polypyrrole. The antibacterial activity of the isolates was determined and motility
assays were performed with bacteria bearing the fla gene. The ability of sodium chloride and
polypyrrole to interfere with biofilm formation has also been demonstrated. The results were
evidenced with scanning electron microscopy. Concentrations of 2 and 3% of NaCl inhibited
bacterial motility. In the biofilm formation, 83% of the bacterial isolates induced production
at the concentration of 0.25%. Polypyrrole caused the death of all the isolates tested at the
concentration of 125ug/mL. In addition, this compound decreased bacterial motility at
concentrations of 0.25 to 3%, and no biofilm was produced. These results show that the different
levels of NaCl influence in the formation of the biofilm favoring the persistence of the infection.
This study also highlighted the potential of polypyrrole as a bactericidal agent, being an effective
alternative to antimicrobial drugs for the treatment of infections caused by Aeromonas spp.

INDEX TERMS: Biofilm, Aeromonas spp., gene fla, motility, pisciculture, aquiculture, polymer, resistance,
bacterioses.

RESUMO.- Bactérias do género Aeromonas sdo patégenos
altamente disseminados no ambiente aquatico, responsaveis
por grandes perdas econdmicas na piscicultura de diversos
paises. Sdo micro-organismos oportunistas e sua patogenicidade
esta ligada a alguns fatores de viruléncia, como a formacdo de
biofilme. O estresse salino é um dos fatores que favorecem a
formacdo dessas coldnias e, consequentemente, 0 aumento
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de infec¢des. Essas infec¢des quando estdo associadas ao
biofilme sdo ainda mais resistentes aos antimicrobianos.
Nesse contexto, o polipirrol destaca-se como uma alternativa
antimicrobiana por possuir varios atributos terapéuticos e
ndo apresentar toxicidade aos organismos. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de susceptibilidade
e a capacidade de formacgio de biofilme dos isolados de
Aeromonas spp. associados aos diferentes niveis de salinidade
e polipirrol. Determinou-se a atividade antibacteriana dos
isolados e ensaios de motilidade foram realizados com
bactérias que carreavam o gene fla. Também verificou-se a
capacidade do cloreto de sddio e polipirrol em interferir na
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formacdo do biofilme. Os resultados foram evidenciados com a
microscopia eletronica de varredura. As concentragoes de 2 e
3% de NaCl inibiram a motilidade bacteriana. Na formacdo do
biofilme, 83% dos isolados bacterianos induziram a producdo
na concentracao de 0,25%. O polipirrol causou a morte de
todos os isolados testados na concentragdo de 125pg/mL.
Além disso, esse composto diminuiu a motilidade bacteriana
nas concentragdes de 0,25 a 3%, sendo que em relagdo a
producdo de biofilme, ndo houve interferéncia. Esses resultados
evidenciam que os diferentes niveis de NaCl influenciam na
formacdo do biofilme favorecendo a persisténcia da infecgio.
Este estudo também realgou a potencialidade do polipirrol
como agente bactericida, sendo uma alternativa eficaz as
drogas antimicrobianas para o tratamento das infecgdes
causadas por Aeromonas spp.

TERMOS DE INDEXAGAO: Biofilme, Aeromonas spp., gene fla, motilidade,
piscicultura, aquicultura, polimero, resisténcia, bacterioses.

INTRODUCAO

A piscicultura vem se tornando significativa para o desempenho
geral da economia brasileira (Kubitza et al. 2012). Em 2016,
a América Latina e o Caribe produziram cerca de 3,7 milhdes
de toneladas de peixe em aquicultura, representando um
aumento de 39,9% para o setor, em comparagdo ao periodo
de 2013 a 2015. Seguindo essa tendéncia de crescimento, o
Brasil deve registrar um crescimento de 104% na produgao
da pesca e aquicultura até o ano de 2025 (FAO 2016).

0 ambiente aquatico é dotado de uma microbiota em
equilibrio, composta por bactérias benéficas para o animal
de cultivo, bem como de bactérias patogénicas obrigatorias
e oportunistas. Entretanto, o aumento da prevaléncia de
enfermidades na piscicultura influencia negativamente no
desenvolvimento econémico, afetando o setor de diversos
paises (Schulze et al. 2006). Um dos principais agentes
causadores dessas perdas sdo as bactérias do género Aeromonas,
que sdo um grupo de patégenos Gram negativos altamente
disseminados pelos ambientes aquicolas (Gram et al. 1999).
Esses micro-organismos podem provocar furunculose em
animais aquaticos imunossuprimidos, podendo resultar
em necrose dos tecidos e septicemia hemorragica (Janda &
Abbott 2010).

A patogenicidade desses micro-organismos esta associada
aos diversos fatores de viruléncia, entre eles, a formacgao
de biofilme, que sdo estruturas de prote¢do formada pelas
bactérias (Tiba etal. 2009). Os biofilmes sdo constituidos por
uma organizacgdo de coldnias vivas que, quando se aderem a
uma superficie, produzem e se envolvem em uma matriz de
polimeros extracelulares (exopolissacarideos), resultando em
um processo irreversivel. Sendo assim, esses micro-organismos
passam de um estado planctonico para séssil (Clutterbuck et al.
2007). Essa patogenicidade também esta relacionada com a
presenca de um flagelo, codificados pelos genes fla (flagelo
polar) e laf (flagelo lateral), que desempenha um importante
papel na adesdo bacteriana de Aeromonas, favorecendo a
formacdo do biofilme (Huang et al. 2015).

No ambiente aquatico, as bactérias do género Aeromonas
estdo constantemente cercadas de uma variedade de
condigdes estressantes, como a hiper-salinidade. Dessa forma,
a capacidade de adaptagdo é crucial para sua sobrevivéncia
(Pianetti et al. 2012). Para se adaptar as mudangas de

osmolaridade no ambiente, esses micro-organimos acumulam
solutos organicos que lhes conferem protecdo contra efeitos
deletérios da baixa atividade da 4gua (Delamare etal. 2003).
Alguns autores relatam que eles podem sobreviver em
concentragdes crescentes de cloreto de s6dio (NaCl) de até
6%, beneficiando o crescimento de colonias com a formacio do
biofilme (Martin-Carnahan & Joseph 2005, Pianetti etal. 2008,
Janda & Abbott 2010). A presenca dos flagelos contribui
mais ainda para essa formacdo (Santos et al. 2011). Sendo
assim, diferentes niveis de salinidade, além de modular a
formacao dos biofilmes, também controlam a motilidade
desses micro-organismos, favorecendo sua sobrevivéncia
(Jahid et al. 2015).

Devido a distribuicdo ubiqua das cepas de Aeromonas em
ambiente aquicola e sua capacidade de desenvolver resisténcia
antimicrobiana Unica ou multipla, esses micro-organismos
sdo considerados patégenos emergentes (Naviner etal. 2011).
Dessa forma, o uso indiscriminado de antimicrobianos
favorece o crescimento de cepas resistentes de uma forma
irreversivel (Pereira et al. 2013). As infec¢des quando estio
associadas com a formacdo de biofilme sdo ainda mais
resistentes aos antibidticos (Ceri et al. 2010), uma vez que
os exopolissacarideos atuam como uma barreira fisica
para esses medicamentos (Clutterbuck et al. 2007). Nesse
contexto, a busca por alternativas viaveis para o combate a
resisténcia bacteriana vem sendo constantemente explorada.
O polipirrol (PPy) é um polimero eletricamente condutor
e biocompativel, que tem sido progressivamente estudado
por possuir diversos atributos terapéuticos. Os polimeros
sdo macromoléculas formadas por unidades repetitivas,
sintetizadas a partir de moléculas simples denominadas
monomeros (Fig.1) (Varesano et al. 2015).

O processo de morte celular depende da adsorgao eficiente
das cadeias de polipirrol na superficie de células (Wang et al.
2004). A adsorcdo da substancia na superficie da parede celular
e saida de componentes intracelulares, causam liberagdo
de ions de potassio, no qual provocam a morte bacteriana
(Varesano et al. 2013). Essa forte interagdo eletrostatica
entre espécies de cargas opostas permite sua aplicagdo como
agente bactericida (Wong et al. 1994). Dessa forma, o uso
desse polimero releva-se como uma alternativa relevante
contra as bactérias resistentes, uma vez que possui atividade
antimicrobiana (Wong et al. 1994, Zhang et al. 2014), tem um
processo de sintese simples e nio provoca efeito adverso sobre
as culturas celulares e os animais (Wang et al. 2004). Além disso,
a substancia tem rapida atuagdo (Silva Junior et al. 2016) e
capacidade de detecgdo e controle do biofilme por medi¢des
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Fig.1. Estrutura quimica do mondémero do polipirrol.
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eletroquimicas (Zheng et al. 2013), o que pode contribuir na
eficacia dos antibidticos convencionais (Zhang et al. 2014).

Portanto, o presente estudo visa avaliar se ha interferéncia
do NaCl e PPy na formacdo do biofilme de Aeromonas spp.,
bem como a susceptibilidade das bactérias a essas substancias.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Os isolados de Aeromonas spp. foram provenientes da
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e Imunologia Animal,
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco. As bactérias foram
obtidas de tilapias do Nilo (Oreochromis niloticus) com alguma
anormalidade clinica aparente de infec¢do bacteriana, oriundas
de tanques e agudes em propriedades do Agreste e do Sertao de
Pernambuco. Utilizou-se um total de 17 amostras que encontravam-se
dispostas na bacterioteca nas quais foram previamente identificadas
por meio de caracteristicas morfoldgicas, tintoriais, bioquimicas e
sequenciamento de parte do gene 16S rRNA.

Obtencdo do PPy. O polipirrol foi disponibilizado pelo Laboratério
de Espectroscopia de Impedancia e Materiais Organicos (LEIMO),
localizado no Campus Juazeiro/BA da Universidade Federal do Vale
do Sdo Francisco (Univasf). Essa substancia foi purificada sob pressdo
reduzida, segundo a metodologia descrita por Kangetal. (2005), no
qual 1,08g de sodium dodecyl sulfate (SDS) foi imerso em 100mL
de agua milli-Q, acrescido com 500uL de pirrol (Sigma Aldrich®).
Essa solugdo foi mantida sob agitacdo intensa durante 45 minutos.
Em seguida, uma solu¢do aquosa (50mL) de persulfato de amdnio
(0,256g) foi adicionada lentamente por gotas e mantida sob agitagdo
intensa por 35 minutos. A solucdo final foi mantida a 4°C por
24 horas. O PPy encontrava-se solubilizado em uma concentragdo
de 2 mg/mL. Para sua utilizacdo neste estudo, foi realizada uma
diluicdo de 1:1 (solugdo estoque de 1 mg/mL) com agua destilada
devidamente esterilizada.
minima (CBM). A andlise da atividade antimicrobiana foi realizada
baseada no protocolo do CLSI (2014), que consiste na distribui¢do
de 200uL de caldo Muller-Hinton (MH Kasvi®, It4lia) em microplacas
de poliestireno de fundo chato com 96 pocos. Posteriormente, uma
aliquota de 200pL do PPy foi distribuida nos primeiros pogos da
microplaca e, apds a homogeneizagdo, a solucdo foi transferida para
o segundo poco, e assim sucessivamente. Uma vez realizadas as
dilui¢des seriadas, foram obtidas as seguintes concentragdes finais:
500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 7.81, 3.9pg/mL.

Para a solugdo salina, as concentragdes foram calculadas a partir
dos valores intermediarios de salinidade da 4gua do mar e do rio,
utilizando as seguintes concentragdes: 0; 0.1, 0.25,0.5,1, 2 e 3%
(Jahid et al. 2015).

Na preparagdo do indculo bacteriano, 5mL de solugdo salina
foram utilizados para obtenc¢ao de uma suspensao bacteriana com
densidade optica de 0,104nm (10° Unidades Formadoras de Colonias
por mL), mensurada em um espectrofotometro ultravioleta-visivel
(UV-vis) Hach, no comprimento de onda de 580nm. Dessa suspensao,
uma aliquota de 100 pL foi transferida para tubos contendo 9,9mL
de caldo MH, que em seguida, 10uL (10* UFC) da solugdo bacteriana
foram inoculados nos pocos da microplaca contendo as substancias
homogeneizadas. Para o controle negativo, foi utilizado caldo MH
e, como controle da viabilidade bacteriana, utilizou-se pogos com
caldo MH e o indculo bacteriano de cada amostra. As microplacas
ficaram incubadas em uma estufa bacterioldgica a 28°C por 24 horas.
Todo ensaio foi realizado em triplicata.

Apdsaincubacgio, uma aliquota de 10 pL foi colocada em uma placa
de 4gar MH com o auxilio de um replicador. A CBM foi determinada
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a partir da leitura visual, considerando a menor concentragiao da
substancia capaz de matar a bactéria. Para a CIM, foram adicionados
20puL de CTT (Cloreto de trifeniltetrazélio). A mudanca de coloragdo
¢é indicativa da viabilidade da bactéria. Para esse ensaio, utilizou-se
um total de 17 amostras que foram previamente identificadas como
Aeromonas spp.

Ensaio de motilidade. O ensaio de motilidade foi realizado
baseado no método descrito por Kuchma etal. (2015), que consistiu
na preparag¢io de um agar composto de 3% de agar, 1% de triptona,
5% de extrato de levedura e 5% de cloreto de s6dio para 100 mL
de agua destilada. Diversas dessas solu¢des foram preparadas
adicionando as dilui¢des de NaCle PPy em 0, 0.1; 0.25,0.5, 1,2 e 3%.
Para o controle positivo da bactéria, as substancias ndo foram
acrescentadas na solugéo.

Em placas de petri, foram distribuidos 20mL de Trypticase Soy
Agar (TSA Himedia® Mumbai, India) e, ap6s sua solidificacdo, 20mL
do agar preparado inicialmente foram cuidadosamente distribuidos
sobrepondo o TSA, formando assim duas camadas de dgar. Com ajuda
de uma alga bacteriolégica, uma colonia de Aeromonas spp. que
carreava o gene fla, foi inoculada em 3mL de Trypticase Soy Broth
(TSB Himedia®) e levada a estufa a 28°C por 24 horas. Dessa
suspensdo, inoculou-se 25pL no centro da placa de petri contendo as
solugdes e levou-se a estufa bacterioldgica a 28°C por 24 horas. Ap6s
o decorrido tempo, foi observado a migracdo das células bacterianas,
avaliando o halo de crescimento na placa. Para esse ensaio, foram
utilizadas apenas as duas amostras de Aeromonas spp. previamente
caracterizadas como carreadoras do gene fla.

Atividade sobre a producio de biofilme

Quantifica¢do. Para quantificacdo do biofilme, a metodologia
adotada foi descrita por Christensen etal. (1985). Foram selecionados
todos os isolados bacterianos (n=17) previamente identificados
como Aeromonas spp.

Em tubos de ensaio contendo 3mL de TSB, colocou-se o in6culo
bacteriano e, em seguida, levados a estufa bacteriolégica a 28°C
por 24 horas. De cada amostra, retirou-se 5uL, adicionando-os aos
pocos das microplacas estéreis, ja contendo 195uL de TSB, sendo
novamente incubados a 28°C por 24 horas. Apds o decorrido tempo,
o contetdo da microplaca foi descartado e realizou-se trés lavagens
com 200 pL de agua destilada esterilizada.

Apés as lavagens, os pogos foram corados com 100uL de violeta
de genciana 0,25% por trés minutos em temperatura ambiente e
lavados novamente trés vezes com 200pL de agua destilada. Por fim,
utilizou-se 200uL de dlcool-acetona (8:2) para diluicdo dos cristais.
Em um leitor de microplacas Expert Plus-UV Asys, a absorbancia foi
mensurada em 620nm, com o intuito de determinar a produgdo de
biofilme bacteriano de acordo com os valores de densidade éptica
obtidos na leitura (Quadro 1).

Interferéncia na formagéo do biofilme. Para avaliar a capacidade
de interferéncia do NaCl e PPy sobre o biofilme de Aeromonas

Quadro 1. Classificagao dos isolados de Aeromonas spp.
quanto a producio de biofilme

Classificagao Critério
Negativo DO, <DO,
Fraco DO, <D0, <2xDO
Moderado 2xDO, <D0, <4xDO,
Forte DO, >4x DO,

DO, = Densidade 6ptica da amostra teste, DO, = Densidade 6ptica do
controle negativo.
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spp., foi adaptada a metodologia de Nostro et al. (2007). Dentre os
isolados quantificados, apenas os positivos para formacao de biofilme
foram utilizados nessa metodologia. Cada amostra bacteriana foi
cultivada em tubos contendo 3mL de TSB e incubada em estufa a
28°C. Apos 24 horas, 100uL dessa suspensdo foram distribuidos
nos pog¢os das microplacas ja contendo 100pL da substancia a ser
testada (PPy ou NaCl). As concentragdes utilizadas foram equivalentes
a metade do valor de CBM observado na micro dilui¢do em placa.
Todo ensaio foi realizado em triplicata. A microplaca foi incubada a
28°C por 24 horas. Apos esse periodo, o contetido das microplacas
foi descartado em recipiente adequado para retirar as bactérias
planctonicas. Foram realizadas trés lavagens com 200pL de dgua
destilada auto clavada. Posteriormente, foram adicionados 100uL
de violeta de genciana 0,25% por trés minutos em temperatura
ambiente e lavados novamente trés vezes com 200 pL de agua
destilada. Entdo, foram adicionados 200uL de alcool-acetona (8:2)
pararealizar a leitura da densidade 6ptica no leitor de microplacas
Expert Plus-UV Asys, mensurada em 620 nm.

Microscopia eletronica de varredura (MEV). Para a caracterizagio
morfolégica das bactérias e do biofilme na presenca das solugdes de
PPy e NaCl dos isolados selecionados de Aeromonoas spp., realizou-se
a microscopia eletrénica de varredura, seguindo o protocolo de
Freitas etal. (2010). Para as solug¢des de NaCl foi realizada o ensaio
nas concentragdes de 0,25%. Para o PPy, testou-se o valor da CBM
e 0,5 CBM da substancia.

Realizou-se a inoculacdo da bactéria em tubos contendo 3mL
de TSB e foram levados a estufa bacteriolégica a 28°C por 24 horas.
Decorrido este tempo, foi feito o protocolo para interferéncia da
formacdo do biofilme, descrito anteriormente. Ao final do processo,
acrescentou-se uma pequena placa de ago inoxidavel, a qual serve
como suporte para fixacdo da bactéria. Apds 24 horas, as placas de
inox foram imersas em glutaraldeido a 1% por duas horas e meia
e, posteriormente colocadas em solugdo crescente de etanol (50%;
70%; 80%; 95% e 100%) a cada 20 minutos. Ao final, as placas
foram colocadas em acetonaa 100% por 5 minutos e a temperatura
ambiente para secagem. Para andlise no microscépio, o suporte de
inox foi colocado em grades circulantes (stabs) (3,2mm de didmetro)
e recobertas por uma fina camada de ouro (suporte mecanico).
Na sequéncia, as amostras foram inseridas no MEV Tecnai G?, modelo
VEGA 3 - TESCAN, obtendo imagens de 5 e 10 kV.

Andlise estatistica. Os valores obtidos para o ensaio de motilidade
e interferéncia na formacao do biofilme, foram submetidos ao teste
One-Way ANOVA (no parametric) com o p6s-teste de Tukey. O programa
utilizado foi GraphPad Prism versao 5.0 para Windows. As medidas
foram ditas com diferenca estatistica, utilizando o intervalo de
confiangca de 95%, com valor de p <0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cloreto de sédio

CIM e CBM. Nenhuma das bactérias apresentou sensibilidade
ao NaCl, o que era de se esperar, uma vez que os autores
Pianetti etal. (2008) indicaram que Aeromonas hydrophila possui
alta tolerancia ao sal (em niveis de até 6%). Em concordancia,
Martin-Carnahan & Joseph (2005) relataram que as Aeromonas
sdo um dos principais patégenos encontrados na dgua e podem
sobreviver em concentragdes crescentes de cloreto de s6dio.
De acordo com Delamare et al. (2003), a tolerdncia ao sal
associa-se ao aumento da concentragdo intracelular de solutos
que podem ser sintetizados por essas bactérias mantendo o
turgor celular. Portanto, os maiores niveis utilizados nesse
estudo (3%) nao provocaram a morte bacteriana em nenhum

dos isolados testados, evidenciando assim a sua tolerancia
ao NaCL

Ensaio de motilidade. No presente estudo, a motilidade
bacteriana foi observada em todas as placas controle, sem a
adi¢do das substancias, com um halo de crescimento médio de
3,6 cm (Fig.2A). De acordo com os autores Kirov etal. (2002)
e Wu et al. (2015), o flagelo polar é codificado pelo gene fla
e permite motilidade a esses micro-organismos. O halo de
crescimento foi observado em todas as placas controle, o que
evidencia que as bactérias testadas possuem um alto indice
de viruléncia, uma vez que a motilidade esta diretamente
relacionada com a patogenicidade da infec¢do. Essa motilidade
é importante, ndo sé pela multiplicacdo bacteriana, mas
para a ligacao delas as superficies bidticas ou abiéticas
(Santos etal. 2011). Portanto, o flagelo polar desempenha um
papel importante na viruléncia de organismos patogénicos,
entre eles, as bactérias do género Aeromonas.

As concentracdes de 0,1% e 0,5% de NaCl apresentaram
em média 3,3 cm do halo de motilidade bacteriano, enquanto
as concentracoes de 0,25% e 1% apresentaram uma média
de 3,7 cm e 2,9 cm, respectivamente. Para as concentragdes

NaCl 0,1%

—

NaCl 1%

Halo de motilidade (cm)

Concentragao NaCl (%)

Fig.2. Ensaio de motilidade das bactérias Aeromonas spp. que
carream o gene fla, na presenca de diferentes concentragdes
de NaCl: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 e 3%, respectivamente. (A) Analise
fenotipica do halo de motilidade dos isolados de Aeromonas
spp., evidenciando a migracdo dessas bactérias a partir do local
inoculado. (B) Halo de motilidade (cm) da média dos isolados de
Aeromonas spp. em funcdo das diferentes concentragdes de NaCl,
quando comparados ao controle (sem a substancia). Os dados
sdo apresentados com média + desvio padrao e as diferencas
entre os grupos foram comparadas usando One-way ANOVA com
pos-teste Tukey. ***Nivel de significancia p<0,001.
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maiores (2 e 3%), ndo houve formacgdo do halo de motilidade
no local inoculado, apresentando uma diferenca significativa
(p <0,05) em relacdo ao controle (Fig.2B).

Portanto, é evidente que o estresse osmotico atua
na fisiologia bacteriana, induzindo a diminui¢do da sua
motilidade e, consequentemente, a sua patogenicidade.
Segundo Lowry et al. (2014), o processo conhecido como
quimiotaxia é caracterizado pela capacidade que as bactérias
tém de mover-se em busca de nutrientes ou ambientes mais
favoraveis para sua sobrevivéncia. Isso proporciona uma
grande vantagem evolutiva para as bactérias, uma vez que
possibilita a essas se adaptarem a uma variedade de ambientes,
permitindo que respondam as condi¢cdes favoraveis ou
desfavoraveis. Conforme Pianetti et al. (2012), a exposicao
prolongada de A. hydrophila a condi¢des ambientais subdtimas,
geralmente associadas a temperatura e concentragdo de sal,
diminuem a capacidade de aderéncia, especialmente quando
concentracoes acima de 3% de NaCl sdo atingidas. Sendo assim,
apresenca do gene fla ndo € o Gnico fator determinante para a
motilidade e sim a dependéncia de condi¢des favoraveis para
a expressdo do mesmo. A inibi¢do evidenciada neste ensaio,
deve-se provavelmente ao estresse osmético que pode ter
influenciado na fisiologia bacteriana e, consequentemente,
nos seus fatores de viruléncia, reduzindo assim, a motilidade.
No estudo realizado por Jahid et al. (2015) com A. hydrophila,
foi observada motilidade nas concentragdes de 0,1% a 0,25%,
sendo que nas concentragdes de 0,5 a 3% o crescimento foi
diminuindo. Em concordancia, Marcel et al. (2002) relatam
que o isolamento de Aeromonas spp. é mais elevada com
baixa salinidade e menor durante os periodos secos, quando
a salinidade estd maior do que 1%.

Atividade sobre a producao de biofilme

Quantificacao. Nao foi possivel caracterizar nenhuma
cepa como forte ou moderada produtora de biofilme.
Apenas 35% dos isolados (n=6) foram classificados como
fracos formadores de biofilme, os quais foram submetidos
aos ensaios de interferéncia, por representarem os isolados
passiveis de avaliacdo mais precisa. Os autores Lietal. (2011)
relataram que o género Aeromonas tem a capacidade de
forte aderéncia quanto a sua quantificacdo em 24h. Porém,
isso ndo foi observado nesse presente estudo, uma vez que
nenhum dos isolados apresentou-se como forte produtor
de biofilme. Isso pode ser explicado pelo estudo feito por
Jacques etal. (2010) que evidencia que a formacgao de biofilme
frente as diferentes condi¢cdes ambientais, pode influenciar
em varias fungdes bioldgicas. Dessa forma, como as bactérias
ndo sofreram nenhum tipo de ameaca a sua viabilidade, assim
como nao encontraram nenhuma condic¢io favoravel para sua
multiplicacdo, ndo tiveram a necessidade de formar biofilme.
Jano estudo realizado por Santos etal. (2011), 18% das cepas
de A. caviae foram classificadas como formadoras de biofilme
fracas a moderadas. Segundo esses autores, estruturas como
flagelo e pili, também desempenham um papel significativo
na formacao de biofilme por varias espécies bacterianas.

Interferéncia na formacao do biofilme. No ensaio realizado
com NaCl, algumas diluicoes foram capazes de aumentar a
producdo de biofilme nos isolados testados. Nas dilui¢des de
0,1% a 0,5%, a salinidade intensificou a formacao de biofilme,
alterando as bactérias que eram fracas formadoras de biofilme
paramoderadas (Quadro 2). Entre esses, 83% apresentaram
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aumento na producdo de biofilme quando submetidos ao
cultivo em meio contendo 0,25% de NaCl, apresentando uma
diferenca significativa (p<0,01) na andlise estatistica (Fig.3).
Isso foi evidenciado com a microscopia eletronica de varredura,
onde observou-se que na concentrac¢do de 0,25% houve um
maior agrupamento bacteriano, demonstrando o aumento da
formacdo do biofilme (Fig.4). ]Ja as concentragdes de 1 a 3%
ndo interferiram na formacdo do biofilme, permanecendo os
isolados testados como fracos produtores de biofilme.

0 isolado utilizado foi previamente classificado como
fraco formador de biofilme (amostra controle) e, quando em
contato com NaCl, alterou-se para moderado. Esse resultado
corrobora com o estudo realizado por Jahid et al. (2015),
onde a salinidade de 0,25% estimulou o crescimento do
biofilme de A. hydrophila. O cloreto de sédio em diferentes
concentragdes favorece a formacdo de coldnias bacterianas,
aumentando assim a produgio de biofilme. Isso tem sido
relatado em alguns patégenos como Lysteria monocytogenes,
Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus

Quadro 2. Estado de formacao de biofilme em isolados
de Aeromonas spp. apés o tratamento com diferentes
concentracoes de NaCl (%)

Concentragoes de NaCl
01% 025% 0,5% 1% 2% 3%

Isolados Quantificagdo

Al FRA MOD MOD MOD FRA FRA FRA
A2 FRA MOD MOD MOD FRA FRA FRA
A3 FRA MOD MOD MOD FRA FRA FRA
A4 FRA MOD MOD MOD FRA FRA FRA
A5 FRA FRA° MOD FRA FRA FRA FRA
A6 FRA FRA° FRA FRA FRA FRA FRA

FRA = Fraco, MOD = Moderado.
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Fig.3. Interferéncia na formagao do biofilme de Aeromonas spp.
nas diferentes concentragdes de NaCl: 0,1; 0,25; 0,5; 1; 2 e 3%,
quando comparados ao controle. Os dados sdo apresentados
com média + desvio padrdo e as diferencas entre os grupos
foram comparadas usando One-way ANOVA com pds-teste Tukey.
**Nivel de significancia p<0,01.
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Fig.4. Microscopia eletronica de varredura de Aeromonas spp. (A) sem nenhuma intervencao e (B) com adi¢do de NaCla 0,25%. (A) Amostra
controle (Aeromonas spp.) previamente caracterizada com fraca formacao de biofilme, evidenciando as colonias bacterianas em estado
de fraca produgdo. (B) As mesmas bactérias ap6s o contato de NaCl a 0,25%, previamente caracterizadas com moderada produgdo de
biofilme, realgando um maior agrupamento das células quando comparadas a amostra controle.

aureus (Lim etal. 2004, Jubelin etal. 2005, Jensen et al. 2007,
Xu et al. 2010.). Os autores Birrer et al. (2012) relataram
que a diminui¢do da salinidade aumenta a sobrevivéncia e
viruléncia de Vibrio spp. De acordo com Jahid etal. (2015), as
bactérias tentam se adaptar as mudancas de osmolaridade e,
além de induzirem a producio do biofilme, acumulam solutos
organicos para equilibrar a baixa atividade da 4gua e tolerar
o0 estresse osmotico. Dessa forma, infec¢des bacterianas
em niveis de 0,1% a 0,5% de salinidade, tendem a ser mais
resistentes, uma vez que favorecem a formacdo do biofilme.

Os maiores niveis de salinidade ndo demonstraram nenhuma
interferéncia na formacao de biofilme, uma vez que as bactérias
perdem sua capacidade de aderéncia a medida que maiores
concentragdes de NaCl sdo obtidas. Os autores Jahid etal. (2015)
relataram que na concentragdo de 3% de NaCl, a formacao de
biofilme foi reprimida. Casabianca et al. (2015), ao submeter
diferentes isolados de A. hydrophila a cultivo apenas em agua
marinha (concentragao de sal de 3%) por 10 dias, verificou
reducdo na produgdo de biofilme e aderéncia. Para se esquivar
do estresse osmotico, as bactérias usufruem de sistemas de
osmorregulacdo e buscam alternativas que contribuam para
sua sobrevivéncia. Porém, além da salinidade, outros fatores
devem ser levados em conta, como as condi¢des ambientais,
como temperatura, pH e disposi¢do de nutrientes.

Polipirrol

CIM e CBM. A determinac¢do da sensibilidade in vitro
das amostras de Aeromonas spp. testadas com o polipirrol
foi observada a partir da CIM e CBM. Entre as bactérias
testadas para o ensaio de atividade antibacteriana, todas

apresentaram sensibilidade a essa substdncia. Segundo
Wong et al. (1994), cargas positivas sao formadas ao longo da
cadeia de PPy ocasionando uma forte interagio eletrostatica
entre espécies de cargas opostas, inibindo o crescimento
bacteriano. Esse composto interage com a célula bacteriana
promovendo a fuga de componentes intracelulares (Silva
Junior et al. 2016). Sendo assim, essa potencialidade da
substancia foi demonstrada em todas as cepas bacterianas
utilizadas neste estudo, provocando a inibicdo do crescimento
bacteriano. A CIM e a CBM da substancia nesses isolados foi
de 125pg/mL. De acordo com Silva Junior et al. (2016), o
uso de polipirrol altamente soltivel como agente bactericida
é eficaz tanto para as bactérias Gram positivas, como
Staphylococcus aureus, quanto para as Gram negativas
(Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae). Da mesma forma,
um estudo realizado por Varesano et al. (2013) constatou
propriedades antibacterianas do PPy em E. coli. Portanto,
mesmo as bactérias mais patogénicas sdo sensiveis a essa
alternativa antimicrobiana.

Os autores Patil et al. (2016) encontraram uma forte
correlagdo entre a aquicultura, diversidade de espécies de
Aeromonas e resisténcia aos antibidticos. A presenca de
antibiéticos no ambiente aquatico favorece a agregacio
celular, levando a produgdo de biofilme e a troca de fatores
de resisténcia entre micro-organismos aquaticos, entre eles,
A. hydrophila (Corno et al. 2014). Isso refor¢a a importancia
de estudos alternativos para o controle dessas bactérias
consideradas altamente resistentes, principalmente em
ambientes aquaticos. Com a disseminagio subita desses
micro-organismos através da dgua e consequentemente, a
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dispersao da resisténcia, outras alternativas tém sido buscadas
para limitar essa patogenicidade.

Para evidenciar tais resultados, realizou-se a microscopia
eletronica de varredura, onde observou-se que o PPy ndo
alterou a morfologia bacteriana quando colocado no valor
de 0,5 CBM. Entretanto, a substancia foi capaz de diminuir a
quantidade de bactéria e foi, de fato, eficaz na morte dessas,
na concentragdo de 125pug/mL (Fig.5).

Dessa forma, o uso do PPy pode contribuir na eficacia
dos antibiéticos convencionais uma vez que, mesmo diluido
na concentragao de 125pug/mlL, pode atuar como um agente
antibacteriano. Além disso, é uma substancia que possui
diversas vantagens, por ndo apresentar nenhum tipo de
toxicidade sobre os organismos dos animais (Wang etal. 2004),
sendo considerado um potente polimero biocompativel
(Chougule etal. 2011). Assim, uma possibilidade de uso dessa
substancia seria em tanques de criatérios de peixes ou nas
préprias ra¢des, uma vez que o PPy ndo apresenta um efeito
citotdxico para os animais.

Ensaio de motilidade

No ensaio realizado com o PPy, as concentracdes mais
baixas (0,25 a 1%), apresentaram crescimento bacteriano.
Porém, o halo de migragdo nas placas contendo a substancia, foi
bem menor quando comparado as placas contendo a amostra
controle. As concentracdes de 0,1% a 1% apresentaram
em média um halo de motilidade de 3,1, 2,4, 1,5 e 1,3 cm,
respectivamente (Fig.6A). Quando comparados a amostra
controle, houve uma diminuicao significativa desse halo quando
submetidos ao cultivo em meio contendo polipirrol. Apenas
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na concentragdo de 0,1% de PPy, ndo verificou-se diferenca
estatistica (p>0,05). Enquanto, nas concentragcdes mais altas
(2 e 3%) ndo houve crescimento dos isolados (Fig.6B).

Nas concentragdes de 2 a 3% niao observou-se motilidade,
provavelmente porque essa substancia pode atuar como um
agente bactericida (Wong et al. 1994), impedindo assim, o
crescimento da bactéria e consequentemente, a nio visualizacdo
da mesma. Entretanto, de acordo com Merino et al. (2006),
varios genes estdo envolvidos na sintese e expressao de
flagelos e motilidade em Aeromonas, podendo ocasionar a
presenca de um flagelo inviavel. Dessa forma, o ensaio pode
ndo ser fenotipicamente expresso. Outros aspectos que
devem ser considerados sdo as condi¢des nas quais o ensaio
foi realizado. Segundo Tremblay & Deziel (2008), a migra¢do
bacteriana pode ter intervencdo de alguns parametros como
a temperatura de incubacdo, quantidade de agar em cada
amostra, pH e tempo de secagem sob o fluxo laminar.

Interferéncia na formagao do biofilme. O polipirrol ndo
interferiu na formacdo do biofilme bacteriano. Apesar de ser
um potente agente antibacteriano, ele nao foi capaz de inibir
ou diminuir a formagao do biofilme. Segundo Silva Junior etal.
(2016), o comportamento antibacteriano do polipirrol depende
de uma diversidade de parametros estruturais, tais como a
area de superficie, nivel de agregacao das particulas e aditivos
utilizados. Segundo Tomas (2012), as condi¢des ambientais
sdo fatores cruciais para as bactérias se locomoverem de
forma livre ou permanecer aderidas formando colonias.
Em A. hydrophila o desenvolvimento de enfermidades resulta
de uma associacao de fatores de viruléncia que contribui de
forma acumulativa (Rasmussen-Ivey et al. 2016). Ja os autores

B
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Fig.5. Microscopia eletronica de varredura de Aeromonas spp. nos valores de (A) 0,5 CBM e (B) CBM do polipirrol. (A) Bastonetes Gram
negativos caracteristicos de Aeromonas spp. evidenciando que o PPy em 0,5 CBM (62,5ug/mL) néo alterou a morfologia da bactéria.
(B) Consideravel diminui¢do dessas bactérias, realgando a eficacia da substancia contra esse micro-organismo (seta) na concentragio

de 125pg/mL.

Pesq. Vet. Bras. 38(8):1528-1536, agosto 2018



Influéncia do polipirrol e dos niveis de salinidade na formacao de biofilme em Aeromonas spp. 1535

Controle

£

A

@

T

(]

=

3

E 2- KKK

% -

o 14

©

T P xxK
0 T T T T T

AR Y T L o Se

GO N BT BE KT Y
& R

Concentragdo PPy (%)

Fig.6. Ensaio de motilidade das bactérias Aeromonas spp. que carream
o gene fla, na presenca de diferentes concentragdes de PPy: 0,1;
0,25; 0,5; 1; 2 e 3%, respectivamente. (A) Analise fenotipica do
halo de motilidade dos isolados de Aeromonas spp., evidenciando
amigracdo dessas bactérias a partir do local inoculado. (B) Halo
de motilidade (cm) da média dos isolados de Aeromonas spp. em
fungdo das diferentes concentragdes de PPy quando comparados
ao controle (sem a substancia). Os dados sdo apresentados com
média + desvio padrio e as diferencas entre os grupos foram
comparadas usando One-way ANOVA com poés-teste Tukey. Nivel
de significancia: **p<0,01; ***p<0,001.

Zheng et al. (2013) relataram o uso de PPy como um sensor
in situ para detec¢do e controle do biofilme. Porém, essa
deteccdo depende de diversos processos, como a acumulagao
das bactérias durante o crescimento, disponibilidade de
nutriente, temperatura, entre outros.

CONCLUSOES

As concentragdes de 2 e 3% de NaCl foram capazes de inibir
amotilidade das bactérias que carreavam o gene fla. Além disso,
os niveis de salinidade interferiram na formagao do biofilme
bacteriano, na qual a concentracdo de 0,25% evidenciou uma
maior formacgio de biofilme dos isolados de Aeromonas spp.
Dessa forma, animais que vivem em agua salobra tendem a
ter mais infec¢des causadas por essas bactérias.

0 uso de polipirrol como agente bactericida introduz
vantagens como alternativa para melhorar a eficacia da
antibioticoterapia na aquicultura, uma vez que, mesmo
diluido, foi capaz de provocar a morte bacteriana em uma
concentracgdo de 125pug/mL.

A substancia reduziu a motilidade de Aeromonas nas
concentragdes de 0,25 a 3%, diminuindo assim, a patogenicidade
bacteriana. Dessa forma, seu uso tem o potencial de reduzir o
impacto das infec¢des ocasionadas por esse micro-organismo
e consequentemente, a perda econémica na piscicultura.
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