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                                         RESUMO 
 

Fármacos antimicrobianos representam um recurso fundamental na medicina, com 

impactos imensuráveis nas abordagens terapêuticas, entretanto a disseminação da 

resistência bacteriana a fármacos antimicrobianos é um grande desafio para os 

profissionais da saúde. Metais pesados são elementos naturais presentes em vários 

ecossistemas, não obstante atividades antropogênicas estão favorecendo o acúmulo 

de metais pesados que em consequência, selecionam e contribuem com a promoção 

da resistência bacteriana. Pseudomonas aeruginosa, um bastonete Gram-negativo 

não fermentador, é considerado um patógeno oportunista, muito relevante, em 

especial, como agente de infecções relacionadas à assistência à saúde. Este estudo 

visa a avaliação fenotípica de 44 espécimes clínicos hospitalares de P. aeruginosa a 

1 antimicrobianos: Quais sejam, meropenem, amicacina, ceftazidima, 

piperacilina+tazobactam e ciprofloxacino, bem como 4 metais pesados: Zinco, prata, 

cádmio e cobre. O perfil de suscetibilidade a antimicrobianos foi determinado pela 

avaliação da concentração inibitória mínima (CIM) e, para metais pesados, foram 

feitos testes em meio sólido [Tryptic Soy Agar (TSA)] e líquido [Mueller Hinton Broth 

(MHB)]. Os resultados identificaram maiores percentuais de resistência a fármacos β- 

lactâmicos, entre eles, em especial, ceftazidime. Com relação aos metais pesados, 

taxas elevadas de resistência a zinco, cádmio e cobre foram detectadas. Observou- 

se aumento considerável da CIM de prata para a maioria das amostras, o que 

representa um sinal de alerta ao uso deste metal na prática clínica. A resistência a 

fármacos antimicrobianos e a metais pesados é uma realidade preocupante e todos 

os esforços no sentido de controlar sua evolução devem ser evitados. 

 
. 
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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 β-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. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

 

1.1  FÁRMACOS ANTIMICROBIANOS: HISTÓRICO E ASPECTOS GERAIS 

 
 

Os fármacos antimicrobianos são compostos naturais, semissintéticos ou 

sintéticos, capazes de interromper a multiplicação ou causar a morte de 

microrganismos por diversos mecanismos (LIWA e JAKA, 2015; PREMANANDH et 

al., 2016). Nas células bacterianas, eles atuam interferindo na síntese da parede 

          celular, de proteínas, de ácidos nucleicos e de metabólitos essenciais (metabolismo do 

ácido fólico) ou interferindo na estrutura da membrana plasmática (LIWA e JAKA, 

2015). A figura 1 mostra os principais alvos de ação de alguns fármacos 

antibacterianos. 

 

 
 Figura 1: Principais alvos de ação de fármacos antibacterianos. 

 

 

Fonte: Modificado de TORTORA; FUNKE; KASE, 2017 

 

A introdução de fármacos antimicrobianos na prática médica teve um impacto 

enorme na terapêutica, sendo considerada uma verdadeira revolução no combate a 

            agentes infecciosos patogênicos (ALÓS, 2015). Considera-se que a quimioterapia, um 

marco da medicina moderna, foi criada em 1909 por Paul Ehrlich que, na busca por 

uma substância química que tivesse ação antimicrobiana, desenvolveu um composto 
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a base de arsênio, denominado de 606. Essa denominação deu-se devido as 605 

tentativas feitas por ele para a modificação do composto que, posteriormente, 

alcançou sucesso e, assim, foi comercializado. A substância foi denominada como 

           Salvarsan, que em latim significa “salve”, mostrando-se eficaz para o tratamento de 

pacientes com sífilis, o que teve repercussões profundas e mudou o rumo da história 

na terapêutica na área da infectologia. Seguiu-se, então, a descoberta da penicilina, 

por Alexander Fleming, em 1928, e das sulfonamidas, pelo médico Gerard Domagk, 

em 1930 (ARAÚJO, 2013). 

  Seguindo-se à descoberta da penicilina por meio fungo Penicillium, passou-se 

a buscar outras substâncias com atividade antimicrobiana a partir de microrganismos. 

Assim, foram relatadas, por exemplo, a estreptomicina, produzida pelo gênero 

Streptomyces, e a cefalosporina, produzida pelo fungo Cephalosporium (VON 

NUSSBAUM, et al., 2006; FERNANDES, 2006; GUIMARÃES et al., 2010). Essa era 

           de busca por compostos naturais foi, então, sucedida por um período de 

desenvolvimento de novos antimicrobianos baseado em mudanças estruturais de 

moléculas naturais descobertas, nomeados de semissintéticos (WALSH, 2004; 

PEREIRA et al., 2016). 

A princípio, os fármacos antimicrobianos foram eficazes no controle de 

         infecções causadas por diversos agentes bacterianos, provendo tratamento para 

milhões de pessoas em várias partes do mundo (PONTES et al., 2018). Entretanto, 

tem se observado nítida redução da eficácia desse grupo de medicamentos, 

relacionada à ocorrência de bactérias resistentes a eles (ALÓS, 2015). 

 

1.2 PROBLEMÁTICA DA RESISTÊNCIA A FÁRMACOS ANTIMICROBIANOS 
 

As células bacterianas podem apresentar várias estratégias que conferem 

resistência a fármacos antimicrobianos. Entre elas, citam-se inativação do 

antimicrobiano, modificação do local alvo de ligação do antimicrobiano, redução da 

permeabilidade celular ao antimicrobiano e ativação de bombas de efluxo, que 

           permitem a expulsão do antimicrobiano da célula (FIGURA 2). A capacidade de 

formação de biofilme também vem sendo incluída nesse grupo de propriedades que 

conferem proteção contra a ação de fármacos antimicrobianos (SANTAJIT e 

INDRAWATTANA, 2016). 
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Figura 2: Principais mecanismos de resistência a fármacos antibacterianos. 
 

 

 
Fonte: Modificado de TORTORA; FUNKE; KASE, 2017 

 

 

A resistência bacteriana aos fármacos antimicrobianos é um dos maiores 

desafios enfrentados por profissionais da área de saúde em todo o mundo. 

Caracteriza-se pela habilidade do microrganismo de sobreviver e manter sua 

capacidade de multiplicação na presença de agentes antimicrobianos (PONTES et al., 

      2018; KUMAR et al., 2019). 
 

Duas formas básicas de resistência a fármacos antimicrobianos podem ser 

distinguidas, quais sejam, resistência intrínseca e resistência adquirida. A resistência 

intrínseca corresponde à capacidade natural das bactérias de resistir a fármacos 

específicos. Ela decorre de características inerentes ao microrganismo, por exemplo, 

           pela ausência do alvo do antimicrobiano. Por exemplo, pacientes com infecções 

causadas por bactérias do gênero Mycoplasma não devem ser tratados com 

antimicrobianos beta-lactâmicos, uma vez que o agente não possui parede celular, 

alvo de ação do grupo e fármacos. Essa resistência é bem estabelecida e, assim, mais 

facilmente contornada. De posse do conhecimento prévio da sua ocorrência, a 

            seleção de antimicrobianos pode ser facilmente realizada. O maior desafio é imposto 

pela resistência adquirida, resultado de mudanças na composição genética de um 

microrganismo, anteriormente sensível, que se torna resistente devido à aquisição de 

Antimicrobiano 

Antimicrobiano 

Molécula-alvo 
alterada Ação enzimática 

3. Inativação por enzima 

5. Efluxo do antimicrobiano 

Antimicrobiano 
inativado 

1. Alteração da molécula-alvo 

Antimicrobiano 

2. Bloqueio da entrada 
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marcadores genéticos que codificam esta propriedade. Por isso, essa resistência 

requer monitoramento constante, em especial, para orientação da antibioticoterapia, 

evitando falhas terapêuticas previsíveis (BAPTISTA, 2013; PREMANANDH et al., 

            2016; SANTOS, 2018). Já se sabe que o uso abusivo e inadequado de 

antimicrobianos ao longo dos anos provoca pressão seletiva à qual as bactérias são 

expostas e, como consequência direta desta prática, observa-se o aumento da 

resistência a antibacterianos, mesmo quando estão em concentrações elevadas 

(YUEN et al., 2018). 

  Bastonetes Gram-negativos são incluídos entre os grupos bacterianos mais 

desafiadores no que se refere ao estabelecimento de protocolos eficientes para o 

controle de disseminação da resistência a fármacos antimicrobianos. A resistência a 

antimicrobianos é uma propriedade que tem evoluído de forma importante no grupo 

dos bastonetes Gram-negativos. Os mecanismos de resistência a antimicrobianos 

           expressos por eles são diversos, com ênfase para a produção de enzimas, em 

especial, β-lactamases, que conferem resistência a fármacos β-lactâmicos. Essa 

classe de antimicrobianos responde por cerca de 50% da fabricação e prescrição 

desse grupo de medicamentos em nível mundial. Merecem menção as β-lactamases 

de espectro estendido (ESBLs), como a enzima temoneira (TEM), variável 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 resistência a antimicrobianos é considerada uma ameaça global à 

           saúde da humanidade (FIGURA 3). Segundo a Organização Mundial da Saúde 

(OMS), a estimativa é de que, até 2050, a redução da eficácia dos antimicrobianos 

poderá resultar em um número maior de mortes do que de todas as outras doenças 

de grande impacto, chegando a cerca de 10 milhões de óbitos anuais (OMS, 2014; 

PREMANANDH et al., 2016). Em algumas situações, é como se vivenciássemos a era 

           pré-antibiótica. Seria promissor se vários países unissem forças nessa luta, 

compartilhando experiências, contribuindo em pesquisas, visto que essa realidade de 

saúde que vivemos não respeita fronteiras e adotar medidas que visem ao controle da 

resistência antimicrobiana é uma responsabilidade de todos, sendo necessárias ações 

conjuntas, nos mais diversos níveis, a fim de se tentar preservar a eficácia dos 
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antimicrobianos e contornar ameaças futuras à saúde da humanidade (LAZOVSKI et 

al., 2017; PREMANANDHN et al., 2016). 

Figura 3. Estimativa de mortalidade em 2050 em comparação com outras 
 mortalidades causadas por doenças graves 

 

Fonte: World Health Organization (WHO), 2014. 
 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4736432/#B46
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1.3 BASES GENÉTICAS DA RESISTÊNCIA BACTERIANA A FÁRMACOS 

ANTIMICROBIANOS 
 
 

  No que se refere às bases genéticas da resistência a antimicrobianos, é 

importante lembrar do papel das mutações, por ser a fonte básica de variabilidade 

genética ocorre de forma vertical durante a replicação do cromossomo, também, é 

absolutamente fundamental mencionar o papel da recombinação que ocorre de forma 

horizontal o que permite a transferência de genes entre células bacterianas, essa 

            recombinação pode ocorrer de três formas básicas, transdução, transformação e 

conjugação, dessa forma toda a dinâmica da recombinação é acompanhada pela 

participação de vários elementos genéticos móveis que colaboram para concretização 

desses processos, tais como plasmídeos, fagos, transposons e integrons. (NODARI 

et al., 2016). 

  As três formas básicas de recombinação: transformação, transdução e 

conjugação permite a transferência do material genético que deve ser seguido pela 

sua integração ao DNA da célula receptora ou pela captura do DNA plasmidial. O 

primeiro processo descrito denominado de transformação, consiste na transferência 

de material genético da bactéria doadora para a receptora, que capta fragmentos de 

           DNA livres do meio extracelular. É um mecanismo menos eficiente, mais suscetível à 

interferência do ambiente e, para que ocorra, é necessário que a célula bacteriana 

receptora esteja em estado de competência. Um outro processo, a transdução, é 

mediado por bacteriófagos, que agem como veículos 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 clínico, é a conjugação. Neste caso, 

ocorre a conexão entre células doadora e receptora, mediada por pili ou adesinas 

(WINTERSDORFF et al., 2016). 

Se tratando dos elementos envolvidos na recombinação os plasmídeos são 

elementos importantes nesse processo, estes são elementos extracromossômicos de 

          DNA, autorreplicativos que, com frequência, albergam genes que conferem 

determinadas propriedades ao organismo, que representam, muitas vezes, vantagem 

competitiva em situações específicas, como é o caso da resistência a fármacos 

antimicrobianos. Os plasmídeos contribuem, de maneira importante, para a 

variabilidade genética bacteriana (CARATOLLI et al., 2013; MATHERS et al., 2015). 
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Sem dúvida, a rápida evolução da resistência bacteriana a fármacos antimicrobianos 

é favorecida pela possibilidade de recombinação, em especial, via elementos 

genéticos móveis. A transferência horizontal de plasmídeos é a principal forma de 

          disseminação de marcadores de resistência a antimicrobianos entre bactérias 

(PARTRIDGE et al., 2018). A identificação dos genes associados à resistência por 

meio de plasmídeos tem sido apontada como um fator extremamente relevante diante 

do contexto pandêmico da resistência antimicrobiana (WINTERSDORFF et al., 2016). 

Outros elementos genéticos importantes, são os integrons, descritos no final 

            dos anos 1980, por Stokes e Hall. Sua organização estrutural permite a incorporação 

e, em especial, a expressão de genes, muitas vezes, que codificam resistência a 

antimicrobianos. Possuem uma constituição dinâmica, que se altera, com relativa 

facilidade, permitindo a integração e excisão de cassetes gênicos (GILLINGS, 2014). 

A estrutura funcional dos integrons inclui alguns elementos básicos. O primeiro, 

            intl, é o gene que codifica a enzima integrase, uma recombinase sítio-específica, 

responsável pela inserção dos cassetes gênicos. O segundo, o sítio de recombinação 

attI, reconhecido pela integrase, que se recombina com um segundo sítio, attC, parte 

da estrutura denominada cassete gênico. Há, ainda, um promotor, Pc, que promove a 

expressão dos genes integrados (GILLINGS, 2014; KAUSHIK et al., 2018). 

  Os integrons comumente são agrupados em cinco classes com base no gene 

que codifica a integrase. Três delas estão associadas a fenótipos relacionados com 

multirresistência (MOZEL, 2006), sendo integrons de classe 1 os mais prevalentes 

(STALDER et al., 2014; AN et al., 2018). Já foram descritos, nessas estruturas, mais 

de 80 cassetes gênicos diferentes, relacionados com resistência por grande maioria 

           dos fármacos β-lactâmicos, aminoglicosídeos, quinolonas, macrolídeos, trimetoprim, 

rifampicina e cloranfenicol (KAUSHIK et al., 2017; CHEN et al., 2018). Integrons de 

classe 1 já 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 transpósons também considerados elementos importantes nesse contexto, 

são caracterizados como segmentos de DNA que possuem a capacidade de se mover 
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de uma local para outro do genoma. Essa movimentação é possível devido à presença 

de proteínas denominadas transposases. Os transpósons podem codificar resistência 

a antimicrobianos. A produção de carbapenemases, por exemplo, já foi associada em 

           P. aeruginosa à presença dos transpósons Tn4401 (blaKPC-2) e Tn3 (blaVIM) ( 

PARTRIDGE et al., 2018;  BOTELHO et al., 2019). 

 

Os bacteriófagos também são elementos genéticos móveis reconhecidos como 

carreadores de material genético entre microrganismos. Eles contribuem para a 

disseminação de genes que codificam resistência a antimicrobianos, sendo 

           transferidos por transdução lítica ou lisogênica. Na forma lítica, o material genético é 

capturado pelo fago, inserido na célula bacteriana e, então, inicia-se ciclo de 

multiplicação viral, novos fagos são formados e há a lise celular. Já na forma 

lisogênica, o material genético é inserido na bactéria, ligando-se ao seu DNA e 

permanecendo em estado de profago, mantendo a viabilidade da célula hospedeira. 

           Já foi documentado a transferência horizontal de genes de resistência a 

antimicrobiano por transdução. Atualmente, há diversas pesquisas estão mais 

relacionadas a terapia com fagos. Porém, mais estudos são necessários para avaliar 

as possíveis consequências desse processo durante a terapia fágica (LECLERC et 

al., 2022). 

 

  Ainda se tratando das bases genéticas bacterianas da resistência a 

antimicrobianos, as ilhas genômicas (IGs) devem ser mencionadas. Elas 

compreendem um conjunto de genes acessórios, ou seja, genes que não são 

essenciais e que foram adquiridos por meio de transferência horizontal de genes 

(HTG). Dessa forma, contribuem para a diversidade e adaptação microbiana. Já foram 

           identificados inúmeros genes associadaos à resistência a antimicrobianos e a metais 

pesados em ilhas genômicas (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 RELEVÂNCIA CLÍNICA - O GRUPO ESKAPE 
 

 

O acrônimo ESKAPE refere-se a um grupo de bactérias com potencial de 

           virulência elevado, responsável por grande parte das infecções relacionadas à 

assistência à saúde (IRAS) e que possuem a capacidade de “escapar” da ação de 

vários fármacos antimicrobianos. São elas Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 

e Enterobacter (BOUCHER et al., 2009; NAVIDINA, 2016; MULANI et al., 2019). 

  A Organização Mundial da Saúde (OMS) reconheceu os membros do grupo 

ESKAPE como organismos contra os quais há necessidade premente de 

desenvolvimento de novos antimicrobianos. A. baumannii, P. aeruginosa, K. 

pneumoniae e Enterobacter foram classificados como prioridade crítica e E. faecium 

e S. aureus no grupo de alta prioridade (TACCONELLI et al., 2018). É notório que a 

           eficácia de antimicrobianos para tratamento de indivíduos com infecções por 

patógenos do grupo ESKAPE tem diminuído, o que lança um alerta para a 

possibilidade de um futuro no qual haja falta de recursos para a abordagem 

terapêutica destes pacientes (MULANI et al., 2019). Assim, essa é 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 os microrganismos pertencentes ao grupo 

ESKAPE, este estudo teve como enfoque a bactéria P. aeruginosa. 

 

 
1.4.1 Pseudomonas aeruginosa 

 
 

As primeiras observações relativas a P. aeruginosa datam de cerca de 1850, 

quando se observou que curativos cirúrgicos de pacientes apresentavam purulência 

de coloração azul-esverdeada, seguidamente associada a um agente transferível, 

assim denominado até o momento. Posteriormente, na década de 60, o pigmento 

           azul-esverdeado foi extraído 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 o gênero foi descrito por volta de 1894, 
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pelo professor Migula (LISTER et al., 2009; PALLERONI et al., 2010). Hoje, a bactéria 

é reconhecida como um organismo extremamente relevante na área de saúde, agente 

etiológico de doenças infecciosas que acometem os mais diversos sítios do nosso 

           organismo. 
 

P. aeruginosa pertence ao grupo dos bastonetes Gram-negativos não 

fermentadores. É uma espécie aeróbia, ubíqua, sendo isolada de diversos ambientes 

e comumente associada a infecções relacionadas à assistência à saúde (IRAS) 

(MOYES et al., 2009; SOONTHORNSIT et al., 2022). É conhecido por ser um 

           microrganismo bastante versátil, o que favorece a sobrevivência em várias condições 

(MIELKO et al., 2019). Esse perfil contribui para seu envolvimento na etiopatogenia 

de doenças infecciosas que acometem seres humanos, plantas e animais (ARTINI et 

al., 2018). 

No que se refere a patogenicidade, é reconhecida como um patógeno 

           oportunista. Está envolvido em quadros, como fibrose cística, pneumonia associada à 

ventilação mecânica, infecção urinária, infecções 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 está associada à composição celular e/ou a 

         substâncias secretadas pelo organismo (AZUAMA et al., 2020). Entre os vários fatores 

de patogenicidade de P. aeruginosa, destacam-se as estruturas de superfície, a 

capacidade de formação de biofilme, o sistema de sinalização quorum sensing e os 

sistemas de secreção proteica (AZAM et al., 2019). 

Com relação às estruturas de superfície, destacam-se o lipopolissacarídeo 

            (LPS), flagelos e pili. Flagelos e pili são filamentos responsáveis pela adesão e 

motilidade bacteriana. Já LPS é um elemento estrutural clássico da membrana externa 

das bactérias Gram-negativas. É reconhecido como um padrão molecular associado 

a patógeno (PAMP) e interage com o sistema imunológico do hospedeiro (KARNIELY 

et al., 2017; QIN et al., 2022). 

Em se tratando do biofilme, essa estrutura é formada por um grupo de 

organismos mantidos unidos por polímeros extracelulares autossecretados, 

resultando em uma estrutura funcional organizada (FRIDMAM e KOLTER, 2004). O 

biofilme de P. aeruginosa é constituído por polissacarídeos Pel, Psl e alginato, bem 

           como DNA extracelular, que são fundamentais para a fixação e a proteção da 

comunidade bacteriana, uma vez que dificultam a ação de antimicrobianos e do 

sistema imune do hospedeiro, contribuindo para a duração da infecção (THI et al., 

2020). 

No que se refere ao sistema de sinalização por quorum sensing, esse é 

            reconhecido como um mecanismo de comunicação entre células bacterianas que se 

comunicam por meio da produção, liberação e detecção de moléculas sinalizadoras, 

que são denominadas de moléculas autoindutoras. Em P. aeruginosa, o sistema de 

quorum sensing controla uma variedade de fatores de patogenicidade, bem como 

contribui para a colonização, inclusive, para a formação 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 expressão ao longo da 

infecção. Com isso, desempenha um papel importante no controle da infecção 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
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Quanto ao sistema de secreção e produtos secretados, estes regulam a 

interação bacteriana com o hospedeiro. Até o momento, foram identificados seis 

sistemas de secreção em P. aeruginosa (T1SS a T6SS), divididos em duas classes 

           principais. A primeira, denominada de sistema de secreção de uma etapa, tem como 

componentes as proteínas T1SS, T3SS, T4SS e T6SS, e a segunda classe, 

denominada de sistema de secreção em duas etapas, T2SS e T5SS (QIN et al., 2022). 

Entre as diversas substâncias secretadas por P. aeruginosa, destacam-se protease 

alcalina, elastase e lipases (SALMAM et al., 2019.; LI et al., 2021; ZHANG et al., 2021). 

           Também merecem menção as proteínas efetoras (ExoS, ExoT, ExoY e ExoU 

(VAREECHON et al., 2017). 

Ainda, P. aeruginosa secreta metabólitos secundários, tais como a piocianina 

e a pioverdina. A piocianina, seu pigmento azulado, tem propriedades tóxicas para as 

células, mediada pelo estresse oxidativo (GUPTE et al., 2021). Já a pioverdina, um 

            outro pigmento, conhecido por sua coloração esverdeada, é responsável pela 

captação de ferro (SUZUKI et al., 2018). 

Como mencionado, P. aeruginosa possui várias propriedades que conferem ao 

microrganismo habilidade de adaptação e persistência em vários ambientes, 

decorrentes da plasticidade do seu grande genoma (5,2 a 7 Mbp). São inúmeras vias 

           regulatórias que possibilitam uma alta adaptabilidade à bactéria ( MARTÍN et al., 2021). 

 

1.4.3 Suscetibilidade de P. aeruginosa a antimicrobianos 

 
 

  Investigar o perfil de suscetibilidade a fármacos antimicrobianos de P. 

aeruginosa é de grande importância, tendo em vista que, nos últimos anos, a 

resistência a esta classe de medicamentos tornou-se, globalmente uma grande 

ameaça à saúde da população (CHOU et al., 2020). P. aeruginosa está entre os 

patógenos mais preocupantes na prática clínica, é resistente a vários fármacos 

           antimicrobianos, o que limita cada vez mais as opções de antibioticoterapia efetiva 

contra este agente (IBRAHIM et al., 2020). Consequentemente, o combate a doenças 

infecciosas causadas por P. aeruginosa requer a tomada de decisões críticas na 

prática clínica, devendo-se levar em consideração a eficácia do antimicrobiano, o risco 

de resistência e a possível 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 resistência observados em P. aeruginosa podem ser 

intrínsecos, adquiridos ou adaptativos. Entre aqueles intrínsecos, pode-se destacar a 

           baixa permeabilidade da membrana e os mecanismos de efluxo, no caso da 

resistência adquirida, é fundamental mencionar a transferência horizontal de genes, 

com relação a resistência adaptativa pode-se destacar a capacidade de P. aeruginosa 

de formar de biofilme, essa habilidade serve como barreira que impede o acesso dos 

fármacos antimicrobianos (PANG et al., 2019; BEHBAHANI et al., 2019). 

  Entre os fármacos antimicrobianos usados contra infecções causadas por P. 

aeruginosa, estão os fármacos da classe dos aminoglicosídeos tendo como 

representantes, amicacina, gentamicina e tobramicina, estes atuam na síntese de 

proteínas, ou seja, liga-se à subunidade 30S do ribossomo e impede a síntese de 

proteínas (MENSA et al, 2018; PANG et al., 2019). 

  As Fluoroquinolonas representam uma outra classe de antimicrobianos, na qual 

estão incluídos o ciprofloxacino e o levofloxacino. Estes fármacos atuam na DNA 

girase e na topoisomerase IV, interferindo na replicação do DNA (ALDRED et al., 

2014). Em contrapartida a resistência a essa classe pode ocorrer por mudanças 

estruturais nessas enzimas (DNA girase e topoisomerase IV) e super expressão de 

           bombas de efluxo (ZHAO et al., 2020). 

Os β-lactâmicos são um grupo de fármacos semelhantes em sua estrutura, e 

possuem na sua estrutura química um anel beta-lactâmico, são classificados em 

penicilinas, cefalosporinas, carbapenêmicos e monobactâmicos, atuam na parede 

celular bacteriana, interferindo nas proteínas ligadoras de penicilinas (PBPs) e, 

           consequentemente, impedem a síntese de peptidoglicano (LIMA et al., 2020). Alguns 

mecanismos podem conferir resistência a diferentes β-lactâmicos (MENSA et al., 

2018). 

Os fármacos β-lactâmicos classicamente empregados contra P. aeruginosa 

incluem ceftazidima, uma cefalosporina de terceira geração, cefepime, uma 

           cefalosporina de quarta geração, carbapênemicos, como meropenem e imipenem e β-

lactâmicos combinados a inibidores de beta-lactamases. Até o momento, os inibidores 

de beta-lactamases mais conhecidos são ácido clavulânico, 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
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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 concentração inibitória mínima (CIM) do 

agente antimicrobiano. Adicionalmente, pesquisadores têm avaliado também as 

concentrações subinibitórias (sub-MIC) que, com o passar do tempo, influenciam na 

resistência a antimicrobianos (SHI et al., 2019; ALEANIZY, et al., 2021). 

Considerando as opções de tratamento e os mecanismos de resistência, a 

            realização do antibiograma tem papel importante na antibioticoterapia. Desta forma, 

órgãos internacionais e nacionais desenvolveram padrões e diretrizes para execução, 

interpretação e liberação de resultados dos testes realizados com fins diagnósticos 

(BEIRÃO et al., 2020; HUMPHRIES et al., 2021). 

Muitos dos testes de suscetibilidade seguem os padrões estabelecidos pelo 

            Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). No Brasil, recentemente, 

vem se adotando as determinações do Brazilian Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (BrCAST), um comitê reconhecido pelas Sociedade Brasileira 

de Análises Clínicas, Sociedade Brasileira de Infectologia, Sociedade Brasileira de 

Microbiologia e Sociedade Brasileira de Patologia Clínica e Medicina Laboratorial. 

            Baseado na padronização do EUCAST (Brazilian Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing), o BrCAST trabalha com o intuito de possibilitar a padronização 

e garantir um controle de qualidade nos testes de suscetibilidade a antimicrobianos 

realizados nos laboratórios clínicos de todo o território 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 RESISTÊNCIA A METAIS PESADOS 
 

Metais pesados são elementos naturais presentes no ambiente, alguns dos 

            quais são considerados fundamentais à vida, inclusive, para as bactérias. Entretanto, 

estando em altas concentrações, eles podem ser tóxicos. Acredita-se que a 

resistência a metais seja mais antiga que a resistência antimicrobiana e, apesar disso, 

não se sabe muito sobre sua epidemiologia (ARGUDÍN et al., 2019). 

Atividades antropogênicas estão favorecendo o aumento das concentrações de 

            metais, favorecendo seu acúmulo no ambiente, contaminando solo e água e 

contribuindo para a resistência a antimicrobianos, causando graves riscos à saúde 

pública (OVES e HUSSANI, 2016). 

Entre os metais aos quais a resistência vem sendo detectada, destacam-se 

cádmio (Cd), cobre (Cu), prata (Ag) e zinco (Zn) entre outros. O cádmio é um poluente 

importante, presente nos ecossistemas como produto secundário de indústrias 

metalúrgicas, tóxico para vários organismos. A exposição a esse metal pode se dar 

por meio de alguns alimentos, do tabagismo e de água potável (JARUP et al., 2009). 

A longo prazo, a exposição prolongada ao cádmio pode favorecer a progressão de 

células cancerígenas (YAN et al., 2022). 

 A exposição das bactérias ao cádmio pode levar, por exemplo, à ativação de 

sistemas de efluxo, representado na figura 4 o que confere resistência a este metal e 

a outros metais, como o zinco (RAJA et al., 2008). Entre os genes que conferem 

resistência ao cádmio estão yiiP, zntA, zntB e czc, além do óperon cad. Estes genes 

podem ser encontrados em vários elementos genéticos móveis (ARGUDÍM et al., 

      2019). 

O cobre é um metal com utilidades variadas, sendo usado como algicida, 

antiparasitário, fungicida e contraceptivo, entre outras utilidades. Com relação à 

resistência ao cobre, é importante mencionar o sistema de efluxo regulado pelos 

genes copA, cueO e cueP, ( figura 4) o óperon copABCDRS é composto por genes 

           que conferem resistência ao cobre em Pseudomonas sp, tendo sido descritos em 

plasmídeos e cromossomos (DAS et al., 2016; YU et al., 2017; ARGUDÍN 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
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A prata é um metal muito utilizado na prática clínica a milhares de anos. Possui 

propriedades antimicrobianas, com atuação na membrana das células bacterianas e 

está entre os metais mais usados na medicina. A sulfadiazina de prata, por exemplo, 

            de uso tópico, ainda é rotineiramente usada em queimaduras graves (HOBMAN e 

CROSSMAN, 2015 ). Ultimamente, tem-se explorado cada vez mais novas aplicações 

da prata, como nanopartículas de prata em diferentes especialidades odontológicas 

(FERNANDES et al., 2021). No entanto, a prata também está envolvida na 

disseminação da resistência antimicrobiana. Experimentos de conjugação provaram 

           que a resistência à prata mediada por plasmídeo pode se espalhar entre várias 

espécies bacterianas (HANCZVIKKE et al., 2018). Já se sabe que, no óperon siI, 

localiza-se genes que codificam resistência à prata silE, silCBA, silP, silF, silG e siLS. 

Esses genes já foram detectados em vários plasmídeos, próximos a genes que 

conferem resistência a fármacos antimicrobianos (HOBMAN & CROSSMAN, 2015; 

                             PAL et al., 2017). 

O zinco é um nutriente essencial para os organismos, envolvido na regulação 

do sistema imune inato e adaptativo. Os compostos de zinco são muito usados como 

aditivos alimentares e as suplementações a base de zinco reduzem distúrbios 

intestinais. Por ser um nutriente essencial, a deficiência 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 tóxico em altas concentrações. As 

bactérias podem utilizar estratégias como adsorção pela parede celular e sequestro 

intracelular, para captar o metal. Também, pode expressar o mecanismo de efluxo, 

para resistir aos seus efeitos tóxicos ( figura 4) (UPADHYAY e SRIVASTAVA, 2014). 

  Já se sabe que as bactérias estão expostas a diferentes contaminantes 

ambientais, tanto fármacos antimicrobianos como metais pesados, que exercem 

pressão seletiva, favorecendo o aumento das taxas de resistência. Importante 

destacar que a contaminação por metais pesados no ambiente pode favorecer a 

corresistência e a resistência cruzada. A corresistência é caracterizada pela presença 

          dos genes de resistência no mesmo elemento genético móvel, enquanto a resistência 

cruzada ocorre quando diferentes compostos atuam no mesmo alvo celular 

bacteriano. Assim, ambos, metais pesados e fármacos antimicrobianos são 

importantes agentes na disseminação da resistência 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
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FIGURA 4: Mecanismos de efluxo ativo de metais pesados 
 

Legenda: Representação esquemática de bombas de efluxo dos metais pesados: Cádmio (Cd); 
Cobre (Cu); Zinco (Zn); Prata (Ag). 

 

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 RESISTÊNCIA BACTERIANA NA PERSPECTIVA DA ONE HEALTH 
 

                        A abordagem da resistência bacteriana na perspectiva da One Health 

                       fundamenta-se nas relações entre seres humanos, outros animais e meio ambiente, 

            no que se refere a doenças infecciosas, muitas vezes compartilhadas. Um dos 

grandes desafios da One Health é garantir que que os antimicrobianos sejam 

utilizados primeiramente para a terapia, raramente para a profilaxia e jamais para a 

promoção do crescimento (MCEWEN E COLLIGNON, 2018). Por isso a One Health 

traz uma abordagem mais ampla dos riscos da resistência bacteriana e dá ênfase à 

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

A saúde humana é considerada como o setor com maior risco de infecção e/ 

ou colonização. O setor animal, mais precisamente na categoria de animais 

envolvidos na alimentação, tem apresentado grande demanda de intervenções contra 

a resistência antimicrobiana. Já o setor ambiental, tanto as coleções hídricas como o 

         solo, merece ser evidenciado nesse panorama. Deste modo, é importante que se 

estabeleça relações entre diferentes meios para intervenções mais sólidas, visto que, 

One Health busca uma saúde intersetorial (LÉGER et al., 2020). 

Dentre os vários setores envolvidos nesse contexto, o setor avícola, por 

exemplo, tem se destacado, uma vez que o consumo de proteína animal na 

            alimentação humana aumentou nos últimos 50 anos e entre o comércio total de carne 

(37,6 milhões de toneladas), 14,1 milhões de toneladas (37,5%) referem-se à carne 

de aves. O frango é o tipo de carne mais exportada, o que garante grande importância 

econômica da indústria avícola no cenário global, alavancando as atividades 

econômicas mundiais  Devido à  essa  crescente demanda por carne  de  aves, a 

           indústria avícola se encarrega de demandas maiores nas próximas décadas, o que 

reforça a importância de controle rigoroso do uso de antimicrobianos nesse setor, pois, 

sabe-se que seu uso favorece a disseminação de resistência entre patógenos 

zoonóticos, bem como entre bactérias não envolvidas na etiopatogenia de doenças, 

mas,   que   podem   ser   reservatórios   e   transportam   genes   de   resistência   a 

           antimicrobianos (ARGs) (SARAIVA et al., 2022). Vários autores atribuem a 

prevalência da disseminação da resistência antimicrobiana ao compartilhamento 

zoonótico de genes de resistência a antimicrobianos por transferência horizontal de 

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

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Pattis%20I%5BAuthor%5D
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forma, tem se recomendado a redução do uso de antimicrobianos nas rações animais 

(HICKMAN et al., 2021). 
 

Com relação à transferência horizontal de genes, o conjunto de todos os genes 

          e seus precursores envolvidos (resistoma) tem sido considerado como importante 

reservatório de transmissão de genes de resistência entre os diferentes setores. Por 

isso, estudos de diferentes resistomas na perspectiva da One Health são 

considerados essenciais para compreender os fatores prioritários e auxiliar na 

mitigação da resistência 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 características específicas de determinados grupos 

bacterianos, tem facilitado a disseminação de marcadores genéticos de resistência. 

Metais pesados são componentes naturais do meio ambiente encontrados em 

várias concentrações em ambientes terrestres e aquáticos, células bacterianas 

           quando expostas a contaminações por metais pesados desenvolvem características 

que permitem resistir a esses metais. 

Em consequência, bactérias resistentes a antimicrobianos e a metais pesados 

têm sido uma realidade constante, considerando um problema de saúde pública em 

nível mundial. É importante que se compreendam os mecanismos que contribuem 

            para o avanço da resistência antimicrobiana bem como da resistência a metais 

pesados, como também, quais fatores possam causar pressão seletiva em ambientes 

diversos, sejam assim claramente identificados e controlados. 

Estudos que visam à identificação da resistência a fármacos antimicrobianos e 

a identificação da resistência a metais pesados são absolutamente necessários. 

           Considerando que a problemática da resistência bacteriana a fármacos 

antimicrobianos e a metais pesados é de responsabilidade de todos, são necessárias 

ações conjuntas, que visem a preservar a funcionalidade dos antimicrobianos, 

impedindo que a ineficácia deste grupo de fármacos ameace a saúde da humanidade, 

como na era pré-antibiótica (PREMANANDN et al., 2016). Assim, pretende-se 

           identificar o perfil fenotípico de amostras bacterianas de relevância clínica isoladas de 

pacientes hospitalizados quanto a resistência fármacos antimicrobianos e a metais 

pesados, a fim de contribuir com dados que possam ser empregados na proposição 

de estratégias que visem ao controle da propagação da resistência bacteriana a 

antimicrobianos e a metais pesados. 
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3 OBJETIVOS 

 
 
 

3.1 OBJETIVO GERAL 
 

 

Avaliar o perfil fenotípico de resistência a fármacos antimicrobianos e metais pesados 

de amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes hospitalizados. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

          - Avaliar, por método quantitativo, o perfil de suscetibilidade a fármacos 

antimicrobianos de amostras bacterianas de P. aeruginosa recuperadas de 

pacientes hospitalizados. 

- Avaliar a concentração inibitória mínima de metais pesados das amostras clínicas 

de P. aeruginosa em estudo em meio sólido e meio líquido. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

 

O projeto foi aprovado pelos Comitês de Ética em Pesquisa da Santa Casa de 

            Misericórdia de Belo Horizonte (3.219.929) e da Universidade Federal de Minas 

Gerais (3.586.852). 

 
 

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS ISOLADAS DE PACIENTES HOSPITALIZADOS 

 
 

  As amostras de P. aeruginosa de interesse para o estudo foram isoladas de 

pacientes hospitalizados, cedidas pelo laboratório de análises clínicas da Santa Casa 

de Misericórdia de Belo Horizonte, MG. A escolha da espécie a ser estudada foi 

baseada em resultados de análises prévias dos dados do laboratório, que mostraram 

que P. aeruginosa está entre as bactérias com perfil de multirresistência de maior 

           prevalência no hospital. 
 
 

 

4.2 CONFIRMAÇÃO DA IDENTIDADE TAXONÔMICA DAS AMOSTRAS 

BACTERIANAS 
 
 

            As amostras bacterianas foram inoculadas em Tryptic Soy Agar (TSA; Difco, Sparks, 

MD, EUA) e encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia Oral e Anaeróbios 

(ICB/UFMG), para incubação por 24h, a 37ºC. A seguir, foi realizada coloração 

diferencial pelo método de Gram, para confirmação de cultura pura e, então, 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 identificação presuntiva foram submetidas a testes bioquímicos-fisiológicos 

para confirmação da espécie, seguindo protocolos indicados pela Agência Nacional 

de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2004). Assim, as amostras indicativas de P. 

aeruginosa foram cultivadas em Cetrimide Agar (Difco) e submetidas às provas de 

           oxidase e multiplicação a 42°C. 
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4.3 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A FÁRMACOS 

ANTIMICROBIANOS DE USO CLÍNICO 
 
 

 4.3.1 Preparo do antimicrobiano 
 
 

A avaliação do perfil de suscetibilidade das amostras bacterianas em estudo foi 

realizada pelo método de microdiluição em caldo, seguindo as recomendações do 

Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Os antimicrobianos testados 

           foram meropenem (USP Standards), amicacina (Sigma-Aldrich), ceftazidima (Sigma- 

Aldrich), piperacilina sódica + tazobactam sódico (Novafarma) e ciprofloxacino (Inlab). 

As soluções de estoque foram preparadas de forma que estivessem 10 vezes mais 

concentradas. Dessa forma, as concentrações foram de 1.280 µg/mL, 2.560 µg/mL, 

5.120 µg/mL, 10.240 µg/mL e 1.280 µg/mL, para meropenem (MER), amicacina (AMI), 

           ceftazidima (CAZ), piperacilina + tazobactam (PPT) e ciprofloxacino. Então, todos os 

antimicrobianos foram diluídos em 10 mL de água destilada estéril e, então, 

esterilizados por filtração em membrana 0,22 μm e armazenados em freezer -20°C. 

4.3.2 Preparo das microplacas 

 
 

            Com base na literatura os antimicrobianos foram testados nas seguintes faixas de 

concentrações: MER (0,125 a 64 µg/mL), AMI (1 a 256 µg/mL), CAZ (0,5 a 256 µg/mL), 

PPT (1 a 512 µg/mL) e CIP (0,25 a 32 µg/mL). As diluições foram realizadas em 

triplicata, em microplacas de fundo chato com 96 poços. Dessa forma, foram 

adicionados 100 µL de caldo Mueller Hinton cátion ajustado (Difco) em todos os poços, 

            com exceção da primeira fileira. Em seguida, a partir da solução estoque de 

antimicrobianos, foram preparadas as soluções de trabalho, de forma que todos os 

antimicrobianos estivessem duas vezes mais concentrados. Então, 200 µL da solução 

de trabalho dos antimicrobianos foram adicionados na primeira fileira das placas. Em 

seguida, com o auxílio de pipeta multicanal, alíquotas de 100 µL foram transferidas 

             para a segunda fileira e, na sequência, o procedimento foi repetido para as demais 

fileiras. Em seguida, foi desprezado o volume de 100 µL da última diluição, de forma 

que todos os poços ficassem com o mesmo volume. 
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4.3.3 Preparação do inóculo 
 

 

As amostras foram cultivadas em meio TSA e incubadas por 24h, a 35°C. 

            Posteriormente, com o auxílio de alça bacteriológica estéril, procedeu-se a 

transferência de 2 ou 3 colônias isoladas para um tubo de ensaio estéril contendo 10 

mL de solução salina estéril (NaCl 0,85%). A solução foi ajustada de acordo com a 

escala 0,5 de McFarland e, em seguida, com o auxílio de um espectrofotômetro, 

ajustou-se a densidade da suspensão para 0,1 unidade de densidade óptica a 600nm. 

           4.3.4 Adição do inóculo na placa 

 

A suspensão padronizada foi diluída 1:100 e, em seguida, com o auxílio de pipeta 

multicanal, alíquotas de 100 µL foram dispensadas em todos os poços da placa, 

exceto no controle negativo (controle de esterilidade). Controles positivos de 

           crescimento foram incluídos em cada teste e o controle de qualidade foi realizado com 

a amostra de referência P. aeruginosa ATCC 27853. As placas foram incubadas a 

35°C por 16 a 20h. 

 

4.3.5 Leitura do teste 

 

Após o período de incubação, as placas foram analisadas para validação dos 

controles e, posteriormente, realização da leitura. Assim, a CIM foi considerada como 

a menor concentração onde não foi observada multiplicação visível da bactéria, ou 

seja, a menor concentração de antimicrobiano (μg/mL) capaz de inibir a multiplicação 

           bacteriana. Os experimentos foram realizados em triplicata e a interpretação dos 

resultados foi baseada nos pontos de corte do CLSI (CLSI, 2021) e do BrCAST 

(BrCAST, 2021). 
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Quadro 1. Fármacos antimicrobianos testados contra amostras de P. aeruginosa 
 
 

Classe Antimicrobiano 

Aminoglicosídeo Amicacina 

Betalactâmico de amplo espectro Piperacilina+Tazobactam 

Carbapenêmico Meropenem 

Cefalosporina 3ª Geração Ceftazidima 

Fluoroquinolona Ciprofloxacino 

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

 

 4.4 DETERMINAÇÃO DO PERFIL DE RESISTÊNCIA DE METAIS PESADOS 
 

 

4.4.1 Determinação do perfil de resistência das bactérias a metais pesados em meio 

sólido 
 
 

        O perfil de resistência de P. aeruginosa a metais foi realizado de acordo com Deredjian 

e colaboradores (2011), com adaptações. Os metais e as respectivas faixas de 

concentração testadas foram: Zinco (5, 10, 20 e 40mM), cádmio (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). Então, as 

amostras bacterianas foram cultivadas a 37°C, por 24h, em TSA. A seguir, 2 ou 3 

           colônias foram ressuspendidas em solução 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, alíquotas de 100 µL de cada suspensão 

padronizada foram adicionadas aos poços de um replicador de Steers. Então, o 

inóculo foi realizado nos meios de cultura com as diferentes concentrações de metais 

            e na placa controle. O material foi incubado a 37°C, por 48h. A leitura foi realizada 

avaliando-se a presença de multiplicação bacteriana nas placas teste. Os 

experimentos foram realizados em triplicata. 
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4.2.2 Determinação do perfil de resistência a metais pesados em meio líquido 
 

 

A determinação da resistência a metais pesados em meio líquido foi baseada na 

           técnica de microdiluição em caldo (CLSI, 2021), com adaptações. As concentrações 

utilizadas foram 40mM; 20mM; 10mM; 5mM; 2,5mM; 1,25mM e 0,625mM para zinco 

(Zn), cobre (Cu) e cádmio (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 poços. Dessa forma, primeiramente foram adicionadas às placas 100 µL de 

            meio Muller Hilton cátion ajustado em todos os poços com exceção das primeiras 

fileiras. Em seguida, foi adicionado meio contendo os metais nas primeiras fileiras e, 

posteriormente, as diluições foram realizadas. O controle negativo consistiu de 200µL 

de meio adicionado de metal sem adição de inóculo. As amostras foram cultivadas em 

meio TSA e incubadas por 24h. A seguir, foram selecionadas 2 ou 3 colônias isoladas, 

           as quais foram adicionadas em um tubo de ensaio contendo 10mL de salina estéril, 

que foi padronizada a escala de 0,5 de McFarland e D.O de 0,1 a 600nm. A suspensão 

foi diluída na proporção 1:100 e, em seguida, com o auxílio de pipeta multicanal, 100µL 

da suspensão bacteriana padronizada foi dispensada em todos os poços da placa, 

exceto no controle negativo. Controle positivo de crescimento foi incluído em todas as 

            microplacas. A leitura foi feita visualmente e a CIM foi considerada como a menor 

concentração onde não foi observada multiplicação visível da bactéria, ou seja, a 

menor concentração de metal (mM) capaz de inibir a multiplicação bacteriana. 

 

 
4.3 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Os dados do teste de microdiluição em caldo para os antimicrobianos foram 

analisados pelo software estatístico PAST (Palaeontological Statistics). A análise dos 

dados multivariados usada foi a PCoA (Análise 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 relação ao BrCAST, as novas definições de S, I e R 

           permitem identificar dois níveis de sensibilidade e um nível de resistência. O 

tratamento de um paciente infectado por um microrganismo categorizado como 

sensível dose padrão (S) ou sensível aumentando a exposição (I) tem boa chance de 

sucesso, desde que, para este caso, o ajuste do esquema terapêutico seja realizado. 

Já se o agente é resistente (R), há uma probabilidade importante de falha terapêutica. 

           Ademais, para alguns antimicrobianos, não há a categoria sensível dose padrão. Por 

exemplo, os antimicrobianos ceftazidima (CAZ) e piperacilina+tazobactam (PPT) 

possuem pontos de cortes arbitrários para a categoria sensível dose padrão. Assim, 

em laboratórios clínicos, apenas as categorias sensíveis aumentando a exposição e 

resistente são consideradas (BrCAST, 2021). 

 

 Figura 5: Antibiograma - Método de microdiluição em caldo para determinação da 

concentração inibitória mínima (CIM) de amostras de P. aeruginosa 
 

 
(MER 0,125 a 64 µg/mL) (CAZ 0,5 a 256 µg/mL) 

Legenda: Meropenem (MER) faixa de concentração (0,125 a 64 µg/mL); Ceftazidima (CAZ) faixa de 

 concentração (0,5 a 256 µg/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 resistência aos 

fármacos beta-lactâmicos (meropenem, ceftazidima e piperacilina+tazobactam) foi 

superior os fármacos pertencentes as outras classes (ciprofloxacino e amicacina). No 

que se refere ao meropenem, 18% das amostras expressaram resistência e 14% se 

enquadraram na categoria intermediária, (Gráfico1) de acordo com o CLSI (2021). A 

           análise dos resultados com base no BrCAST foi semelhante, visto que os pontos de 

corte propostos em ambas as padronizações são muito próximos (Gráfico 2). Os 

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

Com relação à ceftazidima, os percentuais de resistência e da categoria 

intermediária foram 20% e 5%, (Gráfico 1) respectivamente (CLSI, 2021). A 

            interpretação dos dados com base no BrCAST (Gráfico 2) difere daquela resultante 

da análise baseada no CLSI. Assim, 25% das amostras foram resistentes e 75% foram 

sensíveis aumentado a exposição. No presente estudo, os valores para a maioria das 

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

                     Ainda em relação aos beta-lactâmicos, a análise do perfil com base no CLSI 

                  mostrou que 18% das amostras estudadas eram resistentes à associação piperacilina 

+ tazobactam e 7% apresentaram perfil de resistência intermediário (Gráfico 1). Com 

base no BrCAST, 25% das amostras apresentaram resistência para a piperacilina + 

tazobactam, (gráfico 2) com valores de CIM superiores a 64 µg/mL (anexo 7), dados 

semelhantes a outros estudos brasileiros (BEIRÃO et al., 2020; TUO et al., 2020). 

  Para ciprofloxacino, 16% das amostras mostraram-se resistentes, com base no 

CLSI (gráfico 1). Esse percentual aumentou para 18%, quando a referência usada foi 

o BrCAST (gráfico 2). No nosso estudo, foram detectados valores de CIM variando de 

2 a 32µg/mL em anexo. 

As menores taxas de resistência foram observadas para amicacina (14%) com 

            base no CLSI e BrCAST (gráficos 1 e 2). Neste estudo, as amostras que foram 

resistentes apresentaram CIM igual ou superior a 128μg/mL. 
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Gráfico 1: Perfil de suscetibilidade a fármacos antimicrobianos das 44 amostras de 

P. aeruginosa baseado no CLSI. 

  
 
 

Gráfico 2: Perfil de suscetibilidade a fármacos antimicrobianos das 44 amostras 

de P. aeruginosa baseado no BrCAST. 
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5.3 PERFIL DE RESISTÊNCIA A METAIS PESADOS 
 

 

Os perfis de resistência de 44 amostras P. aeruginosa a metais pesados foram 

            identificados em meio sólido (TSA) e líquido (MHB). Nos testes para avaliação do perfil 

de resistência de P. aeruginosa a metais pesados em meio sólido, identificou-se 

multiplicação bacteriana em todas as concentrações testadas de Cd e Cu (gráfico 3). 

Então, os testes conduzidos em meio líquido permitiram determinar a concentração 

inibitória mínima para todos os metais pesados avaliados neste estudo. 

 Figura 6: Avaliação do perfil de suscetibilidade ao zinco em meio sólido. 

Legenda: Zinco (Zn); Controle positivo sem adição de metal (C+); Concentração Milimolar (mM) 

adicionado as placas 5mM, 10mM, 20mM; 40mM. 

 

 

Figura 7: Avaliação do perfil de suscetibilidade ao cobre e à prata em meio líquido 

 (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) 

Zn 

C+ 5mM 10mM 20mM 40mM 

C- Cu 

C- Cu 

C- Ag 

C- Ag 

C+ C+ C+ C+ 
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5.3.1 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Zinco 

 

Para o zinco, em meio sólido, todas as amostras bacterianas foram resistentes 

           a 20mM (figura 4). No meio líquido, os resultados foram variados. A CIM detectada 

para 11%, 50%, 25% e 14% das amostras foi de 2,5mM, 5mM, 10mM e 20mM, 

respectivamente (gráfico 4). 

5.3.2 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Cádmio 

 
 

  Todas as amostras de P. aeruginosa foram capazes de se multiplicar na 

presença de 7mM de cádmio (gráfico 3), a concentração mais elevada testada. Em 

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

5.3.3 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa ao Cobre 

 
  Todas as amostras bacterianas avaliadas expressaram resistência a 10mM de 

cobre, maior concentração testada, no meio sólido (gráfico 3). Já no meio líquido, 

foram detectadas CIMs de 5mM (2% das amostras), 10mM (57% das amostras) e 

20mM (41% das amostras) (gráfico 4). 

5.3.4 Perfil de Suscetibilidade de P. aeruginosa à Prata 
 

Em meio sólido, 100% das amostras de P. aeruginosa foram resistentes a 

0,1mM e 0,2mM e 5% delas a CIM em meio sólido foi de 0,4mM (gráfico 3). Em meio 

líquido, os valores de CIM para 18%, 59% e 23% das amostras foram de 0,1mM, 

0,05mM e 0,025mM, respectivamente (gráfico 4). 
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Gráfico 3: Perfil de suscetibilidade de P. aeruginosa a metais pesados em meio 

Tryptic Soy Agar (TSA) 
 

 

Gráfico 4: Perfil de suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa a metais pesados 

em Mueller Hinton broth (MHB) 
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5.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
 

 

As análises estatísticas geradas pelo programa PAST para as amostras 

           estudadas estão representadas pelo gráfico 5, que identifica as amostras bacterianas 

representadas pelos seus números correspondentes. As amostras estão 

correlacionadas pela distância. Esse é um tipo de análise multivariada que tem como 

base agrupar as amostras de acordo com a proximidade de características em 

comum, logo, amostras mais próximas são consideradas mais semelhantes entre si. 

           Assim, as variáveis sensíveis e intermediárias estão mais próximas e as variáveis 

resistentes estão mais distantes. As amostras mais distantes representam resistência 

a dois, três ou a todos os antimicrobianos testados neste estudo. Quanto maior a 

distância, maior o seu nível de resistência. 

Gráfico 5. Perfil de distribuição das amostras de Pseudomonas aeruginosa em 

 função da distância dos dados multivariados 
 
 

 

 

Com base no perfil apresentado, pode-se destacar três principais grupos , o grupo 

representado pelo círculo amarelo, que corresponde às amostras sensíveis e 

intermediárias, o grupo de coloração roxa, agrupa as amostras resistentes a pelo 

          menos um antimicrobiano, já o grupo representado pelo triângulo vermelho, inclui as 

amostras resistentes a dois, três e/ou a todos os antimicrobianos ( gráfico 5).Com 
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relação aos metais pesados, o cádmio foi o metal que mais se aproximou dos 

agrupamentos e se correlacionou com os antimicrobianos que tiveram o maior 

percentual de resistência. 

 

 6. DISCUSSÃO 
 

Com a industrialização e modernização ao longo dos anos, as mudanças no 

estilo de vida da população são notórias e, nesse cenário, uma grande quantidade de 

fármacos antimicrobianos e metais pesados são lançados no ambiente, o que, 

consequentemente, influencia na disseminação de bactérias multirresistentes a estes 

           compostos, afetando, diretamente, a saúde da população (OVES & HUSSANI, 2016). 

Considerando a relevância 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 relação às amostras que foram resistentes a todos os antimicrobianos, é 

            possível que sejam extensivamente resistentes a antimicrobianos (XDR). Este termo, 

atribuído pelo Centro de Controle e Prevenção de Doenças (CDC) e pelo Centro 

Europeu de Prevenção e Controle de Doenças (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 

aquelas que não são suscetíveis a pelo menos um agente de três ou mais classe de 

antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012; KADRI et al., 2018). 

Os fatores de risco, que favorecem a infecção por amostras de P. aeruginosa 

            resistentes, em especial a múltiplos fármacos antimicrobianos, são internação 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 identificação de pacientes de alto risco é importante. Os profissionais de 

           saúde devem ficar atentos e avaliar a adequação da implementação de tratamentos 

empírico 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 sensível aos antimicrobianos 

testados foi maior do que a parcela de amostras resistentes. Ainda assim, o perfil de 

resistência observado é preocupante, tendo em vista que, na prática clínica, a eficácia 

           da antibioticoterapia é comprometida. Esse fato reforça a necessidade de estudos 

como esse, bem como o controle epidemiológico de pacientes hospitalizados. 

Com relação ao perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras de 

Pseudomonas aeruginosa estudadas os fármacos beta-lactâmicos são aqueles mais 

prescritos na prática clínica (ARRUDA et al., 2019). Sabendo-se da relevância da 

          pressão seletiva na elevação das taxas de resistência a antimicrobianos, o resultado é 

esperado. No caso do meropenem, a resistência aos carbapenêmicos, classe na qual 

o meropenem faz parte no Brasil ocorre, principalmente, pela produção de enzimas 

carbapenemases, sendo Imipenemase (IMP-1) e São Paulo imipenemase (SPM) as 

mais prevalentes (ARAUJO et al., 2016; FIGUEREDO et al., 2021). Os 

           resultados da CIMs para para meropenem são semelhantes aos relatados por um 

grupo de pesquisadores que detectaram CIM >16 µg/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 (BEIRÃO et 

al., 2020). 

  Para ceftazidima um estudo feito na Jordânia detectou 100% de sensibilidade 

a este antimicrobianos entre amostras de P. aeruginosa (TARAZI et al., 2021). Alguns 

estudos demonstraram que a detecção de amostras resistentes à ceftazidima estava 

relacionada a pacientes que passaram por tratamentos longos recorrentes de fibrose 

cística (PARKINS et al., 2018; TARAZI et al., 2021). No estudo de Tarazi e 

           colaboradores (2021), já citado, nenhum paciente tinha fibrose cística. No presente 

estudo, não tivemos acesso aos dados dos pacientes. No Brasil, as cefalosporinas de 

3a geração estão entre os antimicrobianos mais prescritos na clínica médica (DA 

SILVA et al., 2021). No estudo de Beirão e colaboradores (2020), conduzido no Brasil, 

os valores da CIM de cefalosporinas para 90% das amostras de P. aeruginosa foi 

            superior a 32µg/mL. Já no presente estudo, os valores para a maioria das amostras 

resistentes foram > 64µg/mL, considerados bem elevados. 
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O uso das cefalosporina começou por volta dos anos 90 e, desde então, foi 

amplamente utilizada contra P. aeruginosa. Porém, desde os anos 2000, observa-se 

que a eficácia deste grupo de medicamentos vem sendo comprometida pela 

          expressão de enzimas beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs). Atualmente, 

cefalosporinas são empregadas em associação 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 combinação ceftazidima + 

           tazobactam ou ceftolozone + tazobactam, para subsidiar a escolha do uso combinado 

de fármacos na clínica (BEIRÃO et al., 2020). Além da expressão de enzimas, outros 

mecanismos, como superexpressão de bombas de efluxo contribuem para a 

resistência bacteriana a cefalosporinas. 

Um estudo anterior a este, conduzido pelo nosso grupo, detectou em uma das 

           amostras a presença do gene blaGES, que confere resistência a penicilinas e a 

cefalosporinas (SILVA, 2020). Como outros genes não foram investigados, não é 

possível discutir de forma mais profunda o mecanismo possivelmente envolvido na 

resistência da bactéria às cefalosporinas. 

 

Com relação a peperacilina+ tazobactam um estudo recente identificou um 

           perfil de resistência semelhante ao encontrado neste estudo, 50 amostras clínicas de 

P. aeruginosa, com taxa de resistência de 16% (AL-THABHAWEE et al., 2022). Outro 

estudo, realizado em Recife-PE, no período de 2018 e 2019, demonstrou que PPT foi 

o segundo agente antimicrobiano mais eficaz contra P. aeruginosa, ficando atrás 

apenas da polimixina (COSTA JUNIOR et al., 2020). Em contraste, no presente 

           estudo, PPT não ficou entre os agentes mais eficazes. Ao contrário, ficou entre aqueles 

aos quais a resistência foi mais comumente detectada. Um estudo recente detectou 

CIMs entre 64 e 512 µg/mL da associação PPT (OKOLIEGBE et al., 2021). É 

importante a condução de investigações que permitam o acompanhamento da 

tendência de aumento da resistência à PPT ao longo dos próximos anos. Contudo, 

         com base nos dados recentes divulgados, a diminuição da efetividade do fármaco pode 

ser atestada. 

 

O próximo antimicrobiano a ser discutido é o ciprofloxacino pertencente à 

classe das fluoroquinolonas, e a ocorrência de mutações é importante para a 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Okoliegbe%20IN%5BAuthor%5D
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resistência a ele. Com relação ao mecanismo bioquímico de resistência, destaca-se o 

efluxo ativo do fármaco (ZHÃO et al., 2020). Como foram detectados valores de CIM 

variando de 2 a 32µg/mL. Segundo ARAUJO e colaboradores (2016), amostras com 

          CIM > a 32µg/mL fornecem indícios de presença de genes mediados por plasmídeos, 

tais como qnrS e aac(6')-Ib-cr. Um estudo anterior, que incluiu as mesmas amostras 

da presente investigação, demonstrou a presença do gene aac(6')-Ib-cr em três 

amostras, uma com CIM de 16µg/mL e duas com CIM de 32µg/mL. 

As menores taxas de resistência foram para a amicacina e os dados estão de 

           acordo com outros estudos e podem estar relacionado a uma prescrição médica 

menos comum do referido fármaco (AHMADIAN et al., 2021). Com relação as CIMs 

superiores ou igual a 128μg/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 aminoglicosídeo. Os autores 

           concluíram que os valores elevados de CIM estavam associados à presença de 

enzimas modificadoras de aminoglicosídeos (AMEs) (COSTA- JÚNIOR et al., 2021. 

Nossos resultados podem sugerir a presença de AMEs nas amostras com níveis de 

resistência elevados (KASHFI et al., 2017). A ocorrência dessas enzimas é um sério 

problema e o aumento das concentrações inibitórias mínimas pode indicar a presença 

           simultânea dessas enzimas (AHMADIAN et al., 2021). 

Com relação aos metais pesados foi observado na literatura uso dos termos 

tolerância e resistência com o mesmo significado e sendo atribuídos ao 

comportamento das bactérias expostas a metais pesados. Assim, ambos são 

empregados para descrever a sobrevivência bacteriana em meios ricos em metais 

           pesados (VIRIEUX-PETIT et al., 2022). No presente estudo, optou-se pelo emprego 

do termo resistência a metais pesados. Atualmente, o ambiente é afetado, com 

frequência, por metais pesados. O solo e a água, por exemplo, são intensamente 

perturbados por metais pesados que se acumulam, causando poluição ambiental e 

riscos à saúde (OVES e HUNSSAIN, 2016). O perfil de resistência em diferentes 

           meios (sólido e líquido) traz CIMs diferentes, em meio sólido, as concentrações 

inibitórias mínimas foram maiores (gráfico 3), possivelmente, devido às condições de 

difusão, mobilidade e biodisponibilidade (BENGHAIT e BLAGHEN, 2020). 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ahmadian%20L%5BAuthor%5D
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 é o 

principal mecanismo de resistência bacteriana (ARGUDIN, et al., 2019). Sabe-se que 

P. aeruginosa possui quatro sistema de exportação de zinco, CadA, CzcCBA, CzcD e 

           YiiP, com destaque para os dois primeiros. Esses sistemas garantem uma rápida 

adaptação das células bacterianas as várias concentrações 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 às encontradas neste 

estudo. 

  Para o metal pesado cádmio os resultados obtidos neste estudo em meio sólido 

foram semelhantes aos relatados por RAJA e colaboradores (2008). Em meio líquido, 

a CIM de 10mM foi detectada para 98% das amostras (gráfico 4). Em 2016, um estudo 

identificou CIM >7mM de Cd em meio líquido (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 cádmio (ZIVKOVI, et al., 2018). Os 

dados da presente investigação estão de acordo com a literatura, que aponta o cádmio 

como o metal pesado mais comumente associado à resistência bacteriana, seguido 

de cobre e zinco (NGUYEN et al., 2019). A resistência de P. aeruginosa a Cd pode 

ser atribuída pela expressão dos genes czcA, czcB e czcC associados a bombas de 

            efluxo do tipo RND. Dessa forma, à medida que a concentração de Cd aumenta, a 

bactéria é submetida a este estresse e há ativação do sistema de efluxo (DAS e 

CHAKRABORTY, 2014). Com relação à alta resistência a Cd, é possível que possa 

ser atribuída à presença de diferentes genes localizados em elementos genéticos 

móveis (CHEN et al., 2019; GALLARDO-BENAVENTE et al., 2021). 

  Para cobre os dados da literatura são variados, mas, indicam aumento dos 

níveis de resistência 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). Vários 

mecanismos estão envolvidos na resistência ao cobre. Entre eles, pode-se mencionar 

            o efluxo ativo onde várias proteínas exportadoras estão envolvidas no processo para 

assegurar a exportação do cobre para fora da célula (VIRIEUX-PETIT et al., 2022). 

Em muitos casos, a resistência de P. aeruginosa ao cobre se dá pela aquisição de 

genes de resistência presente em ilhas genômicas. Entre elas, já foi identificada a ilha 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Chen%20J%5BAuthor%5D
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genômica GI7, que continha seis genes envolvidos na resistência ao cobre. Esse dado 

demonstra a possibilidade de transferência de genes de resistência a metais pesados 

para patógenos 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 investigação apontam para resistência a 

concentrações elevadas do metal. Há a necessidade de controle de uso dos produtos 

à base de prata, para evitar a pressão seletiva. 

  A resistência bacteriana a prata pode ser adquirida por meio da transferência 

horizontal de genes e os principais genes envolvidos são silE, silP e silS (SÜTTERLIN 

et al., 2017; WANG et al., 2022). Já 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, é necessário atenção ao seu uso, 

           visto que a resistência a esse metal coloca em risco sua eficácia na prática clínica. 
 

Considerando que as bactérias estão cada vez mais expostas a metais 

pesados e a antimicrobianos em diferentes reservatórios ambientais, sabe-se que a 

disseminação de resistência antimicrobiana é favorecida. Neste estudo, as amostras 

que apresentaram um percentual de resistência elevado aos antimicrobianos 

            testados, exibiram também CIMs de metais pesados elevados. Nos parece 

fundamental a realização de testes para avaliação da ocorrência de resistência 

cruzada entre metais e fármacos antimicrobianos. Por exemplo, sabe-se que a mesma 

bomba de efluxo de P. aeruginosa que confere resistência aos metais cádmio e zinco, 

confere também resistência a fármacos antimicrobianos (MARGUERETTAZ et al., 

           2014; IMRAN, et al., 2019; NGUYEN et al., 2019). O fator de corresistência também é 

passível de ser analisado, uma vez que os genes que conferem resistência a 

aminoglicosídeos e beta-lactâmicos, por exemplo, são transferidos de forma horizontal 

entre amostras de origem clínica e assim conferem também resistência a metais 

pesados (WALES E DAVIES, 2015). Seria interessante pesquisas futuras para 

           comprovar essa hipótese nessas amostras. 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Petitjean%20M%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=S%C3%BCtterlin%2BS&cauthor_id=28506673
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wang%2BH&cauthor_id=35392367
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518319751?casa_token=ppAvURDUKqIAAAAA%3ApD909ykySQkTtGn9IBBk2ZeHZI--o4jww_1BTgVx1hn4Bk9yfJ80Nh2TR7bzRex0wLYwkGnE2aFM&bib600
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518319751?casa_token=ppAvURDUKqIAAAAA%3ApD909ykySQkTtGn9IBBk2ZeHZI--o4jww_1BTgVx1hn4Bk9yfJ80Nh2TR7bzRex0wLYwkGnE2aFM&bib600
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0045653518319751?casa_token=ppAvURDUKqIAAAAA%3ApD909ykySQkTtGn9IBBk2ZeHZI--o4jww_1BTgVx1hn4Bk9yfJ80Nh2TR7bzRex0wLYwkGnE2aFM&bib141
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7. CONCLUSÕES 
 

Este estudo teve como objetivo principal identificar o perfil fenotípico da 

resistência de P. aeruginosa a fármacos antimicrobianos e a metais pesados. Entre 

            as classes de antimicrobianos analisadas neste estudo, o maior nível de resistência 

foi observado para fármacos β-lactâmicos. Sabe-se que esta classe de 

antimicrobianos é a mais utilizada na prática clínica. Entretanto é perceptível a 

diminuição da sua eficácia, o que traz graves riscos à saúde da população. Foram 

detectadas poucas publicações que empregam o BrCAST, o que dificultou a análise 

           de parte dos dados obtidos neste estudo. Considerando que esta é a padronização 

adotada hoje no Brasil, é fundamental sua adoção em trabalhos de pesquisa 

desenvolvidos na área. 

 
Com relação aos metais pesados, taxas elevadas de resistência a Zn, Cd e Cu 

foram observadas. Essa resistência pode estar relacionada à presença de elementos 

           genéticos móveis e ilhas genômicas. É importante que mais estudos sejam 

conduzidos, visando à identificação dos marcadores genéticos associados à 

característica. Também, é fundamental a padronização dos testes para avaliação da 

resistência a metais pesados, o que permitirá uma análise mais adequada e uma 

comparação mais efetiva dos dados gerados. 

 
  Os dados obtidos neste estudo mostram a relevância do tema e de estudos 

que discutam esta problemática em uma perspectiva de saúde única, fundamental 

para o controle mais efetivo da resistência bacteriana a antimicrobianos, reconhecido, 

hoje, como um desafio de ordem mundial. 
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9. ANEXO 
 
  MER   AMI   CAZ   PPT   CIP  

 

Amostras 
 

MIC 
 
CLSI 

 
BRCast 

 

MIC 
 
CLSI 

 
BRCast 

 

MIC 
 

CLSI 

 
BRCast 

 

MIC 
 
CLSI 

 
BRCast 

 

MIC 
 
CLSI 

 
BRCast 

 µg/ ml   µg/ ml   µg/ ml   µg/ ml   µg/ ml   

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 I 4 S I <0,25 S S 

25 2 S S 16 S S 64 R R 128 R R 32 R R 

79 4 I I 4 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

97 1 S S 4 S S 4 S I 8 S I 0,5 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 I 16 S I <0,25 S S 

195 1 S S 4 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

196 0,5 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

199 0,5 S S 8 S S 4 S I 8 S I 0,5 S R 

235 16 R R 8 S S 16 I R 64 I R <0,25 S S 

243 16 R R 128 R R 32 R R 64 I R 32 R R 

246 0,5 S S 4 S S 2 S I 4 S I <0,25 S S 

250 1 S S 4 S S 2 S I 4 S I <0,25 S S 

268 2 S S 8 S S 128 R R 512 R R 1 I R 

283 2 S S 2 S S 2 S I 4 S I 0,5 S R 

292 0,5 S S 2 S S 4 S I 16 S I <0,25 S S 

318 4 I I 128 R R 2 S I 8 S I 16 R R 

319 0,5 S S 2 S S 4 S I 2 S I <0,25 S S 

324 1 S S 2 S S 2 S I 4 S I <0,25 S S 

340 4 I I 4 S S 2 S I 4 S I <0,25 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 I 8 S I <0,25 S R 
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362 1 S S 2 S S 8 S I 64 I R < 0,25 S S 

368 2 S S 4 S S 64 R R 256 R R < 0,25 S S 

390 1 S S 1 S S 8 S I 8 S I <0,25 S S 

394 <0,125 S S 2 S S 2 S I 4 S I <0,25 S S 

431 1 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

444 0,25 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

452 1 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

454 0,5 S S 4 S S 2 S I 4 S I <0,25 S S 

463 1 S S 2 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

480 4 I I 4 S S 2 S I 8 S I <0,25 S S 

501 4 I I 2 S S 4 S I 16 S I 0,5 S R 

525 ≥64 R R ≥ 256 R R >256 R R >512 R R 4 R R 

549 1 S S 2 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

550 0,25 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

589 2 S S 2 S S 8 S I 4 S I <0,25 S S 

598 1 S S 2 S S 2 S I 4 S I 0,5 S R 

614 1 S S 8 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

619 16 R R 8 S S 16 I R 16 S I 0,5 S R 

630 2 S S 2 S S 4 S I 8 S I <0,25 S S 

632 16 R R 8 S S 128 R R 512 R R <0,25 S S 

652 1 S S 2 S S 4 S I 4 S I <0,25 S S 

 


