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Estudo piloto do fendomeno quorum sensing e as respectivas alteracoes
estruturais bioquimicas da Pseudomonas aeruginosa em Agar Mueller Hinton,
NaCl 0,9% e H,O através da microespectroscopia no infravermelho.
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Resumo: Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram
negativo, pertencente ao grupo de ndo fermentadores de
glicose, considerado o maior agente causador de
infeccdes oportunistas em ambiente nosocomial. Este
bacilo possui a notdvel capacidade de se adaptar em
diferentes nichos ecolégicos como, por exemplo, dgua,
solo, plantas e animais, devido a sua habilidade de
modular um ou varios mecanismos moleculares,
resultando em alteracdes estruturais bioquimicas a nivel
celular, sendo a maioria destas responsdveis por
conferirem resisténcia a diversos agentes
antimicrobianos. Neste trabalho foi desenvolvido um
estudo piloto que evidenciou alteracdes estruturais
bioquimicas moduladas por diferentes ambientes com
diferentes gradientes e nutrientes através da
microespectroscopia FTIR.
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Abstract: Pseudomonas aeruginosa is a gram negative
bacillus, that belongs to the group of glucose non-
fermenters, the largest cause of opportunistic infections
in the nosocomial environment, This bacillus has a
remarkable capacity to adapt to different ecological
niches such as soil, water, plants, and animals, due to
its ability to modulate one or more molecular

mechanisms, resulting in biochemical structural
alterations at the cellular level, most of those
responsible for conferring resistance to various

antimicrobial agents. In this work, a pilot study was
developed which showed some biochemical structural
changes modulated by different environments with

different gradients and nutrients through FTIR
microspectroscopy..
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Mechanisms  of  Bacterial  Resistance,  Micro-
spectroscopy FTIR.
Introducao

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo gram negativo,
pertencente ao grupo de ndo fermentadores de glicose,
capaz de sobreviver e tolerar condig¢des fisicas e
nutricionais extremas, adaptando-se em diferentes
nichos ecolégicos como, por exemplo, agua, solo,
plantas e animais. Por fazer parte da microbiota,
raramente causa infeccdoes em individuos sadios. Por
outro lado, é considerada mundialmente a maior agente
causadora de infecgbes oportunistas, principalmente em
ambiente nosocomial podendo ser também isolada de
vdrias fontes como equipamentos de terapia respiratoria,
reservatorios de dgua, cateteres, anti-sépticos e de outras
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superficies inanimadas, sempre associada a elevados
indices de morbidade e mortalidade [1,2].

A capacidade que a Pseudomonas aeruginosa possui
de se adaptar a diferentes nichos ecolégicos demonstra a
sua facilidade em modular um ou mais mecanismos
moleculares como, por exemplo, diminuicdio ou
auséncia de expressdo de porinas, aumento da expressao
de bombas de efluxo resultando em alteragdes
estruturais bioquimicas a nivel celular de acordo com o
tipo de ambiente, gradiente de concentracdo por
exemplo. Sendo esses mesmos mecanismos moleculares
responsdaveis por induzir resisténcia a agentes
antimicrobianos. Do ponto de vista clinico, esta bactéria
¢ muito dificil de ser tratada devido a sua resisténcia
intrinseca a diversos antibidticos, destacando ainda a
sua habilidade de adquirir outros mecanismos de
resisténcia a  multiplos  grupos de  agentes
antimicrobianos comprovando que ela pode combinar
mais de um ou todos os mecanismos de mutacdo e
enzimaticos [3]

A microespectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) é uma técnica analitica
ndo destrutiva amplamente usada como referéncia nos
campos de andlises farmacéutica, quimica e na drea de
microbiologia, tendo como principio a interacdo da luz
do espectro eletromagnético com a amostra bacteriana,
fornecendo informacgdes dos principais componentes
bioquimicos como, por exemplo, proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA permitindo diferenciar, classificar e
identificar bactérias quanto ao género, espécie e até sub-
espécies em tempo reduzido [4,5,6].

Empregar uma técnica diagndstica que seja capaz de
detectar tais mudangas estruturais nos abre novas
perspectivas na identificacdo e diferenciacdo rdpida de
cepas resistentes das ndo resistentes, permitindo ainda
determinar qual e/ou quais mecanismos moleculares
envolvidos. Desta forma, o objetivo deste trabalho &
desenvolver um estudo piloto que evidencie alteragdes
estruturais bioquimicas moduladas submetendo a cepa
de Pseudomonas aeruginosa ATCC 5698 a diferentes
ambientes com diferentes concentragdes de nutrientes e
eletrélitos. Foram usados os seguintes ambientes: Agar
Mueller Hinton, NaCl 09% e H,O através da
microespectroscopia FTIR em combinacdo com o
método quimiométrico andlise de componentes
principais (PCA).

Material e Métodos

Cepa e Preparacio da Amostra — A cepa de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 5698 foi gentilmente
doada pela Colecdo de Culturas Bacterianas de
Infec¢gdes  Hospitalares da  FIOCRUZ, sendo
subcultivada em placas com dgar Mueller Hinton a 37°C
atingindo o tempo de crescimento de 8 horas. Por
método de estampagem, foi diretamente coletada da
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placa ficando a amostra em janela de ZnSe para
posterior andlise por microespectroscopia FTIR. Foram
preparadas solugcdes com 500uL de dgua e soro
fisiolégico a 0,5 Mac Farland com a mesma bactéria.
Apds um intervalo de uma hora, foi depositado 10uL de
cada solucdo em janelas de CaF,, desidratadas, para
posterior andlise por microespectroscopia FTIR.
Analise por Microespectroscopia FTIR e
tratamento dos dados — Foram obtidos 10 espectros
para cada condi¢do em modo ponto por transmissdo no
intervalo de 4000-900 cm™, com 32 varreduras
realizadas e resolugdo espacial de 2 cm™ utilizando o
espectrometro Spectrum Spotlight 400 FT-IR (Perkin
Elmer) equipado com detector MCT operando a
temperatura do nitrogénio liquido.Todos os espectros
foram pré-processados usando o software OPUS® v .4.2.

Métodos Quimiométricos —  Andlise de
componentes principais foi aplicada neste caso, pois
reduz  um conjunto de dados multivariados,

transformando em componentes ortogonais que sdo
combina¢des lineares das varidveis originais, sendo
estas varidveis, cada espectro obtido, para um
componente particular, aonde cada componente em
particular explica grande parte das varidncias usando o
software Minitab® v.16.2.1. [8]

Resultados e Discussio

Avaliacao da diferenciacio estrutural bioquimica
por algoritmo de Wards - Para evidenciar a
diferenciacdo  bioquimica estrutural, dependemos
exclusivamente de um fenémeno chamado Quorum
sensing, que pode ser definido como a capacidade de
um determinado micro-organismo em reconhecer
através de vdrios fatores externos, por exemplo, a
concentragdo de determinadas moléculas, autoinduzir
mudangas estruturais em sua parede quando se depara
com diferentes e/ou extremas condi¢des ambientais para
se adaptar [7]. Neste trabalho, a Pseudomonas
aeruginosa foi submetida em trés diferentes condigdes
ambientais e nutricionais sendo elas: Placa com Agar
Mueller Hinton (Pa4 estampa), NaCl 0,9% ( Pa NaCl 10
uL) e H,O (Pa H20 10 uL) respectivamente.

Conforme visto na figura 1, é demonstrada a
variacdo da composi¢cdo estrutural bioquimica deste
micro-organismo quando partimos de um meio aquoso
sem nenhum eletrélito, no caso, H,O e & medida que
aumentamos a gradiente de concentracdo eles assumem
configuracdes estruturais bioquimicas inerentes ao meio
em que se encontram, obtendo uma excelente
discriminacdo entre os diferentes grupos.

Figura 1 - Dendrograma da Pseudomonas
aeruginosa em diferentes condi¢des ambientais:
* [Conc.] [Conc.] ﬁ
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Para esta e as andlises posteriores foram pré-
definidas trés regides espectrais compreendidas em:

900-1200 cm™ — Referem-se a grupos funcionais de
DNA e agucares.

1500-1800 cm™ — Referem-se a grupos funcionais e
Lipideos e proteinas.

900-4000 c¢cm™ — Refere-se a todo espectro da
Pseudomonas aeruginosa em diferentes condicdes.

Avaliacao da diferenciacio estrutural bioquimica
por analise de componentes principais em diferentes
regioes espectrais — Esse método permitiu explorar
detalhadamente cada uma das regides através das duas
primeiras principais componentes (PC1 e PC2), que
juntas representam a maior parte da variabilidade
presente entre as amostras (70-80%), associando as
diferentes condi¢des ambientais e nutricionais em que a
P. aeruginosa foi submetida. Foram analisados
comparativamente os grupos Estampa versus H,O 10 uL
versus NaCl 10 uL nas regides de 900-4000 cm™' (fig.2),
900-1200 cm™ (fig.3) e 1500-1800 cm'(fig.4).

Ao analisarmos a regido espectral compreendida
entre 900-4000 cm™ conforme figura 2, o grupo estampa
apresentou um deslocamento negativo em PC2 quando
comparado aos outros grupos submetidos a condi¢des
aquosas durante 1 hora, indicando que na presenca de
meio s6lido, h4 auséncia ou diminui¢do da expressdo de
determinados constituintes presentes apenas quando elas
estdo meio aquoso.

Figura 2 — Andlise de componentes principais da
regido 900-4000 cm™.
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Todos 900-4000

Variable
® Estampa
B H2010uL

NaCl1uL

PC1

Na regido entre 900-1200 cm™ conforme figura 3,
que representa principalmente os grupos funcionais de
DNA e carboidratos, percebemos um deslocamento
negativo apenas pelo grupo H*O no eixo de PC2 quando
comparado aos outros grupos, indicando a reducdo ou
auséncia destes constituintes nesta condi¢do.

Figura 3 — Andlise de componentes principais da
regido 900-1200 cm™.

Todos 900-1200

Variable
® Estampz
B H2010uL

NaCl10uL.

J4 na regido entre 1500-1800 cm™ conforme figura 4,
que representa principalmente os grupos funcionais de
lipideos e proteinas, percebemos um deslocamento
negativo apenas pelo grupo H,O no eixo de PC1 quando
comparado aos outros grupos, indicando neste caso por
se tratar de um meio hidrofilico, um rearranjo estrutural
bioquimico com perfil negativo associado a moléculas
com caracteristicas hidrofébicas.

Figura 4 — Andlise de componentes principais da

regido 1500-1800 cm™.
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Conclusao

Este trabalho teve por objetivo evidenciar as
diferencas bioquimicas estruturais da Pseudomonas
aeruginosa em diferentes ambientes: Agar Mueller
Hinton, NaCl 0,9% e H,O. Neste estudo piloto foi
utilizada a técnica de microespectroscopia FTIR
combinada a andlise de PCA.

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel
evidenciar de maneira direta a correlagdo entre as
alteragdes estruturais bioquimicas nos trés diferentes
ambientes em que a cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 5698 foi submetida. Essas diferencas foram
detectadas ~em  distintas  regides  espectrais,
discriminando claramente cada um dos grupos.

Através deste estudo preliminar da andlise do
fendmeno Quorum Sensing, associado ou ndo a um
fenétipo de resisténcia por parte do micro-organismo,
em determinados ambientes com diferentes condigdes
nutricionais em funcido do tempo, usando FTIR e PCA
viabiliza diagnosticar e diferenciar cepas com diferentes
perfis de resisténcia. Contribuindo, dentro da engenharia
biomédica, desenvolvimento de métodos, protocolos e
validagdes de identificagdo em tempo reduzido (6-8h)
dos mecanismos de resisténcia empregado pelo micro-
organismo em questdo, corroborando para o emprego da
correta estratégia terapéutica em micro-organismo que
apresentem fendtipo de multirresisténcia.
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