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Resumo

Objetivo: Esse trabalho objetiva identificar e caracterizar o desenvolvimento da bactéria Pseudomonas aeruginosa forte produtora de biofilme nos
seguintes materiais ortopédicos: hastes de titanio e de cromo-cobalto. Método: A quantidade de biofilme formada nas amostras foi avaliada com base na
quantidade de Pseudomonas aeruginosa, compondo o biofilme das amostras. Resultado: A formacao de biofilme nas ligas de titanio foi significativamente
maior do que o observado nas ligas cromo-cobalto, tanto no periodo de 17 horas quanto em uma semana. O cromo-cobalto possibilitou a formacéao de
maior numero de biofilme em uma semana, enquanto o titanio viabilizou maior geracéo de biofilme no periodo de 17 horas. Além disso, observou-se
que um periodo de maior permanéncia do biomaterial em contato com a bactéria ndo pode ser considerado como um fator de prote¢ao no processo de
formacao de biofilme. Desse modo, evidenciamos a necessidade de investimento em pesquisas relacionadas a prevaléncia e desenvolvimento de biofilme
em ligas metdlicas largamente utilizadas nos implantes cirdrgicos. Concluséo: O tempo influenciou apenas na formacao de bactéria no cromo-cobalto,
sendo quanto maior tempo de contato com a bactéria, maior quantidade de biofilme. Entre as ligas metélicas titanio e cromo-cobalto, o cromo-cobalto
produziu menor quantidade de biofilme.
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Abstract

Objective: This work aims to identify and characterize the development of the bacterium Pseudomonas aeruginosa forte that produces biofilm in the
following orthopedic materials: titanium and chromium-cobalt rods. Method: The amount of biofilm formed in the samples was evaluated based on
the amount of Pseudomonas aeruginosa composing the biofilm of the samples. Result: The biofilm formation in titanium alloys was significantly higher
than that observed in chromium-cobalt alloys both in 17 hours and in a week. Chromium-cobalt enabled the formation of a greater number of biofilms
in one week, while titanium enabled greater generation of biofilms in 17 hours. In addition, it was observed that a period of greater permanence of the
biomaterial in contact with the bacteria cannot be considered as a protective factor in the biofilm formation process. Thus, we highlight the need for
investment in research related to the prevalence and development of biofilm in metal alloys widely used in surgical implants. Conclusion: Time influenced
only the formation of bacteria in chromium-cobalt, the longer the contact with the bacteria, the greater the amount of biofilm. Among the titanium and
chromium-cobalt metal alloys, chromium-cobalt produced less biofilm.
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INTRODUCAO

As doencas do sistema osteomuscular foram a causa
de morbidade de mais de 200.000 pessoas em territério
brasileiro no ano de 2017, sendo que em muitas dessas
doencas ha demanda de cirurgia.’? Os biomateriais ortopé-
dicos utilizados no tratamento dessas patologias podem ser
introduzidos no corpo humano substituindo ou reparando
diferentes tecidos e até orientando a reparacdo 6ssea,
quando necessario.*?

A infeccdo causada por bactérias é uma das principais
limitagdes para a permanéncia dos biomateriais ortopédicos,
como hastes no organismo.** Préteses utilizadas para corre-
¢do em cirurgia de coluna vertebral estdo relacionadas com
uma taxa de infeccao de 2% a 20%.? A adeséao bacteriana
aos biomateriais é um processo de alta complexidade que
demanda preocupacéao, dada a sua influéncia sobre a mor-
bidade e mortalidade dos pacientes.® A adesao a superficies
inertes pelas bactérias € um mecanismo de sobrevivéncia,
contudo também é um importante fator de viruléncia.” O
risco de infeccao também pode variar de acordo com o tipo
de proétese, devido a uma maior suscetibilidade ao desenvol-
vimento de biofilme em cada um dos tipos.?

De maneira geral, os implantes ortopédicos de coluna
vertebral sao compostos de polimeros ou de ligas metalicas,
sendo que neste Ultimo é necessaria maior concentracao
bacteriana para o desenvolvimento de infec¢oes.® Entre os
metais, as ligas de titanio sdo menos propensas as infeccoes
quando comparadas as de cromo-cobalto, por apresentar
resisténcia a corrosao e ser mais inerte quando implantado
em tecidos humanos.®'® Em estudos comparando a diferenca
de propenséo a formacdo de biofilme em ligas de cromo-
-cobalto e titanio, notou-se que os primeiros apresentaram
maior tendéncia a essa formacdo."” Dentre as iniUmeras
bactérias envolvidas nos estudos de biofilme, destacam-se
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.'? Estu-
dos realizados comparando a liga de titanio em relagao ao
cromo-cobalto mostraram que a liga de titanio apresenta
menor nivel de aderéncia bacteriana."® A espécie P. aeru-
ginosa é um bacilo Gram-negativo aerébico pertencente a
familia bacteriana Pseudomonadaceae, com metabolismo
oxidativo e temperatura 6tima de crescimento entre 37°Ce
42°C. Suas infeccoes predominam em pacientes criticos e 13
imunocomprometidos.®' Estudos em varios paises mostram
a presenca de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes a
antimicrobianos causando infec¢des hospitalares.">'? Desse

modo, esse estudo objetiva identificar o desenvolvimento
da bactéria Pseudomonas aeruginosa, forte produtora de
biofilmes nos biomateriais titanio e cromo-cobalto.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no laboratério de Microbiologia
da Escola Superior de Ciéncias da Santa Casa de Misericordia
de Vitéria (EMESCAM) e o biofilme formado no meio de cul-
tura das amostras de hastes de titanio e de cromo-cobalto
foi avaliado de acordo com a quantidade de Pseudomonas
aeruginosa desenvolvida nas amostras. O estudo se iniciou
com o repique da bactéria Pseudomonas aeruginosa, forte
produtora de biofilme, centrifugacdo da cultura restante a
3500 rpm por 10 minutos e lavagem da biomassa com tampao
de fosfato (PBS - bactérias solubilizadoras de fosfato) pH 7,2.
A biomassa foi, entdo, suspensa em 3mL de PBS e a turvacao
da suspensao foi monitorada por densidade 6ptica (DO) em
espectrofotdmetro para avaliar a absorbancia de cada uma
das amostras. A amostra com maior absorbancia (0,313),
ou seja, com maior concentracao de bactérias, foi utilizada
para a pesquisa.’ Fez-se, entao, a preparacao dos inéculos
de bactéria, que foram transferidos individualmente para
tubos Falcon de 15mL esterilizados, contendo 5mL de caldo
Mueller-Hinton. Os corpos de prova de cada biomaterial foram
esterilizados e introduzidos nestes tubos, permanecendo
incubados a 37°C, sob agitacao, em estufa por 17 horas e por
168 horas (uma semana), a fim de viabilizar a formacao de
biofilme nos materiais."” Ap6s estes periodos de incubacao,
as hastes foram retiradas dos tubos e lavadas separadamente
com salina fisioldgica estéril. Os biofilmes formados nesses
materiais foram fixados com etanol, secos em ar ambiente
e corados com cristal violeta por 5 minutos. O excesso de
corante ndo ligado ao biofilme foi removido lavando-se as
amostras com agua destilada.™

Apds essa etapa, os corpos de prova foram secos ao ar,
colocados em contato com salina tamponada com fosfato pH
7,2, em seguida foram submetidos ao vértex por 3 minutos.
Apds esse processo, foi feita sonicacdo por 5 minutos a 120
W para separar o biofilme formado do biomaterial."” Apos
a sonicacado, as amostras foram novamente vorticadas por
3 minutos. As suspensdes restantes tiveram seus valores
de absorbancia medidos a 570 nm por espectofotdometro
Espectronic 20 - Baush Lomb para determinar a quantidade
de biofilme formado em cada biomaterial." Esse ensaio!' foi
realizado em triplicata, utilizando-se trés amostras de cada
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material para a avaliagdo por 17 horas e trés amostras de cada
material para a avaliacdo por 168 horas, isto €, uma semana.

Foi utilizada a estatistica descritiva para apresentagao dos
resultados da avaliacao da formacéo de biofilme bacteriano
em diferentes ligas metdlicas (titanio e cromocobalto). A
normalidade dos dados obtidos foi testada a partir do teste
Shapiro-Wilk, a fim de verificar como se apresentava tal distri-
buicao. Para a comparacédo entre os grupos com distribuicdo
normal foi utilizado o teste paramétrico ANOVA, seguido do
teste de Tukey. Os dados com distribuicdo ndo normal foram
comparados com a utilizacdo do teste Kruskal-Wallis, sequido
do teste de Dunn. Para todas as analises foi considerado o
nivel de significancia de 5%. As andlises estatisticas foram
realizadas com o auxilio do programa graphpadPrism 6.01.

RESULTADOS

Dentre os biomateriais testados no presente estudo,
observou-se que a formacao de biofilme nas ligas de titanio
foi significativamente maior (p<0,05) do que o observado
nas ligas de cromo-cobalto tanto em 17 horas quanto em 1
semana (Figura 1).

Além disso, foi observado que o crescimento bacteriano
em cromo-cobalto obteve diferenca significativa quando
comparado os tempos 17 horas e 1 semana de incubagao
(p=0,0346). Para os resultados do crescimento bacteriano no
biomaterial titanio, ndo foi observada diferenca significativa
(p=0,95) (Figura 2).
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Comparagao temporal (17h e 1 semana) do crescimento bacteriano nos
biomateriais cromo-cobalto e titanio.

DISCUSSAO

Dados na literatura ndo apontam um consenso sobre
como as caracteristicas fisicas de um biomaterial influenciam
aformacéo precoce do biofilme. E possivel que caracteristicas
fisico-quimicas adicionais, como ions metalicos liberados
e estrutura quimica, possam ter alguma influéncia que
iniba ou retarde o desenvolvimento do biofilme."® Outros
estudos advogam que a composicao quimica e a superficie
sdo caracteristicas dos biomateriais que mais influenciam
na sua capacidade de interagir com microrganismos,>2%
de forma que a formacao inicial de biofilme é um processo
multifatorial que dificilmente pode ser explicado por uma
Unica caracteristica de superficie."® Poucos estudos com-
param a formacdo de biofilme bacteriano entre titanio e
cromo-cobalto e, quando comparados, apresentam resul-
tados contraditérios. Ha indicios de que as ligas de titanio
sdo menos propensas as infeccdes quando comparadas as
de aco e de cromo-cobalto,*?* o que ocorre devido a uma
melhor biointegracao do titanio, mais inerte quando implan-
tada em tecidos humanos.?? Os implantes de liga de titanio
permitem que células hospedeiras se desenvolvam em um
revestimento de tecido fibroso, dificultando a aderéncia
bacteriana na superficie do implante.?® Além disso, o titanio
pode manter as bactérias dispersas na superficie do implante,
tornando-as mais suscetiveis aos antibioticos.?® As ligas de
cromo-cobalto, por apresentarem reduzida integragao com
células do hospedeiro, dispdem de mais energia livre em sua
superficie, o que permite mais colonizagao bacteriana.”??
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Estudos também concluiram que implantes de cromo-
-cobalto tiveram maior propenséo para formacao de biofilme
em comparacdao com implantes de liga de titanio em 48 e
96 horas de incubacdo.“?” Contudo, observaram que apés 6
horas a liga de cromo-cobalto-molibdénio (Cr-Co-Mo) formou
menos biofilme que a liga de titanio, de modo que proprieda-
des da superficie, como a hidrofobicidade ou a baixa energia
livre superficial do Co-Cr-Mo, podem ter alguma influéncia
na inibicao ou no ato de retardar a expansao bidimensional
do biofilme em superficies com um grau semelhante de
suavidade.™ Um estudo comparando o titdnio com outros
materiais avaliou o titanio e o aco inoxidavel, concluindo
que o primeiro obteve uma taxa de infeccdo mais baixa que
0 ac¢o inoxidavel, corroborando o fato de que o material do
implante impacta diretamente na taxa de infeccdo.?®

Apesar do presente trabalho mostrar que o titanio forma
mais biofilme que o cromo-cobalto, dados na literatura ja
indicam que o aco inoxidavel permite mais formacdo de
biofilme que o titanio.?® Além disso, foi observado por meio
do presente estudo que manter a bactéria em contato com
o cromo-cobalto por uma semana favoreceu a formacgao de
biofilme, sugerindo que quanto maior o tempo da protese,
maior é a chance de formacao de biofilme. E importante
salientar que estudos afirmam que as caracteristicas inerentes
do substrato, como rugosidade da superficie e a tendéncia
hidrofébica relativa da instrumentacao, sdo pré-requisitos
importantes para a formacao de biofilmes.?® Essas carac-
teristicas também devem ser levadas em consideragao por
parte do ortopedista no momento da escolha do material.

CONCLUSAO

Os resultados do desenvolvimento da bactéria Pseudo-
monas aeruginosa demonstraram maior formacdo de bio-
filme no biomaterial titdnio em comparacao com os dados
observados do crescimento bacteriano em cromo-cobalto.
Também foi observado que o cromo-cobalto apresentou
maior crescimento bacteriano quando avaliado apds uma
semana de incubacéo.
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