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RESUMO

Farmacos antimicrobianos representam um recurso fundamental na medicina, com
impactos imensuraveis nas abordagens terapéuticas, entretanto a disseminacao da
resisténcia bacteriana a farmacos antimicrobianos é um grande desafio para os
profissionais da salude. Metais pesados sao elementos naturais presentes em Varios
ecossistemas, nao obstante atividades antropogénicas estédo favorecendo o acimulo
de metais pesados que em consequéncia, selecionam e contribuem com a promocao
da resisténcia bacteriana. Pseudomonas aeruginosa, um bastonete Gram-negativo
ndo fermentador, é considerado um patdégeno oportunista, muito relevante, em
especial, como agente de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude. Este estudo
visa a avaliacdo fenotipica de 44 espécimes clinicos hospitalares de P. aeruginosa a
1 antimicrobianos: Quais sejam, meropenem, amicacina, ceftazidima,
piperacilina+tazobactam e ciprofloxacino, bem como 4 metais pesados: Zinco, prata,
cadmio e cobre. O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi determinado pela
avaliacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM) e, para metais pesados, foram
feitos testes em meio solido [Tryptic Soy Agar (TSA)] e liquido [Mueller Hinton Broth
(MHB)]. Os resultados identificaram maiores percentuais de resisténcia a farmacos -
lactamicos, entre eles, em especial, ceftazidime. Com relacdo aos metais pesados,
taxas elevadas de resisténcia a zinco, cadmio e cobre foram detectadas. Observou-
se aumento consideravel da CIM de prata para a maioria das amostras, o que
representa um sinal de alerta ao uso deste metal na pratica clinica. A resisténcia a
farmacos antimicrobianos e a metais pesados € uma realidade preocupante e todos

os esforcos no sentido de controlar sua evolugdo devem ser evitados.

Palavras-chave: Resisténcia a antimicrobianos; metais pesados; P. aeruginosa.



ABSTRACT

Antimicrobial drugs represent a fundamental resource in medicine, with immeasurable
impacts on therapeutic approaches, however the dissemination of bacterial resistance
to antimicrobial drugs is a major challenge for health professionals. Heavy metals are
natural elements present in various ecosystems, although anthropogenic activities are
favoring the accumulation of heavy metals that consequently select and contribute to
the promotion of bacterial resistance. Pseudomonas aeruginosa, a non-fermenting
Gram-negative rod, is considered an opportunistic pathogen, especially as an agent of
healthcare-related infections. This study aims at the phenotypic evaluation of 44
hospital clinical specimens of P. aeruginosa to 5 antimicrobials: What are, meropenem,
amicacin, ceftazidime, piperacillin+tazobactam and ciprofloxacin, as well as 4 heavy
metals: Zinc, silver, cadmium and copper. The antimicrobial susceptibility profile was
determined by the evaluation of the minimum inhibition concentration (MIC) and, for
heavy metals, tests were performed on solid medium [Tryptic Soy Agar (TSA)] and
liquid [Mueller Hinton Broth (MHB)]. The results identified higher percentages of
resistance to p-lactam drugs, among them, especially ceftazidime. Regarding heavy
metals, high rates of resistance to zinc, cadmium and copper were detected. A
considerable increase in silver MIC was observed for most samples, which represents
a warning sign for the use of this metal in clinical practice. Resistance to antimicrobial
drugs and heavy metals is a worrying reality and all efforts to control their evolution

should be avoided.

Keywords: Antimicrobial resistance; heavy metals; P. Aeruginosa
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1.INTRODUCAO

11 FARMACOS ANTIMICROBIANOS: HISTORICO E ASPECTOS GERAIS

Os farmacos antimicrobianos sdo compostos naturais, semissintéticos ou
sintéticos, capazes de interromper a multiplicacdo ou causar a morte de
microrganismos por diversos mecanismos (LIWA e JAKA, 2015; PREMANANDH et
al., 2016). Nas células bacterianas, eles atuam interferindo na sintese da parede
celular, de proteinas, de acidos nucleicos e de metabdlitos essenciais (metabolismo do
acido folico) ou interferindo na estrutura da membrana plasmatica (LIWA e JAKA,
2015). A figura 1 mostra os principais alvos de acdo de alguns farmacos
antibacterianos.

Figura 1: Principais alvos de acdo de farmacos antibacterianos.

1. Inibicao da sintese da parede celular: 2. Inibicao da sintese proteica: cloranfenicol,
penicilinas, cefalosporinas, bacitracina, vancomicina eritromicina, tetraciclinas, estreptomicina

Traducao

Replicacao l

?N - ‘\XE 5. Inibic@o da sintese de
% 3 7, metabdlitos essenciais:
é—t § 4. Danos A membrana sulfanilamida, trimetoprima
~ b\\'f\ WQ’I ] plasmatica: polimixina B ’

3. Inibicao da replicacao e transcricao de
acidos nucleicos: quinolonas, rifampicina

Fonte: Modificado de TORTORA; FUNKE; KASE, 2017

A introducdo de farmacos antimicrobianos na pratica meédica teve um impacto
enorme na terapéutica, sendo considerada uma verdadeira revolugdo no combate a
agentes infecciosos patogénicos (ALOS, 2015). Considera-se que a quimioterapia, um
marco da medicina moderna, foi criada em 1909 por Paul Ehrlich que, na busca por

uma substancia quimica que tivesse acao antimicrobiana, desenvolveu um composto
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a base de arsénio, denominado de 606. Essa denominacéo deu-se devido as 605
tentativas feitas por ele para a modificacdo do composto que, posteriormente,
alcancou sucesso e, assim, foi comercializado. A substancia foi denominada como
Salvarsan, que em latim significa “salve”, mostrando-se eficaz para o tratamento de
pacientes com sifilis, o que teve repercussdes profundas e mudou o rumo da historia
na terapéutica na area da infectologia. Seguiu-se, entdo, a descoberta da penicilina,
por Alexander Fleming, em 1928, e das sulfonamidas, pelo médico Gerard Domagk,
em 1930 (ARAUJO, 2013).

Seguindo-se a descoberta da penicilina por meio fungo Penicillium, passou-se
a buscar outras substancias com atividade antimicrobiana a partir de microrganismos.
Assim, foram relatadas, por exemplo, a estreptomicina, produzida pelo género
Streptomyces, e a cefalosporina, produzida pelo fungo Cephalosporium (VON
NUSSBAUM, et al., 2006; FERNANDES, 2006; GUIMARAES et al., 2010). Essa era
de busca por compostos naturais foi, entdo, sucedida por um periodo de
desenvolvimento de novos antimicrobianos baseado em mudancas estruturais de
moléculas naturais descobertas, nomeados de semissintéticos (WALSH, 2004,
PEREIRA et al., 2016).

A principio, os farmacos antimicrobianos foram eficazes no controle de
infeccbes causadas por diversos agentes bacterianos, provendo tratamento para
milhdes de pessoas em varias partes do mundo (PONTES et al., 2018). Entretanto,
tem se observado nitida reducdo da eficacia desse grupo de medicamentos,
relacionada a ocorréncia de bactérias resistentes a eles (ALOS, 2015).

1.2 PROBLEMATICA DA RESISTENCIA A FARMACOS ANTIMICROBIANOS

As células bacterianas podem apresentar varias estratégias que conferem
resisténcia a farmacos antimicrobianos. Entre elas, citam-se inativacdo do
antimicrobiano, modificacdo do local alvo de ligacdo do antimicrobiano, reducao da
permeabilidade celular ao antimicrobiano e ativacdo de bombas de efluxo, que
permitem a expulsdo do antimicrobiano da célula (FIGURA 2). A capacidade de
formacao de biofilme também vem sendo incluida nesse grupo de propriedades que
conferem protecdo contra a acdo de farmacos antimicrobianos (SANTAJIT e
INDRAWATTANA, 2016).
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Figura 2: Principais mecanismos de resisténcia a farmacos antibacterianos.

,,c" “a

e T N LATENES RN R PSSO s
Inatlva;ao por enzima ‘

Antimicrobiano
Antimicrobiano \‘ ,
\
~

2. Bloqueio da entrada

Antimicrobiano

Molécula-alvo e =

alterada Agdo enzimatica

‘ 1. Alteragdo da molécula-alvo m Antimicrobiano
\inativado
R ———————————

‘ 5. Efluxo do antimicrobiano . r

Fonte: Modificado de TORTORA; FUNKE; KASE, 2017

A resisténcia bacteriana aos farmacos antimicrobianos € um dos maiores
desafios enfrentados por profissionais da &area de saude em todo o mundo.
Caracteriza-se pela habilidade do microrganismo de sobreviver e manter sua
capacidade de multiplicacéo na presenca de agentes antimicrobianos (PONTES et al.,

2018; KUMAR et al., 2019).

Duas formas basicas de resisténcia a farmacos antimicrobianos podem ser
distinguidas, quais sejam, resisténcia intrinseca e resisténcia adquirida. A resisténcia
intrinseca corresponde a capacidade natural das bactérias de resistir a farmacos
especificos. Ela decorre de caracteristicas inerentes ao microrganismo, por exemplo,
pela auséncia do alvo do antimicrobiano. Por exemplo, pacientes com infec¢des
causadas por bactérias do género Mycoplasma nao devem ser tratados com
antimicrobianos beta-lactamicos, uma vez que o0 agente ndo possui parede celular,
alvo de acdo do grupo e farmacos. Essa resisténcia é bem estabelecida e, assim, mais
facilmente contornada. De posse do conhecimento prévio da sua ocorréncia, a
selecdo de antimicrobianos pode ser facilmente realizada. O maior desafio € imposto
pela resisténcia adquirida, resultado de mudancas na composicdo genética de um

microrganismo, anteriormente sensivel, que se torna resistente devido a aquisicéo de
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marcadores genéticos que codificam esta propriedade. Por isso, essa resisténcia
requer monitoramento constante, em especial, para orientacdo da antibioticoterapia,
evitando falhas terapéuticas previsiveis (BAPTISTA, 2013; PREMANANDH et al.,
2016; SANTOS, 2018). J& se sabe que 0 uso abusivo e inadequado de
antimicrobianos ao longo dos anos provoca pressao seletiva a qual as bactérias sédo
expostas e, como consequéncia direta desta pratica, observa-se o aumento da
resisténcia a antibacterianos, mesmo quando estdo em concentracdes elevadas
(YUEN et al., 2018).

Bastonetes Gram-negativos sdo incluidos entre os grupos bacterianos mais
desafiadores no que se refere ao estabelecimento de protocolos eficientes para o
controle de disseminagdo da resisténcia a farmacos antimicrobianos. A resisténcia a
antimicrobianos € uma propriedade que tem evoluido de forma importante no grupo
dos bastonetes Gram-negativos. Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
expressos por eles sdo diversos, com énfase para a producdo de enzimas, em
especial, B-lactamases, que conferem resisténcia a farmacos B-lactamicos. Essa
classe de antimicrobianos responde por cerca de 50% da fabricacdo e prescricao
desse grupo de medicamentos em nivel mundial. Merecem mencéao as B-lactamases
de espectro estendido (ESBLS), como a enzima temoneira (TEM), variavel sulfidril
(SHV), cefotaximases (CTX-M) e oxacilinases (OXA), e as carbapenemases, como
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), Nova Deli metalo-beta-lactamase
(NDM), verona imipenemase (VIM) e imipenemase (IMP) (LOUREIRO et al., 2016;
LAVAGNOLI et al., 2017; CUI et al., 2019.

Hoje, a resisténcia a antimicrobianos € considerada uma ameaca global a
saude da humanidade (FIGURA 3). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a estimativa € de que, até 2050, a reducdo da eficacia dos antimicrobianos
podera resultar em um namero maior de mortes do que de todas as outras doencas
de grande impacto, chegando a cerca de 10 milhdes de Obitos anuais (OMS, 2014;
PREMANANDH et al., 2016). Em algumas situagfes, € como se vivencidssemos a era
pré-antibidtica. Seria promissor se varios paises unissem for¢cas nessa luta,
compartilhando experiéncias, contribuindo em pesquisas, visto que essa realidade de
saude que vivemos nao respeita fronteiras e adotar medidas que visem ao controle da
resisténcia antimicrobiana € uma responsabilidade de todos, sendo necessarias acdes

conjuntas, nos mais diversos niveis, a fim de se tentar preservar a eficacia dos
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antimicrobianos e contornar ameacas futuras a saude da humanidade (LAZOVSKI et
al., 2017; PREMANANDHN et al., 2016).

Figura 3. Estimativa de mortalidade em 2050 em comparacédo com outras
mortalidades causadas por doencgas graves
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Fonte: World Health Organization (WHO), 2014.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4736432/#B46
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1.3 BASES GENETICAS DA RESISTENCIA BACTERIANA A FARMACOS
ANTIMICROBIANOS

No que se refere as bases genéticas da resisténcia a antimicrobianos, €&
importante lembrar do papel das mutaces, por ser a fonte béasica de variabilidade
genética ocorre de forma vertical durante a replicacdo do cromossomo, também, é
absolutamente fundamental mencionar o papel da recombinac¢do que ocorre de forma
horizontal o que permite a transferéncia de genes entre células bacterianas, essa
recombinacdo pode ocorrer de trés formas bésicas, transducéo, transformacgéo e
conjugacao, dessa forma toda a dindmica da recombinacdo é acompanhada pela
participacdo de varios elementos genéticos moveis que colaboram para concretizacéo
desses processos, tais como plasmideos, fagos, transposons e integrons. (NODARI
et al., 2016).

As trés formas béasicas de recombinacgdo: transformacédo, transducdo e
conjugacao permite a transferéncia do material genético que deve ser seguido pela
sua integracdo ao DNA da célula receptora ou pela captura do DNA plasmidial. O
primeiro processo descrito denominado de transformagao, consiste na transferéncia
de material genético da bactéria doadora para a receptora, que capta fragmentos de
DNA livres do meio extracelular. E um mecanismo menos eficiente, mais suscetivel a
interferéncia do ambiente e, para que ocorra, € necessario que a ceélula bacteriana
receptora esteja em estado de competéncia. Um outro processo, a transducao, é
mediado por bacteriéfagos, que agem como veiculos que transportam o material a ser
transferido da bactéria doadora para a receptora. E o terceiro mecanismo,
considerado o mais relevante do ponto de vista clinico, € a conjugacéo. Neste caso,
ocorre a conexdo entre células doadora e receptora, mediada por pili ou adesinas
(WINTERSDORFF et al., 2016).

Se tratando dos elementos envolvidos na recombinagcéo os plasmideos séo
elementos importantes nesse processo, estes sao elementos extracromossémicos de
DNA, autorreplicativos que, com frequéncia, albergam genes que conferem
determinadas propriedades ao organismo, que representam, muitas vezes, vantagem
competitiva em situacdes especificas, como é o caso da resisténcia a farmacos
antimicrobianos. Os plasmideos contribuem, de maneira importante, para a
variabilidade genética bacteriana (CARATOLLI et al., 2013; MATHERS et al., 2015).
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Sem duvida, a rapida evolugéo da resisténcia bacteriana a farmacos antimicrobianos
é favorecida pela possibilidade de recombinacdo, em especial, via elementos
genéticos moveis. A transferéncia horizontal de plasmideos é a principal forma de
disseminagdo de marcadores de resisténcia a antimicrobianos entre bactérias
(PARTRIDGE et al., 2018). A identificacdo dos genes associados a resisténcia por
meio de plasmideos tem sido apontada como um fator extremamente relevante diante

do contexto pandémico da resisténcia antimicrobiana (WINTERSDORFF et al., 2016).

Outros elementos genéticos importantes, sdo os integrons, descritos no final
dos anos 1980, por Stokes e Hall. Sua organizagéo estrutural permite a incorporacao
e, em especial, a expressao de genes, muitas vezes, que codificam resisténcia a
antimicrobianos. Possuem uma constituicdo dinamica, que se altera, com relativa

facilidade, permitindo a integracao e excisao de cassetes génicos (GILLINGS, 2014).

A estrutura funcional dos integrons inclui alguns elementos basicos. O primeiro,
intl, € o gene que codifica a enzima integrase, uma recombinase sitio-especifica,
responsavel pela insercao dos cassetes génicos. O segundo, o sitio de recombinacao
attl, reconhecido pela integrase, que se recombina com um segundo sitio, attC, parte
da estrutura denominada cassete génico. Ha, ainda, um promotor, Pc, que promove a
expresséao dos genes integrados (GILLINGS, 2014; KAUSHIK et al., 2018).

Os integrons comumente sdo agrupados em cinco classes com base no gene
gue codifica a integrase. Trés delas estdo associadas a fenétipos relacionados com
multirresisténcia (MOZEL, 2006), sendo integrons de classe 1 os mais prevalentes
(STALDER et al., 2014; AN et al., 2018). Ja foram descritos, nessas estruturas, mais
de 80 cassetes génicos diferentes, relacionados com resisténcia por grande maioria
dos farmacos B-lactamicos, aminoglicosideos, quinolonas, macrolideos, trimetoprim,
rifampicina e cloranfenicol (KAUSHIK et al., 2017; CHEN et al., 2018). Integrons de
classe 1 ja foram detectados em Acinetobacter, Vibrio, Aeromonas, Proteus,
Burkholderia, Alcaligenes, Campylobacter, Enterobacter, Citrobacter, Klebsiella,
Mycobacterium, Pseudomonas, Serratia, Salmonella, Shigella e Escherichia
(MOHAMED et al., 2016; KAUSHIK et al., 2018).

Os transpdsons também considerados elementos importantes nesse contexto,

sao caracterizados como segmentos de DNA que possuem a capacidade de se mover
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de uma local para outro do genoma. Essa movimentacao € possivel devido a presenga
de proteinas denominadas transposases. Os transpésons podem codificar resisténcia
a antimicrobianos. A producéo de carbapenemases, por exemplo, ja foi associada em
P. aeruginosa a presenca dos transposons Tn4401 (blakpec2) € Tn3 (blaviv) (
PARTRIDGE et al., 2018; BOTELHO et al., 2019).

Os bacteriéfagos também sédo elementos genéticos méveis reconhecidos como
carreadores de material genético entre microrganismos. Eles contribuem para a
disseminacdo de genes que codificam resisténcia a antimicrobianos, sendo
transferidos por transducéo litica ou lisogénica. Na forma litica, o material genético €
capturado pelo fago, inserido na célula bacteriana e, entdo, inicia-se ciclo de
multiplicacdo viral, novos fagos sdo formados e ha a lise celular. J& na forma
lisogénica, o material genético é inserido na bactéria, ligando-se ao seu DNA e
permanecendo em estado de profago, mantendo a viabilidade da célula hospedeira.
Ja foi documentado a transferéncia horizontal de genes de resisténcia a
antimicrobiano por transducdo. Atualmente, ha diversas pesquisas estdo mais
relacionadas a terapia com fagos. Porém, mais estudos sao necessarios para avaliar
as possiveis consequéncias desse processo durante a terapia fagica (LECLERC et
al., 2022).

Ainda se tratando das bases genéticas bacterianas da resisténcia a
antimicrobianos, as ilhas gendmicas (IGs) devem ser mencionadas. Elas
compreendem um conjunto de genes acessorios, ou seja, genes que nao Sao
essenciais e que foram adquiridos por meio de transferéncia horizontal de genes
(HTG). Dessa forma, contribuem para a diversidade e adaptacédo microbiana. Ja foram
identificados inUmeros genes associadaos a resisténcia a antimicrobianos e a metais
pesados em ilhas gendmicas (PETITJEAN et al., 2017; BOTELHO et al., 2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Partridge%2BSR&cauthor_id=30068738
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1368764619300238?casa_token=t1dT_Hd4LlQAAAAA%3AcVV0aTNVCqZrxE0zhw5SgRyvbeFF1l1PtC-9aUx4mTEOe5lt0igrdpbBVPpmWgUcq1M35zRr-jWx&!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Leclerc%20QJ%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Petitjean%20M%5BAuthor%5D
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1368764619300238?casa_token=t1dT_Hd4LlQAAAAA%3AcVV0aTNVCqZrxE0zhw5SgRyvbeFF1l1PtC-9aUx4mTEOe5lt0igrdpbBVPpmWgUcq1M35zRr-jWx&!
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1.4  MICRORGANISMOS DE RELEVANCIA CLINICA - O GRUPO ESKAPE

O acrébnimo ESKAPE refere-se a um grupo de bactérias com potencial de
viruléncia elevado, responsavel por grande parte das infeccbes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) e que possuem a capacidade de “escapar” da acéo de
varios farmacos antimicrobianos. S&o elas Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa
e Enterobacter (BOUCHER et al., 2009; NAVIDINA, 2016; MULANI et al., 2019).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu os membros do grupo
ESKAPE como organismos contra 0s quais ha necessidade premente de
desenvolvimento de novos antimicrobianos. A. baumannii, P. aeruginosa, K.
pneumoniae e Enterobacter foram classificados como prioridade critica e E. faecium
e S. aureus no grupo de alta prioridade (TACCONELLI et al., 2018). E notério que a
eficacia de antimicrobianos para tratamento de individuos com infec¢cdes por
patdbgenos do grupo ESKAPE tem diminuido, o que lanca um alerta para a
possibilidade de um futuro no qual haja falta de recursos para a abordagem
terapéutica destes pacientes (MULANI et al., 2019). Assim, essa € uma tarefa
desafiadora, que precisa ser assumida como prioridade absoluta, sob pena de
enfrentarmos um panorama desastroso no que se refere a controle desses grupos
bacterianos (MA et al., 2020). Entre 0os microrganismos pertencentes ao grupo
ESKAPE, este estudo teve como enfoque a bactéria P. aeruginosa.

141 Pseudomonas aeruginosa

As primeiras observacdes relativas a P. aeruginosa datam de cerca de 1850,
guando se observou que curativos cirargicos de pacientes apresentavam puruléncia
de coloracdo azul-esverdeada, seguidamente associada a um agente transferivel,
assim denominado até o momento. Posteriormente, na década de 60, o pigmento
azul-esverdeado foi extraido pelo pesquisador Fordes e, em 1882 o pesquisador Lucke
associou-o a um organismo em forma de bastonete. P. aeruginosa foi isolada em

cultura pura por Carle Gessard, em 1882, e 0 género foi descrito por volta de 1894,
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pelo professor Migula (LISTER et al., 2009; PALLERONI et al., 2010). Hoje, a bactéria
€ reconhecida como um organismo extremamente relevante na area de saude, agente
etioldgico de doencas infecciosas que acometem os mais diversos sitios do nosso

organismo.

P. aeruginosa pertence ao grupo dos bastonetes Gram-negativos nao
fermentadores. E uma espécie aerdbia, ubiqua, sendo isolada de diversos ambientes
e comumente associada a infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)
(MOYES et al., 2009; SOONTHORNSIT et al., 2022). E conhecido por ser um
microrganismo bastante versatil, o que favorece a sobrevivéncia em varias condi¢cdes
(MIELKO et al., 2019). Esse perfil contribui para seu envolvimento na etiopatogenia
de doencas infecciosas que acometem seres humanos, plantas e animais (ARTINI et
al., 2018).

No que se refere a patogenicidade, € reconhecida como um patégeno
oportunista. Esta envolvido em quadros, como fibrose cistica, pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, infeccdo urindria, infec¢des de tecidos moles e bacteremia, entre
outros (PARKINS et al., 2018; AL-KHUDHAIR, 2020; HASSETT et al., 2021).
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1.4.2 Patogenicidade

A patogenicidade bacteriana esta associada a composicao celular e/ou a
substéancias secretadas pelo organismo (AZUAMA et al., 2020). Entre os varios fatores
de patogenicidade de P. aeruginosa, destacam-se as estruturas de superficie, a
capacidade de formacao de biofilme, o sistema de sinalizagdo quorum sensing e 0s
sistemas de secrecao proteica (AZAM et al., 2019).

Com relacdo as estruturas de superficie, destacam-se o lipopolissacarideo
(LPS), flagelos e pili. Flagelos e pili sdo filamentos responsaveis pela adeséo e
motilidade bacteriana. Ja LPS € um elemento estrutural classico da membrana externa
das bactérias Gram-negativas. E reconhecido como um padrdo molecular associado
a patogeno (PAMP) e interage com o sistema imunolégico do hospedeiro (KARNIELY
etal., 2017; QIN et al., 2022).

Em se tratando do biofilme, essa estrutura € formada por um grupo de
organismos mantidos unidos por polimeros extracelulares autossecretados,
resultando em uma estrutura funcional organizada (FRIDMAM e KOLTER, 2004). O
biofilme de P. aeruginosa é constituido por polissacarideos Pel, Psl e alginato, bem
como DNA extracelular, que sdo fundamentais para a fixacdo e a protecdo da
comunidade bacteriana, uma vez que dificultam a acdo de antimicrobianos e do
sistema imune do hospedeiro, contribuindo para a duracéo da infeccdo (THI et al.,
2020).

No que se refere ao sistema de sinalizagdo por quorum sensing, esse €
reconhecido como um mecanismo de comunicac¢ao entre células bacterianas que se
comunicam por meio da producdo, liberacdo e deteccdo de moléculas sinalizadoras,
gue sdo denominadas de moléculas autoindutoras. Em P. aeruginosa, o sistema de
guorum sensing controla uma variedade de fatores de patogenicidade, bem como
contribui para a colonizacéo, inclusive, para a formacao do biofilme. Por exemplo, o
receptor celular aril hidrocarboneto (AhR) atua como um sensor e monitora diferentes
moléculas de quorum sensing e seus diferentes perfis de expressdo ao longo da
infeccdo. Com isso, desempenha um papel importante no controle da infec¢ao por P.
aeruginosa (ALVES et al., 2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Brill-Karniely%20Y%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qin%20S%5BAuthor%5D

26

Quanto ao sistema de secrecdo e produtos secretados, estes regulam a
interacdo bacteriana com o hospedeiro. Até o momento, foram identificados seis
sistemas de secrecdo em P. aeruginosa (T1SS a T6SS), divididos em duas classes
principais. A primeira, denominada de sistema de secre¢&do de uma etapa, tem como
componentes as proteinas T1SS, T3SS, T4SS e T6SS, e a segunda classe,
denominada de sistema de secrecdo em duas etapas, T2SS e T5SS (QIN et al., 2022).
Entre as diversas substancias secretadas por P. aeruginosa, destacam-se protease
alcalina, elastase e lipases (SALMAM et al., 2019.; Ll et al., 2021; ZHANG et al., 2021).
Também merecem mencdo as proteinas efetoras (ExoS, ExoT, ExoY e ExoU
(VAREECHON et al., 2017).

Ainda, P. aeruginosa secreta metabdlitos secundarios, tais como a piocianina
e a pioverdina. A piocianina, seu pigmento azulado, tem propriedades toxicas para as
células, mediada pelo estresse oxidativo (GUPTE et al., 2021). Ja a pioverdina, um
outro pigmento, conhecido por sua coloracdo esverdeada, € responsavel pela
captacao de ferro (SUZUKI et al., 2018).

Como mencionado, P. aeruginosa possui varias propriedades que conferem ao
microrganismo habilidade de adaptacdo e persisténcia em varios ambientes,
decorrentes da plasticidade do seu grande genoma (5,2 a 7 Mbp). S&o inimeras vias

regulatérias que possibilitam uma alta adaptabilidade a bactéria ( MARTIN et al., 2021).

1.4.3 Suscetibilidade de P. aeruginosa a antimicrobianos

Investigar o perfil de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos de P.
aeruginosa € de grande importancia, tendo em vista que, nos ultimos anos, a
resisténcia a esta classe de medicamentos tornou-se, globalmente uma grande
ameaca a saude da populacdo (CHOU et al.,, 2020). P. aeruginosa esta entre 0s
patégenos mais preocupantes na pratica clinica, € resistente a varios farmacos
antimicrobianos, o que limita cada vez mais as opg¢des de antibioticoterapia efetiva
contra este agente (IBRAHIM et al., 2020). Consequentemente, 0 combate a doencas
infecciosas causadas por P. aeruginosa requer a tomada de decisbes criticas na
pratica clinica, devendo-se levar em consideragao a eficacia do antimicrobiano, o risco

de resisténcia e a possivel toxicidade (MENSA et al., 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Qin%20S%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhang%2BZ&cauthor_id=34279672
https://www.cell.com/cell-host-microbe/fulltext/S1931-3128(17)30147-6?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1931312817301476%3Fshowall%3Dtrue
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Jurado-Mart%C3%ADn%20I%5BAuthor%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chou%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=32178340
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Os mecanismos de resisténcia observados em P. aeruginosa podem ser
intrinsecos, adquiridos ou adaptativos. Entre aqueles intrinsecos, pode-se destacar a
baixa permeabilidade da membrana e os mecanismos de efluxo, no caso da
resisténcia adquirida, é fundamental mencionar a transferéncia horizontal de genes,
com relacéo a resisténcia adaptativa pode-se destacar a capacidade de P. aeruginosa
de formar de biofilme, essa habilidade serve como barreira que impede o acesso dos
farmacos antimicrobianos (PANG et al., 2019; BEHBAHANI et al., 2019).

Entre os farmacos antimicrobianos usados contra infeccbes causadas por P.
aeruginosa, estdo os farmacos da classe dos aminoglicosideos tendo como
representantes, amicacina, gentamicina e tobramicina, estes atuam na sintese de
proteinas, ou seja, liga-se a subunidade 30S do ribossomo e impede a sintese de
proteinas (MENSA et al, 2018; PANG et al., 2019).

As Fluoroquinolonas representam uma outra classe de antimicrobianos, na qual
estdo incluidos o ciprofloxacino e o levofloxacino. Estes farmacos atuam na DNA
girase e na topoisomerase |V, interferindo na replicacdo do DNA (ALDRED et al.,
2014). Em contrapartida a resisténcia a essa classe pode ocorrer por mudancas
estruturais nessas enzimas (DNA girase e topoisomerase V) e super expressao de
bombas de efluxo (ZHAO et al., 2020).

Os B-lactamicos sdo um grupo de farmacos semelhantes em sua estrutura, e
possuem na sua estrutura quimica um anel beta-lactamico, séo classificados em
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos, atuam na parede
celular bacteriana, interferindo nas proteinas ligadoras de penicilinas (PBPSs) e,
consequentemente, impedem a sintese de peptidoglicano (LIMA et al., 2020). Alguns
mecanismos podem conferir resisténcia a diferentes B-lactamicos (MENSA et al.,
2018).

Os farmacos B-lactamicos classicamente empregados contra P. aeruginosa
incluem ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geracédo, cefepime, uma
cefalosporina de quarta geracdo, carbapénemicos, como meropenem e imipenem e [3-
lactamicos combinados a inibidores de beta-lactamases. Até o momento, os inibidores

de beta-lactamases mais conhecidos sdo acido clavulanico, sulfatam,


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rajaee%2BBehbahani%2BM&cauthor_id=31718745
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/topoisomerase-iv
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975018301976?via%3Dihub&bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975018301976?via%3Dihub&bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975018301976?via%3Dihub&bb0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0734975018301976?via%3Dihub&bb0010
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhao%2BL&cauthor_id=32758289

28

tazobactam, avibactam, vaborbactam e relbactam (COSTA et al,.2020; TARAZI et al.,
2021.; YAHAV et al., 2021).

A suscetibilidade de P. aeruginosa a esses agentes antimicrobianos citados
acima é avaliada por testes que verificam a concentracao inibitoria minima (CIM) do
agente antimicrobiano. Adicionalmente, pesquisadores tém avaliado também as
concentracfes subinibitérias (sub-MIC) que, com o passar do tempo, influenciam na
resisténcia a antimicrobianos (SHI et al., 2019; ALEANIZY, et al., 2021).

Considerando as opc¢des de tratamento e os mecanismos de resisténcia, a
realizacdo do antibiograma tem papel importante na antibioticoterapia. Desta forma,
orgaos internacionais e nacionais desenvolveram padrdes e diretrizes para execucao,
interpretacdo e liberacdo de resultados dos testes realizados com fins diagnosticos
(BEIRAO et al., 2020; HUMPHRIES et al., 2021).

Muitos dos testes de suscetibilidade seguem os padrdes estabelecidos pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). No Brasil, recentemente,
vem se adotando as determinacdes do Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (BrCAST), um comité reconhecido pelas Sociedade Brasileira
de Analises Clinicas, Sociedade Brasileira de Infectologia, Sociedade Brasileira de
Microbiologia e Sociedade Brasileira de Patologia Clinica e Medicina Laboratorial.
Baseado na padronizacdo do EUCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing), o BrCAST trabalha com o intuito de possibilitar a padronizacao
e garantir um controle de qualidade nos testes de suscetibilidade a antimicrobianos

realizados nos laboratérios clinicos de todo o territorio brasileiro (BrCAST, 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Yahav%20D%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Humphries%2BR&cauthor_id=34550809
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1.5 RESISTENCIA A METAIS PESADOS

Metais pesados sdo elementos naturais presentes no ambiente, alguns dos
guais sao considerados fundamentais a vida, inclusive, para as bactérias. Entretanto,
estando em altas concentracbes, eles podem ser téxicos. Acredita-se que a
resisténcia a metais seja mais antiga que a resisténcia antimicrobiana e, apesar disso,

néo se sabe muito sobre sua epidemiologia (ARGUDIN et al., 2019).

Atividades antropogénicas estéo favorecendo o aumento das concentracdes de
metais, favorecendo seu acumulo no ambiente, contaminando solo e agua e
contribuindo para a resisténcia a antimicrobianos, causando graves riscos a saude
publica (OVES e HUSSANI, 2016).

Entre 0os metais aos quais a resisténcia vem sendo detectada, destacam-se
cadmio (Cd), cobre (Cu), prata (Ag) e zinco (Zn) entre outros. O cadmio € um poluente
importante, presente nos ecossistemas como produto secundario de induastrias
metallrgicas, tOxico para varios organismos. A exposi¢ao a esse metal pode se dar
por meio de alguns alimentos, do tabagismo e de agua potavel (JARUP et al., 2009).
A longo prazo, a exposicao prolongada ao cadmio pode favorecer a progressao de
células cancerigenas (YAN et al., 2022).

A exposicdo das bactérias ao cadmio pode levar, por exemplo, a ativacao de
sistemas de efluxo, representado na figura 4 o que confere resisténcia a este metal e
a outros metais, como o zinco (RAJA et al., 2008). Entre os genes que conferem
resisténcia ao cadmio estao yiiP, zntA, zntB e czc, além do éperon cad. Estes genes
podem ser encontrados em varios elementos genéticos moéveis (ARGUDIM et al.,

2019).

O cobre é um metal com utilidades variadas, sendo usado como algicida,
antiparasitario, fungicida e contraceptivo, entre outras utilidades. Com relagcdo a
resisténcia ao cobre, é importante mencionar o sistema de efluxo regulado pelos
genes copA, cueO e cueP, ( figura 4) o 6peron copABCDRS é composto por genes
gue conferem resisténcia ao cobre em Pseudomonas sp, tendo sido descritos em
plasmideos e cromossomos (DAS et al., 2016; YU etal., 2017; ARGUDIN et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/pseudomonas
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528817312675?casa_token=rVnimFXq1OoAAAAA%3AJfcD_0qwIShCYzqBPPzpNGSmeuuNZRgAeEhF90bqK3A9sqP1Atpul9R4wFbUah0rkSdLf_wsGfs&bb0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528817312675?casa_token=rVnimFXq1OoAAAAA%3AJfcD_0qwIShCYzqBPPzpNGSmeuuNZRgAeEhF90bqK3A9sqP1Atpul9R4wFbUah0rkSdLf_wsGfs&bb0200
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528817312675?casa_token=rVnimFXq1OoAAAAA%3AJfcD_0qwIShCYzqBPPzpNGSmeuuNZRgAeEhF90bqK3A9sqP1Atpul9R4wFbUah0rkSdLf_wsGfs&bb0200

30

A prata € um metal muito utilizado na pratica clinica a milhares de anos. Possui
propriedades antimicrobianas, com atuacdo na membrana das células bacterianas e
esta entre os metais mais usados na medicina. A sulfadiazina de prata, por exemplo,
de uso topico, ainda é rotineiramente usada em queimaduras graves (HOBMAN e
CROSSMAN, 2015 ). Ultimamente, tem-se explorado cada vez mais novas aplicacoes
da prata, como nanoparticulas de prata em diferentes especialidades odontoldgicas
(FERNANDES et al.,, 2021). No entanto, a prata também esta envolvida na
disseminagéao da resisténcia antimicrobiana. Experimentos de conjugagao provaram
que a resisténcia a prata mediada por plasmideo pode se espalhar entre varias
espécies bacterianas (HANCZVIKKE et al., 2018). J& se sabe que, no 6peron sil,
localiza-se genes que codificam resisténcia a prata silE, silCBA, silP, silF, silG e siLS.
Esses genes ja foram detectados em varios plasmideos, préximos a genes que
conferem resisténcia a farmacos antimicrobianos (HOBMAN & CROSSMAN, 2015;
PAL et al., 2017).

O zinco € um nutriente essencial para 0s organismos, envolvido na regulacao
do sistema imune inato e adaptativo. Os compostos de zinco sdo muito usados como
aditivos alimentares e as suplementacfes a base de zinco reduzem disturbios
intestinais. Por ser um nutriente essencial, a deficiéncia de zinco é um problema para
os seres humanos e animais (SANNA et al., 2018; ARGUDIN et al., 2019).

Para as células bacterianas, o zinco é toxico em altas concentracdes. As
bactérias podem utilizar estratégias como adsorcéo pela parede celular e sequestro
intracelular, para captar o metal. Também, pode expressar o mecanismo de efluxo,
para resistir aos seus efeitos toxicos ( figura 4) (UPADHYAY e SRIVASTAVA, 2014).

Ja se sabe que as bactérias estdo expostas a diferentes contaminantes
ambientais, tanto farmacos antimicrobianos como metais pesados, que exercem
pressdo seletiva, favorecendo o aumento das taxas de resisténcia. Importante
destacar que a contaminagcdo por metais pesados no ambiente pode favorecer a
corresisténcia e a resisténcia cruzada. A corresisténcia é caracterizada pela presenca

dos genes de resisténcia no mesmo elemento genético movel, enquanto a resisténcia

cruzada ocorre quando diferentes compostos atuam no mesmo alvo celular
bacteriano. Assim, ambos, metais pesados e farmacos antimicrobianos sé&o
importantes agentes na disseminacdo da resisténcia bacteriana (NGUYEN et al.,
2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528817312675?casa_token=a2O1jQv6QOQAAAAA%3AfK7qPKMZ_NpKxqRPrqqM2gz-jioGGqNZoJyY9P0H2E65Q-7ZZoQNZ9CkUwPDMtH6A6eLGJbpXNA&bb0345
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0034528817312675?casa_token=a2O1jQv6QOQAAAAA%3AfK7qPKMZ_NpKxqRPrqqM2gz-jioGGqNZoJyY9P0H2E65Q-7ZZoQNZ9CkUwPDMtH6A6eLGJbpXNA&bb0345

FIGURA 4: Mecanismos de efluxo ativo de metais pesados

31

cg . .
4 . ce .
e @8 . o e C6"  Extracellular
o . . > < 9
CxA
Fovh
ﬁ . . Cx8 .
e @ . . » . ® CoA o . .
o Il Cada a8
IntA GrC
Ptye | Pork * mo |° o« Cytosol
o APase |, o . transporter o
can ® e ) . L4 e ® .
- . ] . .
o ¢ ew .
{ et [c2c) ’
?
() cxes.
(Zn) /Z(“'-' //
N/ ) /l'l'
\ \-‘- (.
Czes
—
}p »
(p) \
o V@@ e
A
(Zm)
-/ \
v
. | ?ﬂ / czcCBA

Legenda: Representacdo esqueméatica de bombas de efluxo dos metais pesados: Cadmio (Cd);
Cobre (Cu); Zinco (Zn); Prata (AQ).

FONTE: Gallardo-Benavente et al., 2021 adaptado; Virieux-Petit et al., 2022 adaptado; Ducret,
et al., 2020 adaptado; PAL et al., 2017 adaptado.
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1.6 RESISTENCIA BACTERIANA NA PERSPECTIVA DA ONE HEALTH

A abordagem da resisténcia bacteriana na perspectiva da One Health
fundamenta-se nas relagdes entre seres humanos, outros animais e meio ambiente,
no que se refere a doencas infecciosas, muitas vezes compartilhadas. Um dos
grandes desafios da One Health € garantir que que os antimicrobianos sejam
utilizados primeiramente para a terapia, raramente para a profilaxia e jamais para a
promocéo do crescimento (MCEWEN E COLLIGNON, 2018). Por isso a One Health
traz uma abordagem mais ampla dos riscos da resisténcia bacteriana e da énfase a

saude humana, animal e ambiental ( PATTIS et al., 2022).

A salde humana é considerada como o setor com maior risco de infeccéo e/
ou colonizagdo. O setor animal, mais precisamente na categoria de animais
envolvidos na alimentacao, tem apresentado grande demanda de intervencgdes contra
a resisténcia antimicrobiana. Ja o setor ambiental, tanto as cole¢cfes hidricas como o
solo, merece ser evidenciado nesse panorama. Deste modo, é importante que se
estabeleca relacfes entre diferentes meios para intervengdes mais sélidas, visto que,
One Health busca uma saude intersetorial (LEGER et al., 2020).

Dentre os varios setores envolvidos nesse contexto, o setor avicola, por
exemplo, tem se destacado, uma vez que o consumo de proteina animal na
alimentacdo humana aumentou nos ultimos 50 anos e entre 0 comércio total de carne
(37,6 milhdes de toneladas), 14,1 milhdes de toneladas (37,5%) referem-se a carne
de aves. O frango € o tipo de carne mais exportada, o que garante grande importancia
econdbmica da industria avicola no cenario global, alavancando as atividades
econbmicas mundiais Devido a essa crescente demanda por carne de aves, a
induUstria avicola se encarrega de demandas maiores nas proximas décadas, o que
refor¢a a importancia de controle rigoroso do uso de antimicrobianos nesse setor, pois,
sabe-se que seu uso favorece a disseminacdo de resisténcia entre patdgenos
zoonoticos, bem como entre bactérias ndo envolvidas na etiopatogenia de doencas,
mas, que podem ser reservatorios e transportam genes de resisténcia a
antimicrobianos (ARGs) (SARAIVA et al., 2022). Varios autores atribuem a
prevaléncia da disseminagdo da resisténcia antimicrobiana ao compartilhamento
zoonotico de genes de resisténcia a antimicrobianos por transferéncia horizontal de

genes e setores como suinocultura também estao envolvidos nesse processo. Dessa


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pattis%20I%5BAuthor%5D
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forma, tem se recomendado a redugcdo do uso de antimicrobianos nas racdes animais
(HICKMAN et al., 2021).

Com relacgéo a transferéncia horizontal de genes, o conjunto de todos os genes
e seus precursores envolvidos (resistoma) tem sido considerado como importante
reservatério de transmissdo de genes de resisténcia entre os diferentes setores. Por
isso, estudos de diferentes resistomas na perspectiva da One Health sé&o
considerados essenciais para compreender os fatores prioritarios e auxiliar na
mitigac&o da resisténcia a antimicrobianos (KIM e CHA et al., 2021).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hickman%20RA%5BAuthor%5D
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2 JUSTIFICATIVA

A antibioticoterapia proporcionou, ao longo dos anos, tratamento eficaz contra
agentes infecciosos. Contudo, o uso frequente e, muitas vezes, abusivo, destes
medicamentos, aliado a caracteristicas especificas de determinados grupos

bacterianos, tem facilitado a disseminacao de marcadores genéticos de resisténcia.

Metais pesados sdo componentes naturais do meio ambiente encontrados em
varias concentracfes em ambientes terrestres e aquaticos, células bacterianas
guando expostas a contaminacfes por metais pesados desenvolvem caracteristicas
gue permitem resistir a esses metais.

Em consequéncia, bactérias resistentes a antimicrobianos e a metais pesados
tém sido uma realidade constante, considerando um problema de saude publica em
nivel mundial. E importante que se compreendam 0s mecanismos que contribuem
para 0 avanco da resisténcia antimicrobiana bem como da resisténcia a metais
pesados, como também, quais fatores possam causar pressao seletiva em ambientes

diversos, sejam assim claramente identificados e controlados.

Estudos que visam a identificacdo da resisténcia a farmacos antimicrobianos e
a identificacdo da resisténcia a metais pesados sao absolutamente necessarios.
Considerando que a problematica da resisténcia bacteriana a farmacos
antimicrobianos e a metais pesados é de responsabilidade de todos, sdo necessarias
acOes conjuntas, que visem a preservar a funcionalidade dos antimicrobianos,
impedindo que a ineficicia deste grupo de farmacos ameace a saude da humanidade,
como na era pré-antibidtica (PREMANANDN et al., 2016). Assim, pretende-se
identificar o perfil fenotipico de amostras bacterianas de relevancia clinica isoladas de
pacientes hospitalizados quanto a resisténcia farmacos antimicrobianos e a metais
pesados, a fim de contribuir com dados que possam ser empregados na proposi¢cao
de estratégias que visem ao controle da propagacdo da resisténcia bacteriana a

antimicrobianos e a metais pesados.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil fenotipico de resisténcia a farmacos antimicrobianos e metais pesados
de amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes hospitalizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar, por método quantitativo, o perfil de suscetibiidade a farmacos
antimicrobianos de amostras bacterianas de P. aeruginosa recuperadas de

pacientes hospitalizados.

- Avaliar a concentracgao inibitdria minima de metais pesados das amostras clinicas

de P. aeruginosa em estudo em meio sélido e meio liquido.
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4 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa da Santa Casa de
Misericordia de Belo Horizonte (3.219.929) e da Universidade Federal de Minas
Gerais (3.586.852).

41 AMOSTRAS BACTERIANAS ISOLADAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS

As amostras de P. aeruginosa de interesse para o estudo foram isoladas de
pacientes hospitalizados, cedidas pelo laboratério de analises clinicas da Santa Casa
de Misericordia de Belo Horizonte, MG. A escolha da espécie a ser estudada foi
baseada em resultados de andlises prévias dos dados do laboratério, que mostraram
que P. aeruginosa esta entre as bactérias com perfil de multirresisténcia de maior

prevaléncia no hospital.

4.2 CONFIRMACAO DA IDENTIDADE TAXONOMICA DAS AMOSTRAS
BACTERIANAS

As amostras bacterianas foram inoculadas em Tryptic Soy Agar (TSA; Difco, Sparks,
MD, EUA) e encaminhadas ao Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios
(ICB/UFMG), para incubacéo por 24h, a 37°C. A seguir, foi realizada coloragéo
diferencial pelo método de Gram, para confirmacdo de cultura pura e, entdo, as
amostras foram armazenadas em Brucella Broth (BBL, Sparks, MD, EUA) acrescido
de 10% de glicerol, em freezer -80°C. Em seguida, as amostras que apresentavam
apenas identificacdo presuntiva foram submetidas a testes bioquimicos-fisioldgicos
para confirmagdo da espécie, seguindo protocolos indicados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004). Assim, as amostras indicativas de P.
aeruginosa foram cultivadas em Cetrimide Agar (Difco) e submetidas as provas de

oxidase e multiplicagéo a 42°C.
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4.3 DETERMINACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A FARMACOS
ANTIMICROBIANOS DE USO CLINICO

4.3.1 Preparo do antimicrobiano

A avaliacdo do perfil de suscetibilidade das amostras bacterianas em estudo foi
realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo as recomendacdes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Os antimicrobianos testados
foram meropenem (USP Standards), amicacina (Sigma-Aldrich), ceftazidima (Sigma-
Aldrich), piperacilina sédica + tazobactam sédico (Novafarma) e ciprofloxacino (Inlab).
As solucbes de estoque foram preparadas de forma que estivessem 10 vezes mais
concentradas. Dessa forma, as concentragdes foram de 1.280 pg/mL, 2.560 pg/mL,
5.120 pg/mL, 10.240 pg/mL e 1.280 pug/mL, para meropenem (MER), amicacina (AMI),
ceftazidima (CAZ), piperacilina + tazobactam (PPT) e ciprofloxacino. Entdo, todos os
antimicrobianos foram diluidos em 10 mL de &gua destilada estéril e, entéo,
esterilizados por filtragdo em membrana 0,22 ym e armazenados em freezer -20°C.

4.3.2 Preparo das microplacas

Com base na literatura os antimicrobianos foram testados nas seguintes faixas de
concentracdes: MER (0,125 a 64 pg/mL), AMI (1 a 256 pg/mL), CAZ (0,5 a 256 pg/mL),
PPT (1 a 512 pg/mL) e CIP (0,25 a 32 pg/mL). As diluicbes foram realizadas em
triplicata, em microplacas de fundo chato com 96 pocos. Dessa forma, foram
adicionados 100 pL de caldo Mueller Hinton céation ajustado (Difco) em todos 0s pocos,
com excecdo da primeira fileira. Em seguida, a partir da solucdo estoque de
antimicrobianos, foram preparadas as solugdes de trabalho, de forma que todos os
antimicrobianos estivessem duas vezes mais concentrados. Entédo, 200 uL da solucéo
de trabalho dos antimicrobianos foram adicionados na primeira fileira das placas. Em
seguida, com o auxilio de pipeta multicanal, aliquotas de 100 pL foram transferidas
para a segunda fileira e, na sequéncia, o procedimento foi repetido para as demais
fileiras. Em seguida, foi desprezado o volume de 100 pL da dltima diluicdo, de forma

gue todos os pocos ficassem com 0 mesmo volume.
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4.3.3 Preparacéo do inéculo

As amostras foram cultivadas em meio TSA e incubadas por 24h, a 35°C.
Posteriormente, com o auxilio de algca bacteriolégica estéril, procedeu-se a
transferéncia de 2 ou 3 colbnias isoladas para um tubo de ensaio estéril contendo 10
mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,85%). A solucdo foi ajustada de acordo com a
escala 0,5 de McFarland e, em seguida, com o auxilio de um espectrofotbmetro,

ajustou-se a densidade da suspenséo para 0,1 unidade de densidade 6ptica a 600nm.

4.3.4 Adicao do inéculo na placa

A suspensdo padronizada foi diluida 1:100 e, em seguida, com o auxilio de pipeta
multicanal, aliquotas de 100 pL foram dispensadas em todos os poc¢os da placa,
exceto no controle negativo (controle de esterilidade). Controles positivos de
crescimento foram incluidos em cada teste e o controle de qualidade foi realizado com
a amostra de referéncia P. aeruginosa ATCC 27853. As placas foram incubadas a
35°C por 16 a 20h.

4.3.5 Leitura do teste

ApoOs o periodo de incubacdo, as placas foram analisadas para validacdo dos
controles e, posteriormente, realizacao da leitura. Assim, a CIM foi considerada como
a menor concentracdo onde nao foi observada multiplicacdo visivel da bactéria, ou
seja, amenor concentragao de antimicrobiano (ug/mL) capaz de inibir a multiplicacéo
bacteriana. Os experimentos foram realizados em triplicata e a interpretacdo dos
resultados foi baseada nos pontos de corte do CLSI (CLSI, 2021) e do BrCAST
(BrCAST, 2021).
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Quadro 1. Farmacos antimicrobianos testados contra amostras de P. aeruginosa

Classe Antimicrobiano
Aminoglicosideo Amicacina

Betalactamico de amplo espectro Piperacilina+Tazobactam
Carbapenémico Meropenem
Cefalosporina 32 Geracao Ceftazidima
Fluoroquinolona Ciprofloxacino

Fonte: Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021).

4.4 DETERMINACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA DE METAIS PESADOS

4.4.1 Determinacéo do perfil de resisténcia das bactérias a metais pesados em meio
solido

O perfil de resisténcia de P. aeruginosa a metais foi realizado de acordo com Deredjian
e colaboradores (2011), com adaptacbes. Os metais e as respectivas faixas de
concentracao testadas foram: Zinco (5, 10, 20 e 40mM), cadmio (0,6; 1,25; 2,5;5; 6 e
7mM), cobre (0,5; 1; 2; 4; 5; 6 e 10mM) e prata (0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8mM). Entao, as
amostras bacterianas foram cultivadas a 37°C, por 24h, em TSA. A seguir, 2 ou 3
colénias foram ressuspendidas em solucdo salina estéril (NaCl 0,85%), que foi
padronizada de acordo com a escala 0,5 de McFarland e a densidade foi ajustada
para DO 0,1 a 600 nm. Posteriormente, aliquotas de 100 puL de cada suspensao
padronizada foram adicionadas aos pocos de um replicador de Steers. Entdo, o
inoculo foi realizado nos meios de cultura com as diferentes concentragdes de metais
e na placa controle. O material foi incubado a 37°C, por 48h. A leitura foi realizada
avaliando-se a presenca de multiplicacdo bacteriana nas placas teste. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.2 Determinacao do perfil de resisténcia a metais pesados em meio liquido

A determinacdo da resisténcia a metais pesados em meio liquido foi baseada na
técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2021), com adaptac¢des. As concentracdes
utilizadas foram 40mM; 20mM; 10mM; 5mM; 2,5mM; 1,25mM e 0,625mM para zinco
(Zn), cobre (Cu) e cadmio (Cd) e 0,4mM; 0,2mM; 0,1mM; 0,05mM; 0,025mM;
0,0125Mm e 0,00625mM para prata (Ag). Os testes foram realizados em microplacas
de 96 pocos. Dessa forma, primeiramente foram adicionadas as placas 100 uL de
meio Muller Hilton cation ajustado em todos 0s po¢os com excecdo das primeiras
fileiras. Em seguida, foi adicionado meio contendo os metais nas primeiras fileiras e,
posteriormente, as diluicbes foram realizadas. O controle negativo consistiu de 200uL
de meio adicionado de metal sem adicdo de inéculo. As amostras foram cultivadas em
meio TSA e incubadas por 24h. A seguir, foram selecionadas 2 ou 3 colbnias isoladas,
as quais foram adicionadas em um tubo de ensaio contendo 10mL de salina estéril,
gue foi padronizada a escala de 0,5 de McFarland e D.O de 0,1 a 600nm. A suspensao
foi diluida na proporcéo 1:100 e, em seguida, com o auxilio de pipeta multicanal, 100uL
da suspensao bacteriana padronizada foi dispensada em todos os pocos da placa,
exceto no controle negativo. Controle positivo de crescimento foi incluido em todas as
microplacas. A leitura foi feita visualmente e a CIM foi considerada como a menor
concentracdo onde nao foi observada multiplicacdo visivel da bactéria, ou seja, a

menor concentracdo de metal (mM) capaz de inibir a multiplicacdo bacteriana.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados do teste de microdiluicio em caldo para os antimicrobianos foram
analisados pelo software estatistico PAST (Palaeontological Statistics). A analise dos

dados multivariados usada foi a PCoA (Anélise de Coordenadas Principais).
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5. RESULTADOS

5.1 PERFIL de SUSCETIBILIDADE DAS AMOSTRAS BACTERIANAS ESTUDADAS

Neste estudo, 30% das amostras de P. aeruginosa avaliadas (n=44) foram
resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano. Entre elas, 23% foram resistentes
a todos os antimicrobianos testados.

Os dados obtidos neste estudo foram interpretados de acordo com o CLSI
(2021) e BrCAST (2021). Com relacdo ao BrCAST, as novas definicbes de S, I e R
permitem identificar dois niveis de sensibilidade e um nivel de resisténcia. O
tratamento de um paciente infectado por um microrganismo categorizado como
sensivel dose padrao (S) ou sensivel aumentando a exposicao (I) tem boa chance de
sucesso, desde que, para este caso, 0 ajuste do esquema terapéutico seja realizado.
J& se o agente é resistente (R), ha uma probabilidade importante de falha terapéutica.
Ademais, para alguns antimicrobianos, ndo ha a categoria sensivel dose padrdo. Por
exemplo, os antimicrobianos ceftazidima (CAZ) e piperacilina+tazobactam (PPT)
possuem pontos de cortes arbitrarios para a categoria sensivel dose padrédo. Assim,
em laboratorios clinicos, apenas as categorias sensiveis aumentando a exposi¢ao e
resistente sdo consideradas (BrCAST, 2021).

Figura 5: Antibiograma - Método de microdiluicdo em caldo para determinacao da
concentracao inibitéria minima (CIM) de amostras de P. aeruginosa

(MER 0,125 a 64 pg/mL)

(CAZ 0,5 a 256 pg/mL)
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Legenda: Meropenem (MER) faixa de concentragdo (0,125 a 64 pg/mL); Ceftazidima (CAZ) faixa de
concentracéo (0,5 a 256 pg/mL). Controle positivo de crescimento (C+); Controle negativo de
esterilidade (C-).
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5.2 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DAS AMOSTRAS DE
Pseudomonas aeruginosa ESTUDADAS com base no CLSI E BrCAST

Entre as classes de antimicrobianos estudadas, o percentual de resisténcia aos
farmacos beta-lactamicos (meropenem, ceftazidima e piperacilina+tazobactam) foi
superior os farmacos pertencentes as outras classes (ciprofloxacino e amicacina). No
gue se refere ao meropenem, 18% das amostras expressaram resisténcia e 14% se
enquadraram na categoria intermediaria, (Graficol) de acordo com o CLSI (2021). A
andlise dos resultados com base no BrCAST foi semelhante, visto que os pontos de
corte propostos em ambas as padronizacfes sdo muito proximos (Gréfico 2). Os

valores de CIM (Anexo 8) para meropenem foram, na sua maioria, > 16 pg/mL

Com relacdo a ceftazidima, os percentuais de resisténcia e da categoria
intermediaria foram 20% e 5%, (Grafico 1) respectivamente (CLSI, 2021). A
interpretacdo dos dados com base no BrCAST (Gréfico 2) difere daquela resultante
da analise baseada no CLSI. Assim, 25% das amostras foram resistentes e 75% foram
sensiveis aumentado a exposi¢cao. No presente estudo, os valores para a maioria das

amostras resistentes foram > 64ug/mL, considerados bem elevados.

Ainda em relacdo aos beta-lactamicos, a andlise do perfil com base no CLSI
mostrou que 18% das amostras estudadas eram resistentes a associa¢ao piperacilina
+ tazobactam e 7% apresentaram perfil de resisténcia intermediario (Grafico 1). Com
base no BrCAST, 25% das amostras apresentaram resisténcia para a piperacilina +
tazobactam, (gréfico 2) com valores de CIM superiores a 64 pg/mL (anexo 7), dados
semelhantes a outros estudos brasileiros (BEIRAO et al., 2020; TUO et al., 2020).
Para ciprofloxacino, 16% das amostras mostraram-se resistentes, com base no
CLSI (gréfico 1). Esse percentual aumentou para 18%, quando a referéncia usada foi
0 BrCAST (grafico 2). No nosso estudo, foram detectados valores de CIM variando de
2 a 32ug/mL em anexo.
As menores taxas de resisténcia foram observadas para amicacina (14%) com
base no CLSI e BrCAST (graficos 1 e 2). Neste estudo, as amostras que foram

resistentes apresentaram CIM igual ou superior a 128ug/mL.
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Grafico 1: Perfil de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos das 44 amostras de
P. aeruginosa baseado no CLSI.
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Grafico 2: Perfil de suscetibilidade a farmacos antimicrobianos das 44 amostras
de P. aeruginosa baseado no BrCAST.
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5.3 PERFIL DE RESISTENCIA A METAIS PESADOS

Os perfis de resisténcia de 44 amostras P. aeruginosa a metais pesados foram
identificados em meio sélido (TSA) e liquido (MHB). Nos testes para avaliagdo do perfil
de resisténcia de P. aeruginosa a metais pesados em meio solido, identificou-se
multiplicacdo bacteriana em todas as concentracoes testadas de Cd e Cu (gréfico 3).
Entdo, os testes conduzidos em meio liquido permitiram determinar a concentracéo
inibitéria minima para todos os metais pesados avaliados neste estudo.

Figura 6: Avaliacao do perfil de suscetibilidade ao zinco em meio solido.

Legenda: Zinco (Zn); Controle positivo sem adicdo de metal (C+); Concentragdo Milimolar (mM)
adicionado as placas 5mM, 10mM, 20mM; 40mM.

Figura 7: Avaliacé@o do perfil de suscetibilidade ao cobre e a prata em meio liquido

(Cu 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40mM) (Ag 0,00625; 0,0125;0,025;0,05;0,1;0,2;0,4mM)

Legenda: Cobre (Cu); Prata (Ag). Controle positivo de crescimento (C+); Controle negativo metal puro
(C- Cu e C- Ag); Controle negativo de esterilidade Mueller-Hinton broth (C- MHB)
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5.3.1 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Zinco

Para o zinco, em meio sélido, todas as amostras bacterianas foram resistentes
a 20mM (figura 4). No meio liquido, os resultados foram variados. A CIM detectada
para 11%, 50%, 25% e 14% das amostras foi de 2,5mM, 5mM, 10mM e 20mM,

respectivamente (grafico 4).

5.3.2 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Cadmio

Todas as amostras de P. aeruginosa foram capazes de se multiplicar na
presenca de 7mM de cadmio (grafico 3), a concentracdo mais elevada testada. Em

meio liquido, CIM de 10mM foi detectada para 98% das amostras (grafico 4).

5.3.3 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Cobre

Todas as amostras bacterianas avaliadas expressaram resisténcia a 10mM de
cobre, maior concentracdo testada, no meio sélido (grafico 3). JA no meio liquido,
foram detectadas CIMs de 5mM (2% das amostras), 10mM (57% das amostras) e
20mM (41% das amostras) (grafico 4).

5.3.4 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa a Prata

Em meio sélido, 100% das amostras de P. aeruginosa foram resistentes a
0,1mM e 0,2mM e 5% delas a CIM em meio solido foi de 0,4mM (gréafico 3). Em meio
liquido, os valores de CIM para 18%, 59% e 23% das amostras foram de 0,1mM,

0,05mM e 0,025mM, respectivamente (gréafico 4).
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Gréfico 3: Perfil de suscetibilidade de P. aeruginosa a metais pesados em meio
Tryptic Soy Agar (TSA)
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Gréfico 4: Perfil de suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa a metais pesados
em Mueller Hinton broth (MHB)
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5.4 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas geradas pelo programa PAST para as amostras
estudadas estdo representadas pelo grafico 5, que identifica as amostras bacterianas
representadas pelos seus numeros correspondentes. As amostras estédo
correlacionadas pela distancia. Esse € um tipo de andlise multivariada que tem como
base agrupar as amostras de acordo com a proximidade de caracteristicas em
comum, logo, amostras mais proximas sao consideradas mais semelhantes entre si.
Assim, as variaveis sensiveis e intermediarias estdo mais proximas e as variaveis
resistentes estdo mais distantes. As amostras mais distantes representam resisténcia
a dois, trés ou a todos os antimicrobianos testados neste estudo. Quanto maior a

distancia, maior o seu nivel de resisténcia.

Grafico 5. Perfil de distribuicdo das amostras de Pseudomonas aeruginosa em

funcado da distancia dos dados multivariados
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Com base no perfil apresentado, pode-se destacar trés principais grupos , 0 grupo
representado pelo circulo amarelo, que corresponde as amostras sensiveis e
intermediarias, o grupo de coloragdo roxa, agrupa as amostras resistentes a pelo
menos um antimicrobiano, ja o grupo representado pelo triangulo vermelho, inclui as
amostras resistentes a dois, trés e/ou a todos os antimicrobianos ( grafico 5).Com
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relacdo aos metais pesados, o cadmio foi o metal que mais se aproximou dos
agrupamentos e se correlacionou com o0s antimicrobianos que tiveram o maior

percentual de resisténcia.

6. DISCUSSAO

Com a industrializacdo e moderniza¢do ao longo dos anos, as mudancas no
estilo de vida da populacéo sdo notdrias e, nesse cenario, uma grande quantidade de
farmacos antimicrobianos e metais pesados sdo lancados no ambiente, o que,
consequentemente, influencia na disseminacgédo de bactérias multirresistentes a estes
compostos, afetando, diretamente, a saude da populacdo (OVES & HUSSANI, 2016).
Considerando a relevancia do tema, este estudo foi desenvolvido com objetivo de
avaliar o perfil de suscetibilidade a antimicrobianos e metais pesados de amostras de

P. aeruginosa isoladas de pacientes hospitalizados.

Com relacdo as amostras que foram resistentes a todos os antimicrobianos, é
possivel que sejam extensivamente resistentes a antimicrobianos (XDR). Este termo,
atribuido pelo Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) e pelo Centro
Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC), identifica amostras
resistentes a pelo menos um agente de todas as classes de antimicrobianos, exceto
duas ou menos. No entanto, para classificar um organismo como XDR, os testes
precisariam incluir mais do que as cinco classes de antimicrobianos testadas. Assim,
as amostras foram classificadas como multirresistentes (MDR), definidas como
aguelas que ndo sdo suscetiveis a pelo menos um agente de trés ou mais classe de
antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012; KADRI et al., 2018).

Os fatores de risco, que favorecem a infeccao por amostras de P. aeruginosa
resistentes, em especial a multiplos farmacos antimicrobianos, sédo internacdo em
unidade de terapia intensiva (UTI), uso preliminar de antimicrobianos e retornos
consecutivos ao ambiente hospitalar. Neste estudo, as amostras foram provenientes
de pacientes internados em um hospital de alta complexidade, o que pode explicar os
achados. A identificacdo de pacientes de alto risco é importante. Os profissionais de
saude devem ficar atentos e avaliar a adequacéo da implementacdo de tratamentos
empirico e alternativo (RAMAM et al., 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Kadri%20SS%5BAuthor%5D
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No presente estudo, a parcela de amostras ainda sensivel aos antimicrobianos
testados foi maior do que a parcela de amostras resistentes. Ainda assim, o perfil de
resisténcia observado é preocupante, tendo em vista que, na pratica clinica, a eficacia
da antibioticoterapia € comprometida. Esse fato reforca a necessidade de estudos
como esse, bem como o controle epidemioldgico de pacientes hospitalizados.

Com relacdo ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras de
Pseudomonas aeruginosa estudadas os farmacos beta-lactamicos sdo aqueles mais
prescritos na pratica clinica (ARRUDA et al., 2019). Sabendo-se da relevancia da
pressédo seletiva na elevacdo das taxas de resisténcia a antimicrobianos, o resultado €
esperado. No caso do meropenem, a resisténcia aos carbapenémicos, classe na qual
0 meropenem faz parte no Brasil ocorre, principalmente, pela producdo de enzimas
carbapenemases, sendo Imipenemase (IMP-1) e S&o Paulo imipenemase (SPM) as
mais prevalentes (ARAUJO et al., 2016; FIGUEREDO et al., 2021). Os
resultados da CIMs para para meropenem sdo semelhantes aos relatados por um
grupo de pesquisadores que detectaram CIM >16 pg/mL para 90% das amostras de
P. aeruginosa avaliadas. Os autores identificaram, por método genético, genes que
codificam enzimas carbapenemases, sendo spm o gene mais prevalente (BEIRAO et
al., 2020).

Para ceftazidima um estudo feito na Jordania detectou 100% de sensibilidade
a este antimicrobianos entre amostras de P. aeruginosa (TARAZI et al., 2021). Alguns
estudos demonstraram que a deteccado de amostras resistentes a ceftazidima estava
relacionada a pacientes que passaram por tratamentos longos recorrentes de fibrose
cistica (PARKINS et al.,, 2018; TARAZI et al., 2021). No estudo de Tarazi e
colaboradores (2021), ja citado, nenhum paciente tinha fibrose cistica. No presente
estudo, ndo tivemos acesso aos dados dos pacientes. No Brasil, as cefalosporinas de
32 geragcdo estdo entre os antimicrobianos mais prescritos na clinica médica (DA
SILVA et al., 2021). No estudo de Beirao e colaboradores (2020), conduzido no Brasil,
os valores da CIM de cefalosporinas para 90% das amostras de P. aeruginosa foi
superior a 32ug/mL. Ja no presente estudo, os valores para a maioria das amostras
resistentes foram > 64ug/mL, considerados bem elevados.
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O uso das cefalosporina comegou por volta dos anos 90 e, desde entéo, foi
amplamente utilizada contra P. aeruginosa. Porém, desde os anos 2000, observa-se
gue a eficacia deste grupo de medicamentos vem sendo comprometida pela

expressdo de enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBLSsS). Atualmente,
cefalosporinas sdo empregadas em associacdo com inibidores de beta-lactamases
(DAIKOS et al., 2021; MATESANZ et al., 2021). Considerando o uso do antimicrobiano
associado a um inibidor de beta-lactamases, seria importante avaliar a suscetibilidade
das amostras frente ao uso combinado, por exemplo, da combinacao ceftazidima +
tazobactam ou ceftolozone + tazobactam, para subsidiar a escolha do uso combinado
de farmacos na clinica (BEIRAO et al., 2020). Além da expressédo de enzimas, outros
mecanismos, como superexpressao de bombas de efluxo contribuem para a

resisténcia bacteriana a cefalosporinas.

Um estudo anterior a este, conduzido pelo nosso grupo, detectou em uma das
amostras a presenca do gene blaces, que confere resisténcia a penicilinas e a
cefalosporinas (SILVA, 2020). Como outros genes ndo foram investigados, ndo é
possivel discutir de forma mais profunda o mecanismo possivelmente envolvido na

resisténcia da bactéria as cefalosporinas.

Com relacdo a peperacilina+ tazobactam um estudo recente identificou um
perfil de resisténcia semelhante ao encontrado neste estudo, 50 amostras clinicas de
P. aeruginosa, com taxa de resisténcia de 16% (AL-THABHAWEE et al., 2022). Outro
estudo, realizado em Recife-PE, no periodo de 2018 e 2019, demonstrou que PPT foi
0 segundo agente antimicrobiano mais eficaz contra P. aeruginosa, ficando atras
apenas da polimixina (COSTA JUNIOR et al., 2020). Em contraste, no presente
estudo, PPT néo ficou entre os agentes mais eficazes. Ao contrério, ficou entre aqueles
aos quais a resisténcia foi mais comumente detectada. Um estudo recente detectou
CIMs entre 64 e 512 pg/mL da associacdo PPT (OKOLIEGBE et al., 2021).E
importante a conducdo de investigacbes que permitam o acompanhamento da
tendéncia de aumento da resisténcia a PPT ao longo dos proximos anos. Contudo,

com base nos dados recentes divulgados, a diminuicéo da efetividade do farmaco pode
ser atestada.

e

O proximo antimicrobiano a ser discutido € o ciprofloxacino pertencente a

classe das fluorogquinolonas, e a ocorréncia de mutagcdes é importante para a


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okoliegbe%20IN%5BAuthor%5D
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resisténcia a ele. Com relagcdo ao mecanismo bioquimico de resisténcia, destaca-se o
efluxo ativo do farmaco (ZHAO et al., 2020). Como foram detectados valores de CIM
variando de 2 a 32ug/mL. Segundo ARAUJO e colaboradores (2016), amostras com
CIM > a 32ug/mL fornecem indicios de presenca de genes mediados por plasmideos,
tais como gnrS e aac(6')-Ib-cr. Um estudo anterior, que incluiu as mesmas amostras
da presente investigagdo, demonstrou a presenca do gene aac(6')-lb-cr em trés
amostras, uma com CIM de 16ug/mL e duas com CIM de 32ug/mL.

As menores taxas de resisténcia foram para a amicacina e os dados estéo de
acordo com outros estudos e podem estar relacionado a uma prescricdo meédica
menos comum do referido farmaco (AHMADIAN et al., 2021). Com relacédo as CIMs
superiores ou igual a 128ug/mL encontradas neste estudo, em um outro estudo feito
no Nordeste do Brasil com amostras hospitalares de P. aeruginosa apresentou
resultados semelhantes para tobramicina, um outro aminoglicosideo. Os autores
concluiram que os valores elevados de CIM estavam associados a presenca de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) (COSTA- JUNIOR et al., 2021.
Nossos resultados podem sugerir a presenca de AMEs nas amostras com niveis de
resisténcia elevados (KASHFI et al., 2017). A ocorréncia dessas enzimas é um Serio
problema e o aumento das concentracdes inibitérias minimas pode indicar a presenca
simultanea dessas enzimas (AHMADIAN et al., 2021).

Com relagéo aos metais pesados foi observado na literatura uso dos termos
tolerancia e resisténcia com o0 mesmo significado e sendo atribuidos ao
comportamento das bactérias expostas a metais pesados. Assim, ambos s&o
empregados para descrever a sobrevivéncia bacteriana em meios ricos em metais
pesados (VIRIEUX-PETIT et al., 2022). No presente estudo, optou-se pelo emprego
do termo resisténcia a metais pesados. Atualmente, o ambiente é afetado, com
frequéncia, por metais pesados. O solo e a agua, por exemplo, sdo intensamente
perturbados por metais pesados que se acumulam, causando poluicdo ambiental e
riscos a saude (OVES e HUNSSAIN, 2016). O perfil de resisténcia em diferentes
meios (solido e liquido) traz CIMs diferentes, em meio sélido, as concentractes
inibitérias minimas foram maiores (gréfico 3), possivelmente, devido as condi¢cbes de
difuséo, mobilidade e biodisponibilidade (BENGHAIT e BLAGHEN, 2020).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ahmadian%20L%5BAuthor%5D
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Se tratando de cada metal especificamente para zinco o efluxo ativo € o
principal mecanismo de resisténcia bacteriana (ARGUDIN, et al., 2019). Sabe-se que
P. aeruginosa possui quatro sistema de exportacao de zinco, CadA, CzcCBA, CzcD e
YiiP, com destaque para os dois primeiros. Esses sistemas garantem uma rapida
adaptacdo das células bacterianas as varias concentracfes de zinco (DUCRETE et
al., 2020; DUCRETE et al., 2021). CARDENAS e colaboradores (2017) relataram CIM
de 6mM para 47,8% das amostras estudadas, semelhantes as encontradas neste

estudo.

Para o metal pesado cadmio os resultados obtidos neste estudo em meio sélido
foram semelhantes aos relatados por RAJA e colaboradores (2008). Em meio liquido,
a CIM de 10mM foi detectada para 98% das amostras (grafico 4). Em 2016, um estudo
identificou CIM >7mM de Cd em meio liquido (PITONDO-SILVA et al., 2016). Em um
outro estudo, uma CIM semelhante, de 7,2mM, foi observada. Assim, P. aeruginosa
tem sido considerada altamente resistente ao cadmio (ZIVKOVI, et al., 2018). Os
dados da presente investigacao estao de acordo com a literatura, que aponta o cadmio
como o metal pesado mais comumente associado a resisténcia bacteriana, seguido
de cobre e zinco (NGUYEN et al., 2019). A resisténcia de P. aeruginosa a Cd pode
ser atribuida pela expressao dos genes czcA, czcB e czcC associados a bombas de
efluxo do tipo RND. Dessa forma, a medida que a concentracdo de Cd aumenta, a
bactéria é submetida a este estresse e ha ativacdo do sistema de efluxo (DAS e
CHAKRABORTY, 2014). Com relacdo a alta resisténcia a Cd, é possivel que possa
ser atribuida a presenca de diferentes genes localizados em elementos genéticos
moveis (CHEN et al., 2019; GALLARDO-BENAVENTE et al., 2021).

Para cobre os dados da literatura sdo variados, mas, indicam aumento dos
niveis de resisténcia de cobre ao longo dos anos. Estudos anteriores realizados em
2015, 2016 e 2020 identificaram valores de CIM de cobre de 3mM, > 5mM e 8mM,
respectivamente (CHOUDHARY e SAR, 2015; PORMOHAMMAD et al., 2020). Varios
mecanismos estao envolvidos na resisténcia ao cobre. Entre eles, pode-se mencionar
o efluxo ativo onde varias proteinas exportadoras estdo envolvidas no processo para
assegurar a exportacdo do cobre para fora da célula (VIRIEUX-PETIT et al., 2022).
Em muitos casos, a resisténcia de P. aeruginosa ao cobre se da pela aquisicédo de

genes de resisténcia presente em ilhas gendmicas. Entre elas, ja foi identificada a ilha


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen%20J%5BAuthor%5D

53

gendmica GI7, que continha seis genes envolvidos na resisténcia ao cobre. Esse dado
demonstra a possibilidade de transferéncia de genes de resisténcia a metais pesados
para patogenos hospitalares (PETITJEAN et al., 2017).

No caso da prata em um estudo recente, os pesquisadores relataram CIM de
prata de 0,03mM, a mais baixa entre os metais pesquisados (PORMOHAMMAD e
TURNER, 2020). Os dados da presente investigacdo apontam para resisténcia a
concentragdes elevadas do metal. H4 a necessidade de controle de uso dos produtos
a base de prata, para evitar a pressao seletiva.

A resisténcia bacteriana a prata pode ser adquirida por meio da transferéncia
horizontal de genes e os principais genes envolvidos s&o silE, silP e silS (SUTTERLIN
et al., 2017; WANG et al., 2022). Ja se sabe que a prata possui um grande potencial
antimicrobiano e a busca por tecnologias inovadoras a base de prata tem crescido a
cada ano (FERNANDEZ et al., 2021). No entanto, € necessario atencdo ao seu uso,

visto que a resisténcia a esse metal coloca em risco sua eficacia na pratica clinica.

Considerando que as bactérias estdo cada vez mais expostas a metais
pesados e a antimicrobianos em diferentes reservatérios ambientais, sabe-se que a
disseminacdo de resisténcia antimicrobiana é favorecida. Neste estudo, as amostras
gue apresentaram um percentual de resisténcia elevado aos antimicrobianos
testados, exibiram também CIMs de metais pesados elevados. Nos parece
fundamental a realizacdo de testes para avaliagcdo da ocorréncia de resisténcia
cruzada entre metais e farmacos antimicrobianos. Por exemplo, sabe-se que a mesma
bomba de efluxo de P. aeruginosa que confere resisténcia aos metais cadmio e zinco,
confere também resisténcia a farmacos antimicrobianos (MARGUERETTAZ et al.,
2014; IMRAN, et al., 2019; NGUYEN et al., 2019). O fator de corresisténcia também é
passivel de ser analisado, uma vez que o0s genes que conferem resisténcia a
aminoglicosideos e beta-lactamicos, por exemplo, séo transferidos de forma horizontal
entre amostras de origem clinica e assim conferem também resisténcia a metais
pesados (WALES E DAVIES, 2015). Seria interessante pesquisas futuras para

comprovar essa hipétese nessas amostras.
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7. CONCLUSOES

Este estudo teve como objetivo principal identificar o perfil fenotipico da
resisténcia de P. aeruginosa a farmacos antimicrobianos e a metais pesados. Entre
as classes de antimicrobianos analisadas neste estudo, o maior nivel de resisténcia
foi observado para farmacos [-lactamicos. Sabe-se que esta classe de
antimicrobianos € a mais utilizada na pratica clinica. Entretanto € perceptivel a
diminuicdo da sua eficacia, o que traz graves riscos a saude da populacdo. Foram
detectadas poucas publicacdes que empregam o BrCAST, o que dificultou a andlise
de parte dos dados obtidos neste estudo. Considerando que esta é a padronizacao
adotada hoje no Brasil, é fundamental sua adocdo em trabalhos de pesquisa

desenvolvidos na area.

Com relacédo aos metais pesados, taxas elevadas de resisténcia a Zn, Cd e Cu
foram observadas. Essa resisténcia pode estar relacionada a presenca de elementos
genéticos moéveis e ilhas gendmicas. E importante que mais estudos sejam
conduzidos, visando a identificacdo dos marcadores genéticos associados a
caracteristica. Também, é fundamental a padronizacdo dos testes para avaliagdo da
resisténcia a metais pesados, o0 que permitira uma analise mais adequada e uma

comparacdo mais efetiva dos dados gerados.

Os dados obtidos neste estudo mostram a relevancia do tema e de estudos
gue discutam esta problemética em uma perspectiva de saude Unica, fundamental
para o controle mais efetivo da resisténcia bacteriana a antimicrobianos, reconhecido,

hoje, como um desafio de ordem mundial.
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9. ANEXO

MER AMI CAZ PPT CIP
Amostras MIC o/ greast M€ cLsi Brcast M€ cisi Brcast M©  cisi Brecast M©  cLsi  BRcast
pg/ ml pg/ mi pg/ ml pg/ ml pg/ mi
2 >64 R R 128 R R 32 R R 128 R R 32 R R
16 16 R R >256 R R 2 S | 4 S | <025 S s
25 2 S s 16 S S 64 R R 128 R R 32 R R
79 4 | | 4 S S 4 S | 8 S | <025 S S
97 1 S S 4 S S 4 S | 8 s | 05 S R
114 2 S S 8 S S 64 R R 128 R R 32 R R
121 2 s s 1 S s 4 S | 16 S | <025 S S
195 1 S s 4 S S 4 S | 8 S | <025 S S
196 05 S s 2 S S 4 S | 4 S | <025 S s
199 05 S S 8 S S 4 S | 8 S | 05 S R
235 16 R R 8 S S 16 | R 64 | R <025 S S
243 16 R R 128 R R 32 R R 64 | R 32 R R
246 05 S s 4 S S 2 S | 4 S | <025 S S
250 1 S s 4 S S 2 S | 4 S | <025 S S
268 2 S S 8 S S 128 R R 512 R R 1 | R
283 2 S s 2 S S 2 S | 4 S | 05 S R
292 05 S S 2 S S 4 S | 16 S | <025 S S
318 4 | | 128 R R 2 S | 8 S | 16 R R
319 05 S s 2 S S 4 S | 2 S | <025 S S
324 1 S S 2 S s 2 S | 4 s | <025 S s
340 4 | | 4 S S 2 S | 4 s | <025 S s
353 >64 R R >256 R R >256 R R >512 R R 2 R R
360 1 S S 2 S S 4 S | 8 S | <025 S R
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