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RESUMO

Serratia marcescens se encontra largamente distribuida na natureza, mas tem emergido nos
ultimos anos como um importante patdogeno nosocomial resistente a diversos antimicrobianos.
Este estudo teve como objetivo verificar a susceptibilidade de isolados ambientais, orais e
extra-orais de Serratia marcescens a diferentes antibidticos e avaliar a terapia fotodindmica
antimicrobiana na reduc@o do crescimento bacteriano em culturas de células planctonicas e
biofilme. O teste de susceptibilidade antimicrobiano E-test® foi realizado para as 55 cepas € o
TFA para as 30 cepas mais resistentes aos antimicrobianos testados. O efeito antimicrobiano
do azul de o-toluidina associado com 4,72 J cm™ de luz emitida por um diodo (LED) foi
avaliado. Antes e apds os tratamentos, os indculos bacterianos foram analisados com
consideracdo do numero de unidades formadoras de coldnias. Considerando o perfil
antimicrobiano observamos que das 55 cepas analisadas, 13 (23,63%) apresentaram
resisténcia a doxiciclina, mas apenas um (1,81%) isolado apresentou resisténcia ao
ciprofloxacino, outro a tobramicina e outro a cefotaxima; 24 (43,63%) cepas apresentaram
sensibilidade intermediaria a doxiciclina, todas foram sensiveis ao imipenem e a maioria foi
sensivel ao ciprofloxacino, a tobramicina e a cefotaxima. A andlise estatistica demonstrou ndo
haver diferencas significativas no perfil de resisténcia das amostras de diferentes origens em
relacdo as drogas DX, CT e IP. Considerando a resisténcia a CI, as amostras ambientais foram
significativamente mais resistentes do que as amostras orais e extra-orais. Para a droga TM, as
amostras orais foram significantemente mais sensiveis do que as demais amostras. A
irradiagdo das culturas planctonicas e biofilmes na auséncia de TBO (L+C-), a incubagdo com
TBO sozinho (L-C+) e o grupo controle ndo tratado (L-C-) nf3o apresentou efeitos
significativos na viabilidade das cepas de S. marcescens estudadas (p < 0,05). Decréscimos
significativos na viabilidade bacteriana foram observados somente quando cultura planctonica
e biofilme de cepas ambientais, orais e extra-orais de S. marcescens foram expostas ao azul de
orto toluidina e luz LED ao mesmo tempo (L+C+). Redugdes significativas nas contagens
bacterianas foram observadas pela Terapia Fotodindmica Antimicrobiana com variagdo de 10
Ta107 A associacdo de TBO e LED, com densidade de energia de 4,72 J cm™ , fo1 efetivo
na redu¢do da viabilidade bacteriana em cepas ambientais, orais e extra-orais de S.
marcescens podendo ser uma ferramenta biotecnologica util no controle da resisténcia
bacteriana.

Palavras-chave: Serratia marcescens, resisténcia, E-test®, terapia fotodinamica.



ABSTRACT

Serratia marcescens i1s widely distributed in nature, but has emerged in the last years as
important nosocomial pathogen with resistance of many antimicrobial drugs. This study
aimed to verify the susceptibility of Serratia marcescens isolates from environment, from
oral infections and from extra-oral infections to different antibiotics and evaluate the
antimicrobial effect of photodynamic antimicrobial therapy as biotechnology tools reducing
bacterial growth in planktonic cells and biofilm. E-test® were performed for fifty-five strains
and the PACT for the thirty strains more resistant to antimicrobials tested. The antimicrobial
effect of toluidine blue O, associated with 4,72 J cm™ of a light-emitting diode , was
evaluated. Before and after the treatments, bacterial inocula were analysed with regard to the
number of colony- forming units. For antimicrobials, we observed that the 55 strains
analyzed, 13 (23.63%) were resistant to doxycycline, but only one (1.81%) isolate showed
resistance to ciprofloxacin, another to tobramycin and another to cefotaxime, 24 ( 43.63%)
strains had intermediate sensitivity to doxycycline, all were sensitive to imipenem and most
were sensitive to ciprofloxacin, tobramycin and cefotaxime Statistical analysis showed no
significant differences in resistance of samples of different origins for drugs DX, CT, and IP.
Considering the resistance to CI, the environmental samples were significantly more resistant
than samples oral and extra-oral. For the drug TM, the oral samples were significantly more
sensitive than the other samples. The irradiation of planktonic and biofilm cultures in the
absence of TBO (L+S-), incubation with TBO alone (L-S+) and untreated control group (L-S-
) had no significant effect on the viability of strains of S. marcescens studied (p <0.05).
Significant decreases in bacterial viability was observed only when planktonic and biofilm
culture of environmental strains, oral and extra-oral S. marcescens were exposed to toluidine
blue O and LED light at the same time (L+S+). Significant reductions in bacterial counts were
observed by antimicrobial photodynamic therapy ranging from 107" to 10”.The association of
TBO and light, with energy density 4,72 J cm™, was effective in reducing the viability of
bacterial strains in environmental, oral and extra-oral S. marcescens and can be a useful
biotechnological tool in the control of bacterial resistance.

Keywords: Serratia marcescens, resistance, E-test ®, photodynamic therapy



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Modelo de desenvolvimento do biofilme..........................
Figura 2. Isolado incubado nos meios EPM e MILi identificado presuntivamente
COMO S. MIAFCOSCEIS ...

Figura 3. Painel do sistema BBL Crystal Enteric/Nonferment representando
identificagdo definitiva de isolado como S. marcescens .............................................

Figura 4. Diagrama do sistema BBL Crystal Enteric/Nonferment com representag@o
numérica identificando um isolado como S. marcescens.........................c.ccoooeiiil.
Figura 5. Distribui¢do das tiras do E - test® na placade BHI Agar..............................

Figura 6. (A) Aparelho de LED Laser Beam com um espectro de emissdo de 620 a
660nm e comprimento de onda predominante 638.8 nm. (B) Aplicacdo do LED sob
placas de CUtIVO.............ocooiii e

Figura 7. Fotossensibilizador utilizado, azul de orto-toluidina (Sigma-CI 52040)........
Figura 8. Disruptor de células (Branson Sonifier)................cccoccooiiiiiiiii
Figura 9. Formagdo do halo de inibi¢do distribuidos em placa de BHI Agar ..............
Figura 10. Graficos do perfil de resisténcia das cepas Ambientais aos Agentes
ANEIMICTODIANOS ..o

Figura 11. Graficos do perfil de resisténcia das cepas Orais aos Agentes
ANEIMICTODIANOS ..o

Figura 12. Graficos do perfil de resisténcia das cepas Extra - Orais aos Agentes
ANTIMICTODIANOS ...
Figura 13. Efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana a partir da associagdo do
azul de orto-toluidina (TBO) e diodo emissor de luz (L+C+) em culturas
planctonicas e biofilme iniciais formados por cepas ambientais, orais e extra-orais de
Serratia marcescens comparado com os controles (L-C-),(L+C-) e (L-C+) ................

Figura 14. Imagem caracteristica da contagem microbioldgica observada nos grupos
controles (L+C-), (L-C-), (L-C+) da cepa oral 86 - A de S. marcescens crescido na
forma de biofilme wusando a técnica da gota em placas de BHI

Figura 15. Contagem microbiolédgica apés o TFA (L+C+) da cepa oral 86 - A de S.
marcescens crescida na forma de biofilme usando a técnica da gota em placas de

26

45

46

46

48

51
51
53
57
63
63

64

65

66



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Distribuigdo das 23 cepas de Serratia marcescens 1soladas de diferentes

condigOES PETIOAONTALS. ...........oooiiiii e, 44
Quadro 2. Distribui¢do e origem clinica das 22 cepas de Serratia marcescens
1soladas de InfecgOes eXtra-OralsS. ... ..........oooiiii i 45

Quadro 3. Amostras de S. marcescens de isolados ambientais, orais e extra-orais
mais resistentes aos antibiOtiCOS ... ... 50



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. Curva de crescimento da cepa CDC 4112 determinada pela medida da
absorbancia a 600nm em diferentes intervalos de tempo...........................oocooe
Grafico 2. Demonstragdo da incidéncia de cepas extra-orais resistentes de acordo
COM @ OrIEM CHINICA .........ocooii i
Grafico 3. Susceptibilidade das cepas ao ciprofloxacino........................cccoccoeeenn,
Grafico 4. Susceptibilidade das cepas a doxiciclina........................c..cooooooiiii
Grafico 5. Susceptibilidade das cepas a tobramicina......................c...cccoooiiiieini.
Grafico 6. Susceptibilidade das cepas ao imipenem......................cc.coccoeeereiiieeee.
Grafico 7. Susceptibilidade das cepas a cefotaxima ..........................c.coooieiiin

54

59
60
60
61
61
62



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Teste de suscetibilidade pelo E — test ® para os cinco antimicrobianos
EESTAAOS. ...

Tabela 2. Perfil de resisténcia dos 55 isolados de S. marcescens de diferentes
origens em relagdo aos todos 0s antimiCroblanos....................ccooovvoiiiiiieieeeee
Tabela 3. Teste de susceptibilidade pelo E-test para antimicrobianos..........................
Tabela 4. Perfil de sensibilidade de cepas ambientais, orais e extra-orais a diferentes
ANTIMICTODIANOS ...t

55

56
58

62



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

ul Microlitro

mL Mililitro

nm Nanometro

BHI Brain Heart Inffusion

CDC Centers for Disease Control

CETESB Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental de Sdo Paulo

CFU Unidade Formadora de Colonia
CI Ciprofloxacino

CIM Concentracdo Inibitoria Minima
CT Cefotaxima

CTX-M Cefotaxinamase

DX Doxiciclina

I Intermediario

IH Infeccdo Hospitalar

IP Imipenem

KPC Carbapenemase

L+ C- Com luz e sem corante

L- C- Sem luz e com corante

L-C+ Sem luz e sem corante

L+C+ Com luz e com corante

LED Diodo emissor de luz

MH Mueller- Hinton

NACL Cloreto de Sodio

NCCLS Comité Nacional de Padrdes Clinicos Laboratoriais
R Resistente

S Sensivel

TFDA Terapia Fotodindmica Antimicrobiana
™ Tobramicina

TBO Azul de orto- toluidina

UTI Unidade de Tratamento Intensivo



1 INTRODUCAO.........

SUMARIO

2 REVISAO DE LITERATURA ..o,

2.1 Infecgdo hospitalar e resisténcia bacteriana.........................occcooovoiiiiiiie

2.2 Serratia marcescens € a 1esiSténcia a drogas...................ccooeieiiieiiiiieeeeeee

2.3 Mecanismos de resiSténcia a drogas.............cccoovivveoieeiieeieeeeeee e

2.3.1 Intrinsecos € adqUITIAOS. ..............cocoiiiiiiiii e

2.3, BIOTIIMe oo

2.4 Terapias antiMICIODIANAS. ............c..coiiiiiiieii oo

2.4.1 Antibioticos e mecanismos de reSIStENCIA ...........oovviieeiieiei

24 1. T IMIPENCML ...t

2.4.1.2 Tobramicina......
2.4.1.3 Doxiciclina........
2.4.1.4 Cefotaxime........

2.4.1.5 CIproflOXACINO. .......c..ooiiiiiie et

2.4.2 Terapia fotodindm

1ca antimicrobiana e mecanismos de resisténcia....................

2.4.2.1 Mecanismo de aGa0.............ccoiiii i

2.4.3 Fotoinativag@o bacteriana.........................ooocooii oo

2.4 4 Agentes fotosensibilizantes antimicrobianos ...

2.4.5 Tipos de fontes de
3 OBJETIVOS............
4 METODOLOGIA......

LUz,

4.1 Caracterizaga@o d€ CEPAS............coeiiviiieiieieee e

4.1.1 Confirmacdo da pureza das cepas bacterianas previamente isoladas..................

4.2 Curvas de crescimento bacteriano - CEPA CDC 4112 - S.marcescens..................

4.3 Susceptibilidade antimicrobiana as drogas...................ccccoooiiiiiiiii e

4.3.1 Capacidade de formagdo de biofilme das amostras........................ccccooeeeiinn.

4 4 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA) ...

4.4.1 Fonte de luz e fotosSensibilizador...........ooooo oo

442 TFA em culturas planCtOniCas. ................c.ooovvviiiiiiiiei e

4.4 3 TFA em biofilmes

16
19
19
21
24
24
25
28
28
28
30
32
33
34
36
37
38
39
41
43
44
44
46
47
47
49
49
50
51
52



4.5 ANALISE €StAtISTICA. ...oooeeeee e

5 RESULTADOS..
6 DISCUSSAO.....
7 CONCLUSOES.

8 REFERENCIAS
9 APENDICE
10 ANEXO

53
54
67
75
76



17

1 INTRODUCAO

Serratia marcescens é um bacilo Gram-negativo, aerobio, movel pertencente a
familia Enterobacteriaceae que esta amplamente distribuido na natureza, podendo ser
encontrado na agua, solo e ar. Também € reconhecido como um patdégeno oportunista
(HEJAZI et al., 1997, HUME et al., 2004), causador de infec¢des nosocomiais severas
afetando principalmente pacientes imunocomprometidos, ancides e criancas em unidades
neonatais (SCHABERG et al., 1976; SMITH et al. ,1984; CIMOLAI et al., 1997, ALFIZAH,
2004). O bacilo também tem sido encontrado em alguns estudos em pacientes com
periodontites no Brasil (BARBOSA et al., 2001; BARBOSA et al., 2006). As infecgdes
causadas por este microorganismo podem ser de dificil tratamento devido a resisténcia para
uma variedade de antimicrobianos, entre eles B-lactdmicos, amoxicilina, cefalosporinas,
aminoglicosideos, carbapenémicos, ciprofloxacina, cloranfenicol, aztreonam e tetraciclina

(STOCK et al.,2003; ALFIZAH et al., 2004).

A concentrag¢do inibitoria minima (CIM) € definida como a menor concentragdo de
agente antimicrobiano requerida para prevenir o crescimento de microorganismos em
condi¢des experimentais, fornecendo uma medida quantitativa de susceptibilidade bacteriana.
A CIM vem desempenhando um papel central no monitoramento da terapia com antibidtico
uma vez que a extrapolacdo dos dados pode indicar a eficécia clinica da droga. Nessa técnica,
baseado nos valores do CIM os organismos sdo agrupados em trés categorias: suscetivel (S),
intermediario (I) e resistente (R) (MARTINEZ et al., 2000).

Um dos fatores de viruléncia da Serratia marcescens ¢ a produgdo de um agente
surfactante chamado de “serrawettin® que provavelmente esta envolvido no processo de
formagdo de biofilme (WEI et al., 2004). Biofilmes microbianos podem ser definidos como
diversas comunidades de microrganismos aderidos a uma superficie sélida com uma interface

liquida entre eles (ZANIN et al., 2006).

Adicionalmente, a estrutura do biofilme pode atuar como barreira fisica a difusdo
dos agentes antimicrobianos, sendo essas limitagdes mais severas quando comparadas com

células planctonicas (STEINBERG et al, 2008). Além disso, bactérias embebidas em
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biofilmes expressam diferentes genes, permitindo um ambiente que faz estas bactérias menos

sensiveis aos agentes antibacterianos (MOTEGI et al., 2006; SHEMESH et al., 2007).

Desde 1940, o desenvolvimento de farmacos efetivos e seguros para lidar com as
infeccdes bacterianas revolucionou o tratamento médico, e a morbidade e as mortalidades
associadas a estas doengas foram bastante reduzidas. Infelizmente, o desenvolvimento de
farmacos antibacterianos efetivos foi acompanhado pela emergéncia de organismos resistentes
aos farmacos. Isto ndo € inesperado, uma vez que o curto tempo de geracdo de muitas das
espécies bacterianas oferece ampla oportunidade para a adaptag@o evolutiva. O fendmeno da
resisténcia impde sérias restricdes as opgdes disponiveis para o tratamento clinico de muitas
infeccdes bacterianas. A resisténcia aos agentes quimioterapicos pode também desenvolver-se
nos protozoarios, nos parasitas multicelulares e nas populagdes de células malignas (FOLEY e
TILLEY, 1997, MARTIN e ROBERTSON, 2000; St GEORGIEV, 2000; RANG e DALE,
2007).

Nesse contexto, a terapia fotodindmica antimicrobiana (TFA) tem surgido como
uma alternativa antimicrobiana para indugdo de morte celular através da liberacdo de radicais
livres em curto espaco de tempo, tornando o surgimento de resisténcia improvavel. A terapia
envolve um tratamento baseado em uma reagdo fotoquimica, a qual € iniciada pela ativagédo de
uma droga fotosensibilizadora por uma luz de comprimento de onda complementar que pode

levar a danos irreversiveis ou a morte celular, sendo uma técnica minimamente invasiva

(KUBLER, 2005).

O uso da TFA ¢ uma alternativa viavel e promissora devido ao crescente nimero
de patdgenos multi-resistentes a drogas (WINCKLER, 2006). Comprimentos de onda claros
visiveis, principalmente na presenca de um fotosensibilizador quimico, foram estudados como
meios para afetar a vitalidade bacteriana, uma vez que através dele moléculas sdo
quimicamente excitadas podendo causar dano biologico ou conduzir a geragdo de oxigénio
reativo capaz de afetar sistemas bioldgicos como organelas, células, e bactérias (STEINBERG
etal.,2008).

A grande maioria dos estudos utilizando a terapia fotodindmica para obtengdo de
efeito antimicrobiano utiliza lasers de baixa poténcia com diversos meios ativos e
comprimentos de onda. Recentemente, os diodos emissores de luz (LED) surgiram como

luzes alternativas a essa terapia. Os LEDs sdo dispositivos semicondutores que quando
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polarizados adequadamente emitem luz na faixa visivel ou invisivel. Embora tanto os lasers
quanto os LED produzam luzes monocromaticas, os LED ndo apresentam boa colimagdo e
coeréncia, resultando em bandas de emissdo mais largas que favorecem a obtencdo de

complementaridade com os fotossensibilizadores utilizados.

Entre as vantagens da terapia fotodindmica em relacdo ao uso dos agentes
antimicrobianos tradicionais temos primeiramente que a morte da célula bacteriana pode ser
rapida, ndo sendo necessaria a manutengdo do agente quimico em altas concentragdes sobre as
lesdes por longos periodos de tempo, como ocorre com 0s agentes anti-sépticos e antibidticos.
Além disso, a morte celular mediada pela liberagdo de radicais livres torna o desenvolvimento
de resisténcia pelos microrganismos improvavel. Finalmente, o uso do fotossensibilizador ou
da luz sozinhos ndo apresentam efeito significativo sobre a viabilidade das bactérias, de modo
que a terapia pode ser confinada a area da lesdo pela aplicagdo topica cuidadosa do corante e

restricdo da irradiag@o por meio do uso de fibra otica (Wilson, 2004).

Alguns autores tém relatado a a¢do antimicrobiana da terapia fotodindmica sobre
bactérias relacionadas a infec¢des hospitalares como Staphylococcus aureus (DAI et al.,
2010) e Pseudomonas aeruginosa (TSENG et al., 2009) mas poucos sdao os estudos que
avaliam a ac¢do antimicrobiana da terapia fotodindmica sobre Serratia marcescens crescidas

na forma planctonica (LIPOVSKY et al., 2008) ou em biofilmes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccio hospitalar e resisténcia bacteriana

A infecg@o hospitalar (IH) pode ser definida como qualquer infec¢do adquirida
apos a internag¢do do paciente, que se manifesta durante a internagdo ou mesmo apds a alta, e
que pode ser relacionada com a permanéncia do paciente e/ou procedimentos hospitalares
(GOMES et al., 2001). Essa infec¢do pode ser causada pela microbiota do proprio paciente,
ou por microrganismos encontrados no ambiente em que ele vivia. Nesse ambiente, 0 uso
racional de antimicrobianos torna-se arma essencial do sistema de prevencdo de infeccdes
nosocomiais. A literatura tem mostrado que o sistema de auditoria dos antimicrobianos
prescritos por equipe multidisciplinar dedicada a essa fungdo ¢ a forma mais eficaz de
racionalizar esse uso, passando entdo a ser ferramenta fundamental do sistema preventivo

(COUTO et al., 1999; ANDERSON; KAYE, 2009).

A TH ¢ um problema tdo antigo, quanto os primeiros estabelecimentos que
surgiram, ha séculos (325 D.c, com o objetivo de albergar pessoas doentes. Contudo, mesmo
na sociedade antiga, como na moderna, esta infec¢do sempre causou impacto € preocupagao,

na area médica, por seu alto indice de mortalidade (SANTOS, 2004).

A introdu¢do de procedimentos para melhorar as condi¢des sanitarias e das
praticas de higiene instituidas nos hospitais, ocorridas no final do século XIX, reduziu as
taxas de IH. Os principais expoentes e lideres desta inquietante batalha do controle de TH

foram Wendel, Holmes, Semmelweis, Nihtingale, Pasteur e Lister (SANTOS, 2004).

Embora as UTIs representem apenas 5% a 10% dos leitos de um hospital, estima-
se que nelas ocorram cerca de 25% das infec¢des hospitalares. A média das taxas de infec¢éo
hospitalar em 196 UTIs americanas que participaram do programa National Nosocomial
Infections Surveillance System/Center for Disease Control and Prevention (NNISS/CDC) esta
proxima de 9,2% (com densidade de infec¢do de 23,7 infec¢des por mil pacientes/dia), o que
equivale a uma taxa duas a cinco vezes maiores do que as encontradas em enfermarias

(SPENCER, 1994).
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Um estudo europeu de prevaléncia de infec¢des hospitalares em UTIs (excluidas
as unidades coronarianas e as UTIs infantis e especiais) merece destaque por ter contado com
a participagdo de 17 paises, 1.417 UTIs e 10.038 pacientes acompanhados. Neste trabalho
foram detectados 4.501 (44,8%) pacientes infectados, dos quais 2.064 (20,6%) eram
portadores de infec¢@o hospitalar (FERNANDES et al .,2000).

OLIVEIRA et al.(2007) observaram em um Hospital Universitario Brasileiro uma
taxa global de infeccdo de 23,8%, constatando que a colonizagdo por microrganismos
resistentes contribuiu para o desenvolvimento de infec¢do . A taxa de mortalidade foi de
10,8% e destes, 23 pacientes (37,1%) faleceram apds o diagnodstico de infeccdo hospitalar.
Tais resultados reafirmam a necessidade de esfor¢os direcionados ao controle da infecc¢do e da
resisténcia bacteriana subsidiando reflexdes frente a ado¢do de medidas tais como uso de
equipamentos de prote¢do individual, procedimentos invasivos, higienizacdo das maos,

educacdo permanente da equipe assistencial multiprofissional, uso racional dos antibidticos.

MENEZES et al. (2002) verificaram a taxa média de infec¢do hospitalar de 13,4
infeccdes hospitalares por mil pacientes/dia na UTI do Hospital Geral de Fortaleza.
Adicionalmente, NOGUEIRA et al. (2009) verificaram que a taxa de IH anual média no

Hospital Universitario de Fortaleza foi de 8,2%.

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos ¢
extremamente varidvel entre paises, regides e origem hospitalar e/ou comunitaria das estirpes.
Algumas espécies apresentam resisténcia amplamente difundida em todo o mundo. Entre os
microrganismos que sofreram grandes modificagdes na sensibilidade aos antimicrobianos com
o correr dos anos, destacam-se: estafilococos, enterobactérias, P. aeruginosa, A. baumannii e,

mais recentemente, hemdfilos, gonococos, enterococos e pneumococos (TAVARES, 2000).

Os patogenos nosocomiais sdo selecionados por causa de mudangas nas praticas
médicas e devido ao uso de antimicrobianos (LOPES et al., 2005). A partir dos meados de
1990, as sucessivas implementagdes da terapia antiinfectiva tém se tornado cada vez mais
dificil devido a disseminac¢do da resisténcia bacteriana, da emergéncia de novos patdgenos e a
decorréncia de infec¢des em pacientes imunodeprimidos, nos quais as drogas antimicrobianas

tornaram-se menos efetivas (LEMONICK, 1994; SANTOS, 2004).
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O impacto das bactérias resistentes ¢ mundial e representa ameaca para a
humanidade. E um grave problema de saude publica, de grande amplitude médico-social,
cujas conseqiiéncias, para muitos estudiosos (LEMONICK, 1994; SANTOS, 1997) ja estdo ai
no nosso cotidiano e, se ndo forem freadas, no futuro serdo ainda mais devastadoras para a

humanidade.

A preven¢do de emergéncia de cepas de microorganismos multiresistentes ¢
necessidade urgente, mas ainda ndo atingida de forma eficiente pelas abordagens cléassicas
(FUCHS et al., 2006). O crescente interesse, em estudar e melhor analisar o problema da IH,

esta voltado, principalmente para o fendmeno das bactérias antibidtico- resistentes.

2.2 Serratia marcescens e a resisténcia a drogas

Serratia marcescens ¢ um bacilo Gram-negativo, aerdbico, movel, pertencente a
familia Enterobacteriaceae. Por muitos anos esse organismo foi considerado saprofito para o
homem, sendo frequentemente isolado da agua, solo, ar, plantas, géneros alimenticios e
animais. Entretanto, tem emergido nos ultimos anos, como causa de varias infecgdes
hospitalares de severidade variavel, sendo atualmente reconhecido como um patogeno
oportunista para 0 homem ( CARBONELL ez al., 2000; HUME; WILLCOX, 2004). Algumas
amostras dessa espécie sdo capazes de produzir um pigmento vermelho, denominado
prodigiosina, um metabdlito secundario promissor devido a relatadas atividades antifungica,
imunosupressiva e antiproliferativa (GIRI et al., 2004; HARRIS et al., 2004; SUNAGA et al.,
2004), além de efeitos apoptdticos e potente citoxicidade contra varias linhagens humanas
cancerosas ESCOBAR — DIAZ et al., 2005.

Enquanto S. marcescens pode ser raramente detectada em individuos saudaveis,
pacientes hospitalizados podem ser colonizados ou infectados por esta espécie. Muito
freqlientemente, essa bactéria foi relacionada a infecgdes no trato respiratorio de pacientes
entubados, infec¢cdes no trato urinario de pacientes com cateteres, infecgdes em feridas
cirargicas, superinfeccdes, osteomielite e septicemia em pacientes com cateterizagdo
intravenosa, sendo que nestes casos a taxa de mortalidade pode alcangar de 39 a 50%
(ADJIDE et al,, 2004; LAU et al., 2004; SEKIGUCHI et al., 2004; CURTIS et al., 2005,
IWAYA et al., 2005).
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A S. marcescens tem sido frequentemente causa de infec¢des sendo isolado de
varias fontes do meio ambiente hospitalar, entre elas solucdes desinfetantes e anti-sépticos
(SANTOS, 2004). Ressalta-se que esta bactéria pode apresentar resisténcia a estas solugdes,
normalmente, sdo usadas nos hospitais como meio de controle de microorganismos.
Recentemente, foram encontradas cepas formadoras de biofilme resistentes a solugdes de
quaterndrio de amonio usadas para preservag¢do de lentes de contato em contraste com cepas
planctdnicas que se apresentaram sensiveis (SZCZOTKA et al., 2009) demonstrando assim o

papel dos biofilmes no aumento da resisténcia bacteriana.

Também foi relatada frequentemente a ocorréncia de surtos causados por S.
marcescens em unidades de cuidados intensivos neonatais e de pacientes
imunocomprometidos ou com doengas debilitantes (SARVIKIVI et al., 2004; GULER et al.,
2008). Nestes hospedeiros, S. marcescens pode invadir a corrente sanguinea através do trato
intestinal e causar choque endotoxico e faléncia multipla de 6rgdos (VINOGRADOV et al.,
2003). Infec¢des oculares devido a esse microrganismo sd@3o comuns e causa frequente de
queratite (KUNIMOTO et al., 2004; MATSUMOTO et al., 2004; MUNOZ et al., 2004)

Recentemente, S. marcescens foi isolada do biofilme subgengival de individuos
com diferentes condi¢des periodontais, tendo sido mais prevalente em pacientes com
periodontite severa (4,1%) do que em individuos com gengivite (3,2%) ou com o periodonto
clinicamente saudavel (2,5%) (BARBOSA et al., 2006). Anteriormente, esta espécie tinha
sido a mais freqliientemente isolada entre os organismos da familia Enterobacteriaceae, da
microbiota subgengival de individuos brasileiros com periodontite, presente em quase 10% da
populagdo estudada (BARBOSA et al., 2001). Apesar da presenga desses microrganismos em
sitios subgengivais, inclusive apds o tratamento periodontal (SLOTS et al.,1990a;
LISTGARTEN et al., 1993), o papel desses microrganismos na doenga periodontal ainda nio

foi elucidado.

Em estudo realizado por Carbonell er al. (2000) utilizando cepas clinicas
hospitalares de S. marcescens, foi observado que dentre 938 isolados deste microrganismo
apenas 32 (3,4%) produziam pigmento e que a maioria dos isolados pigmentados apresentava
o mesmo padrdo de resisténcia a antibidticos (ampicilina, cefalotina e tetraciclina) do que os
ndo pigmentados. Sendo que dentre estes isolados pigmentados, os que carreavam plasmideos

apresentavam resisténcia somente a esses mesmos antimicrobianos.
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S. marcescens prontamente adere a instrumentagdo hospitalar invasiva, tais como
cateteres, endoscopios e tubos intravenosos (SICKBERT-BENNETT et al., 2005 apud
BARBOSA, 2005). Além disso, infec¢des causadas por S. marcescens podem ser dificeis de
tratar devido a resisténcia dessa bactéria a uma variedade de antibioticos, incluindo [-
lactdmicos, aminoglicosideos, ciprofloxacina, cloranfenicol, aztreonam, trimetropim
/sulfametoxazol e tetraciclina (FILIUS et al., 2005; PARK et al., 2005; HURRELL et al.,
2009). Nesse sentido, a definicdo da concentracdo 1nibitéoria minima (CIM) vem
desempenhando um papel central no monitoramento da terapia com antibidtico de modo que a

extrapolag@o dos dados pode predizer a eficacia clinica da droga (MARTINEZ et al., 2000).

Apesar da disponibilizacdo de novos antibioticos, o ritmo do desenvolvimento de
resisténcia bacteriana nos diferentes patdgenos, Gram-positivos e Gram-negativos, representa
um constante desafio terapéutico, fenOmeno observado em todo o mundo. O nimero de
antibidticos em pesquisa diminuiu nos ultimos anos, enquanto a resisténcia as drogas
antimicrobianas tem crescido de forma inexoravel (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). No periodo
de 1972 a 1973, comparado ao periodo de 1997 a 1998, o percentual de artigos relacionados a
novas resisténcias, publicados no Antimicrobial Agents and Chemotherapy, aumentou de 11%

para 34% (SWARTZ, 2000).

Um importante fator de resisténcia dessa espécie relaciona-se ao fato de S.
marcesscens pertencer ao grupo das enterobactérias produtoras de b- lactamases (AmpC) de
expressdo cromossomico induzivel ndo inibida por inibidores de beta-lactamase (4cido
clavulanico) (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Entre bactérias Gram-negativas, cepas de
enterobactérias e ndo-fermentadores vem apresentando niveis de resisténcia cada vez mais
expressivos ante as diferentes cefalosporinas de segunda, terceira e quarta geracdo. Cepas
produtoras de beta-lactamases de espectro ampliado, conhecidas como ESBL, capazes de
inativar cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, passam também a ser preocupacgdo
mundial, implicando mudangas na abordagem terapéutica (ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

S. marcescens foi isolada de 36% de tubos nasogastricos enterais de neonatos em
UTIs no Reino Unido apresentando-se todas resistentes a amoxicilina e amoxicilina com
acido clavulanico (HURRELL et al., 2009). E reconhecida como um patogeno importante,
com propriedades invasoras e tendéncia a resistir a muitos antibidticos utilizados na

atualidade (KONEMAN et al., 2001).
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2.3 Mecanismos de resisténcia a drogas

2.3.1 Intrinsecos e adquiridos

A resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos pode ser dividida em dois tipos
gerais: uma na qual a caracteristica de resisténcia apresenta-se como uma propriedade
intrinseca e outra que pode ser adquirida. Os termos resisténcia intrinseca ou inerente sdo
usados para indicar uma resisténcia que € uma caracteristica usual, presente em todas ou

quase todas as cepas da espécie (TOCARS et al., 1999; TORTORA et al., 2005).

Segundo Rossi e Andreazzi (2005) resisténcia intrinseca € uma caracteristica
natural de determinados grupos de bactérias, sendo espécie ou género-especifico, e delimita o
espectro de atividade dos antimicrobianos e pode ser utilizada para confirmar a correta
identificagdo de uma bactéria, além de servir como marcador no monitoramento de
procedimentos padronizados. O principal mecanismo da resisténcia intrinseca € a inexisténcia
de sistema metabolico ou organela, alvos da a¢do do antimicrobiano no organismo (FUCHS,
2006).

A transferéncia ou aquisicdo de DNA pode ocorrer por conjugacdo, onde os genes
de resisténcia sdo transferidos através dos plasmidios havendo necessariamente contato entre
as células bacterianas; transducdo, onde a transferéncia é realizada através de um virus;
transformagdo, com transferéncia da célula doadora para a receptora sem contato entre as
células e transposi¢do, onde os genes determinantes de resisténcia podem transferir-se de um
plasmideo a outro, para o cromossomo ou para um bacteriofago. O elemento responsavel pela

transferéncia € o transposon (RANG e DALE, 2007).

Os genes para resisténcia intrinseca, como outras caracteristicas da espécie, parecem
residir em cromossomo (MURRAY, 1990). Resisténcia adquirida pode resultar tanto de
mutagdes no DNA existente quanto da aquisi¢cdo de novo DNA. A mutac¢do € cromossdmica e
a emergéncia da resisténcia ocorre a medida que as bactérias se replicam. Durante o processo
de replicagdo podem ocorrer erros que modificam a sequéncia da codificagdo do DNA e,
consequentemente, alteragcdo da informagdo contida no DNA original, produzindo células com
uma mutacdo especifica, que sera transferida a futuras geragdes. Algumas mutacdes sdo
benéficas para a bactéria, como resistir a agdo de um antibiotico, oferecendo uma vantagem

competitiva em seu ambiente.
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Essas transferéncias genéticas ocorrem geralmente no trato gastrointestinal de
homens e animais, locais onde outras bactérias também estdo expostas a pressdes seletivas

pelo uso terapéutico e subterapéutico de antimicrobianos (MUNDY et al., 2000).

As varias caracteristicas intrinsecas expressadas pela Serratia marcescens incluem
resisténcia a ampicilina, amoxicilina, amoxicilina/dcido clavulanico, cefalosporinas de
primeira geragdo, cefuroxima, colistina, cefoxitina (NCCLS, 2003). Exemplos de resisténcia
adquirida s3o encontrados na literatura como completa resisténcia a ampicilina e cefalotina,
elevada susceptibilidade a cefalosporinas de segunda e terceira geragdo, aminoglicosideos,
quinolonas e cotrimoxazol (MANFREDI et al., 2004). Existe uma preocupagdo atual com a
emergencia de cepas multi-resistentes i1soladas principalmente de pacientes hospitalizados por

longos periodos e/ou que receberam terapia antimicrobiana de amplo espectro.

2.3.2 Biofilme

A resisténcia a biofilmes ¢ chamada resisténcia fisioldgica e ocorre em condigdes
especiais de crescimento bacteriano (FUCHS et al., 2006). Biofilme microbiano pode ser
definido como uma comunidade diversificada de microorganismos aderidos a uma superficie,
usualmente com um liquido de interfaciamento (ZANIN et al.,2006). Estudos indicam que
esses filmes biologicos sdo pontos estaveis em um ciclo de vida que inclui iniciacdo,
maturacdo, manuten¢do e dissolucdo (ABDULAH et al., 2005). S. marcescens forma biofilme
através de uma série de estagios definidos que culminam com um biofilme poroso e
filamentoso com cadeias agrupadas de células, os quais sdo dependentes do sistema “quorum-
sensing”. Alguns aspectos do ciclo de vida de S. marcescens incluem adesdo, “swarming” e

formagdo de arquitetura tridimensional (RICE ez al., 2005).

A formacgdo do biofilme pode ocorrer por meio de trés mecanismos (STOODLEY
et al., 2002). O primeiro € pela redistribui¢do de células fixas através da motilidade de sua
superficie. O segundo mecanismo ocorre por divisdo bindria das células fixas a superficie.
Ap6s a divisdo, células filhas se expandem externamente e para cima, se ligando a superficie e
formando aglomerado de células, de forma similar a formacéo de colonias em placas de agar

(HEYDORN et al., 2000). O terceiro mecanismo de agrega¢do ocorre pelo recrutamento de
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células presentes no meio externo para o desenvolvimento do biofilme (TOLKER-NIELSON
et al., 2000).

A formagdo de biofilmes pode ocorrer como um mecanismo de defesa dos
organismos a condigdes de estresse ambiental. Biofilmes sdo resistentes a forgas fisicas como as
produzidas, por exemplo, pela corrente sanguinea ou a a¢do de lavagem que a saliva realiza
sobre as superficies na cavidade bucal. Organismos vivendo em comunidades podem também
suportar mudangas de pH, a acdo de radicais de oxigénio, desinfetantes e antibidticos de uma
forma mais favoravel a vida do que as células vivendo de forma planctonica. Biofilmes sdo
resistentes a fagocitose, e as células de defesa que tentam fagocitar os microrganismos em
biofilme podem causar mais danos aos tecidos circunvizinhos que ao biofilme propriamente dito

(JEFFERSON, 2004).
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Figura 1- Modelo de desenvolvimento do biofilme segundo Stoodley et al. (2002)

De acordo com Doron (2008), claras evidéncias mostram que células no biofilme
apresentam-se em um estado fisiologico diferentes das células planctonicas, tendendo a serem
menos susceptiveis a agentes antimicrobianos. Em alguns casos extremos, a concentragdo de
antimicrobiano necessaria para exercer atividade bactericida frente a biofilmes pode ser maior de
trés ou quatro ordens de magnitude comparado a quantidade necessaria para ter acdo sobre

organismos planctonicos, dependendo da combinagdo espécie-droga.

De acordo com Lewis (2001), trés fatores podem ser considerados para explicar a

resisténcia dos biofilmes a morte por antimicrobianos: a penetragdo restrita da droga no interior
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das comunidades microbianas, a caracteristica de crescimento lento apresentada por algumas

células presentes no biofilme e ainda a expressdo de alguns genes biofilme-especifico.

Biofilmes estdo embebidos em uma matriz polimérica composta por proteinas,
carboidratos ¢ DNA (CARNIOL E GILMORE, 2004) que pode restringir a penetragdo de
substancias e ligar-se a antimicrobianos. Isso podera fornecer resisténcia efetiva as células em
comunidades frente a grandes moléculas como as do sistema complemento e proteinas
antimicrobianas. A barreira de difusdo € provavelmente efetiva também frente a pequenos
peptideos antimicrobianos. A carga negativa do polissacarideo extracelular também apresenta
importante fun¢do na protecdo do biofilme frente a moléculas positivamente carregadas dos
aminoglicosidios, restringindo sua penetra¢do através de ligagdes com as moléculas da matriz
(LEWIS, 2001). A difusdo retardada de um antimicrobiano na matriz polimérica ird diminuir a
sua concentracdo adentrando a estrutura do biofilme, auxiliando na a¢do de enzimas tais como B-

lactamase (GIWEREMAN et al., 1991).

Quando € considerada a acdo dos antimicrobianos sobre os microrganismos em geral
se observa que virtualmente todos sdo mais efetivos em matar células em crescimento. Alguns
como, por exemplo, as penicilinas s6 exercem sua fun¢do sobre células em crescimento. Outros
agentes mais modernos tais como cefalosporinas, aminoglicosidios e fluoroquinolonas podem
matar células que ndo estdo em fase de crescimento, mas sdo evidentemente mais efetivos frente

a células durante essa fase do seu ciclo de vida (JEFFERSON, 2004).

Assim, o crescimento lento indubitavelmente contribui para que os filmes biologicos
resistam a morte por antimicrobianos e pode ser apontado como principal fator para uma
possivel resisténcia de células planctonicas a morte (ADAMS e MELED, 1999). Uma pequena
populagdo de células em uma comunidade microbiana pode apresentar-se quiescente ou em
estado de dorméncia, dessa forma encontra-se em uma fase metabolica que ndo favorece a acdo
da maioria dos antimicrobianos. Por essa razdo, ndo sdo atingidas nas terapias medicamentosas

corriqueiramente utilizadas (ANWAR et al., 1992).

Um outro fator a concorrer para a sobrevida dos organismos em comunidade ¢ a
possibilidade de expressdo génica diferente de algumas células presentes nos biofilmes
conferindo-lhes vantagens metabdlicas, adaptativas e de defesa, em seu microambiente de
desenvolvimento. Um exemplo dessa caracteristica ¢ quando em filmes polimicrobianos

encontra-se uma espécie bacteriana com bagagem genética para expressar B-lactamase e outras
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espécies que ndo podem produzir tal substancia vém a se beneficiar quando submetidas a terapia
medicamentosa com B-lactamicos (COSTERTON et al., 2003).

Um ponto de grande relevancia em relagdo a susceptibilidade de células persistentes a
antimicrobianos € a capacidade que o sistema imunologico apresenta de contribuir para debelar
infeccdes recorrentes. Dessa forma, células persistentes tornam-se um problema de maior
dificuldade de resolucdo quando o sistema imunoldgico ndo esta exercendo adequadamente suas
fungdes. Um exemplo ¢ a meningite causada por Streptococcuss pneumoniae que causa
meningites recalcitrantes devido a inacessibilidade do fluido cérebro-espinhal aos componentes
do sistema imunologico. E ainda que células do sistema imunoldgico tenham acesso ao local
onde o biofilme encontra-se, a presenca de polissacarideo extracelular protege fisicamente suas

células dos componentes do sistema imune (LEWIS, 2001).

Se a concentragdo do antimicrobiano cal temporariamente ou se 0s sintomas
desaparecem devido a erradicagdo das células planctonicas e a terapia € descontinuada, as células
persistentes irdo refazer a estrutura do biofilme que comecara a liberar novas células de vida
livre. Essa dindmica explica a natureza recalcitrante das infec¢des causadas por biofilmes e a

necessidade de uma terapia antimicrobiana prolongada (LEWIS, 2001).

2.4 Terapias antimicrobianas
2.4.1 Antibioticos e mecanismos de resisténcia
2.4.1.1 Imipenem

O Imipenem ¢ o derivado N-formidoil da tienamicina, antibiotico produzido pelo
Streptomyces cattleya que pertence ao novo quadro de antibidticos beta-lactdmicos chamados
carbapenémicos. Os carbapenens sdo caracterizados, quimicamente, por um anel pentagonal
no qual o enxofre do acido 6-aminopenicildmico ¢ substituido pelo carbono, ainda
apresentando uma dupla ligagdo. O imipenem possui o espectro antibacteriano mais amplo de
todos os antibioticos beta-lactdmicos (SILVA, 2006). Quando administrado isoladamente,
sofre grande metaboliza¢do pela desidropeptidase-1, enzima que existe nas células dos
tabulos renais proximais com borda em escova. Essa degradacdo produz baixas concentragdes
de droga ativa na urina (TRIPATHI, 2006).
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Mecanismo de Ag¢do: O imipenem, como as penicilinas, inibe a biossintese da
parede celular bacteriana, mas apresenta certas peculiaridades nesse sentido, além de ser
rapidamente bactericida para as bactérias sensiveis. Exerce seu efeito antibacteriano ligando-
se a proteinas especificas que se acoplam as penicilinas, em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, produzindo esferoplastos, forma de degradacdo das bactérias. O imipenem também
se combina a proteinas especificas do tipol, o que resulta em rapido efeito letal para as
bactérias. Outras acdes do Imipenem consistem na sua penetragdo através da membrana
externa dos Gram-negativos € na sua resisténcia a acdo de beta-lactamases mediadas por
plasmidios e por cromossomos da maioria das bactérias, inclusive de ragas resistentes a outros

antibioticos (SILVA, 2006).

Resisténcia: O imipenem € capaz de induzir beta-lactamases em certas bactérias
Gram- negativas, como Enterobacter cloacae € Pseudomonas aeruginosa, mas essas bactérias
ndo se tornam resistentes ao antibidtico, como acontece com as cefamicinas e
aminotizolilcefalosporinas, que também induzem beta-lactamases (SILVA, 2006). A
resisténcia dos carbapenémicos as beta-lactamases conta para sua eficacia contra mais de 90%
das espécies de Gram-negativas de bactérias (REMINGTON, 2000). As bactérias que tiveram
suas beta-lactamases induzidas pelo imipenem tornam-se resistentes as cefalosporinas e
penicilinas. Essas observagdes explicam a inexisténcia de resisténcia cruzada entre o
imipenem e outros antibidticos e, também, o antagonismo que amiude se observa, in vitro,
quando se associa imipenem a outro antibidtico beta-lactamico. Praticamente, o imipenem ¢
resistente a quase todos os tipos de beta-lactamases, se bem que seja inativado pelas beta-
lactamases de Pseudomonas multophila e duas cepas de Bacterioides fragilis. A resisténcia ao
imipenem pelo mecanismo mediado pela beta-lactames €, portanto, muito raro. Certas racas
de Serratia marcescens e de Enterobacter cloacae sao resistentes ao imipenem por um
mecanismo que parece envolver reducdo da permeabilidade da parede celular bacteriana.
Observou-se 0 aparecimento de cepas resistentes de Pseudomonas aeruginosa, durante o
tratamento, mas essas cepas podem ser sensiveis as penicilinas antipseudomonas,

cefalosporinas da terceira gerag@o e aos aminoglicosidios (SILVA, 2006).

O imipenem era originalmente resistente a todas as beta-lactamases, porém alguns
microorganismos possuem agora genes cromossomicos codificando beta-lactamases que
hidrolisam o imipenem (RANG e DALE, 2007) e mostra-se resistente a maioria das beta-

lactamases, mas ndo as metalo-beta-lactamases (KATZUNG, 2005).
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2.4.1.2 Tobramicina

E um aminoglicosidio pertencente a familia da estreptomicina. Todos os
aminoglicosideos apresentam em sua estrutura um anel essencial: o aminociclitol. O termo
aminoglicosideo resulta de ligagdes glicosidicas entre o aminociclitol e dois ou mais
grupamentos amino ou aminoagucares. A tobramicina faz parte da familia das canamicinas

derivada do Streptomyces ssp.

A relagdo estrutura-atividade dos aminoglicosidios nd3o estd completamente
elucidada. Estudos removendo os grupamentos amino, hidroxil ou ambos levaram a perda da

atividade antibacteriana e do potencial toxico, respectivamente (SILVA, 2006).

Mecanismo de Agdo: Atuam pela inibigdo irreversivel da sintese protéica
bacteriana. O mecanismo de agdo € iniciado quando o farmaco ultrapassa a membrana externa
do patdgeno através de canais de porina; em seguida, a droga € transportada de forma ativa até
o citoplasma, em um processo dependente de oxigénio, o que ajuda a explicar a auséncia de
acdo desses farmacos contra microorganismos anaerobios. O cloranfenicol bloqueia este
sistema de transporte (RANG e DALE, 2007). A energia necessaria para a ocorréncia desse
evento ¢ gerada pelo proprio gradiente eletroquimico transmembranoso, sendo o transporte
acoplado a uma bomba de prétons. Além das condi¢cdes anaerdbias, o pH extracelular baixo
também inibe o transporte de aminoglicosidios. Por outro lado, antibioticos que atuam na
parede bacteriana, como as penicilinas, podem intensificar a chegada do aminoglicosidio no
citoplasma, gerando um aumento da atividade bactericida de forma sinérgica (SILVA, 2006).
O efeito bactericida dos aminoglicosideos € reforcado por agentes que interferem com a
sintese da parede celular (RANG e DALE, 2007).

A inibicdo da sintese protéica bacteriana pelos aminoglicosidios ocorre apos a
ligagdo do antibidtico a proteinas especificas da subunidade 30S ribossdmica. O
aminoglicosidio pode, entdo: (1) inibir a sintese de proteinas, interferindo do complexo de
iniciagdo de peptideos; (2) provocar uma leitura equivocada do RNAm, que burla a oferta de
aminoacidos e leva a formagdo de um peptideo ndo-funcional; ou, ainda, (3) causar a ruptura
de polissomos, formando monossomos (cadeia de RNA com apenas um ribossomo) nio-
funcionais. Como essas atividades ocorrem praticamente de forma simultanea, os efeitos

finais sdo altamente bactericidas (SILVA, 2006).



32

Resisténcia: A resisténcia aos aminoglicosidios esta se tornando um grande
problema devido a variedade de mecanismos (RANG e DALE, 2007) e desenvolve-se muito
rapidamente com algumas bactérias como alta resisténcia de unica etapa (GENNARO, 2004).
As bactérias sensiveis aos aminoglicosidios apresentam como mecanismos de defesa a
alteragdo na captacdo do farmaco, a sintese de enzimas modificadoras (fatores R) ou
mudangas nos sitios de liga¢do nos ribossomos. As alteracdes enzimaticas geram o
mecanismo mais comum de resisténcia e podem diminuir ou causar a perda total da atividade
antimicrobiana. Essas enzimas podem ser produzidas tanto por microorganismos Gram-
positivos quanto por Gram-negativos e sdo de trés categorias: fosfotransferases,

nucleotidiltransferases e acetiltranferases (SILVA, 2006).

Os aminoglicosidios modificados enzimaticamente apresentam uma capacidade
muito reduzida de ligagdo a subunidade ribossomica e, consequentemente, encontram altos
niveis de resisténcia em bactérias capazes de produzir essas enzimas. Bactérias que possuem
adeniltransferases sdo resistentes a gentamicina e a tobramicina, enquanto aquelas que
possuem fosfotransferases sdo resistentes a neomicina, paromicina € canamicina. As enzimas
responsaveis pela resisténcia bacteriana sdo ainda encontradas em transposons e plasmidios
bacterianos extras cromossomicos. Esse fato indica a possibilidade de transferéncia de genes
que codificam resisténcia aos aminoglicosidios de bactérias Gram-positivas para Gram-
negativas. E conhecida a transferéncia génica de fosfotransferases de enterococos para
espécies de Campylobacter. As teorias para a origem dessas enzimas inativadoras revelam
que elas podem ser derivadas de microorganismos produtores de aminoglicosidios ou, ainda,
resultantes de mutagdes em genes que codificam enzimas envolvidas na respiracdo celular

normal (RANG e DALE, 2007).

A segunda forma de resisténcia bacteriana aos aminoglicosidios € a alteracdo no
sitio(16S) de ligagdo no RNAm no ribossomo como resultado de atividade enzimatica ou de
mutagdes. Por fim, algumas bactérias podem apresentar resisténcia pela diminuicdo da
captagdo do antibiotico. Mutagdes cromossdmicas podem provocar defeitos que influenciam o
gradiente eletroquimico responsavel pela captacdo do aminoglicosidio, ao tempo que fases da
captagdo do antibiotico ndo-dependentes de energia podem levar a resisténcia, pois sdo
capazes de alterar a permeabilidade da membrana (SILVA,2006). A resisténcia como
resultada da deficiéncia na penetracdo pode ser largamente superada pelo uso concomitante de
penicilina e/ou vancomicina (RANG e DALE, 2007).
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A resisténcia decorrente da elaboracdo bacteriana de enzimas destrutivas dos
aminoglicosideos pode ser adquirida ou natural, sendo que nove dessas enzimas ja foram
identificadas. Em decorréncia da rapida aquisicdo de resisténcia, ¢ comum empregar 0s
aminoglicosideos apenas em combinagdo com outras drogas antibacterianas (GENNARO,
2004).

2.4.1.3 Doxiciclina

E um antibacteriano de largo espectro, pertencente ao grupo das tetraciclinas com
acdo bacteriostatica em concentragdes terapéuticas e com amplo espectro que inclui Gram-
positivas, Gram-negativas, bactérias aerobias e anaerdbias, espiroquetas, micoplasmas,
riquétsias, clamidias e alguns protozoarios. De acordo com sua farmacologia, ¢ um
componente de longa a¢do. Surgiu em 1967 como um analogo da tetraciclina determinada por
substitui¢des na estrutura basica da tetraciclina, a qual consiste em um nucleo hidronaftaceno

que contém quatro anéis fundidos.

Mecanismo de Agdo: A acdo das tetraciclinas € devida a capacidade dessas drogas
de se ligar a subunidade 30S dos ribossomos microbianos, bloqueando a ligagdo da RNA
aminoacil transferase e inibindo a sintese de proteinas, pois impede a adicdo de novos

aminoacidos na cadeia polipeptidica em formacdo (GENNARO, 2004).

Resisténcia: A resisténcia bacteriana as tetraciclinas ocorre predominantemente em
microorganismos que ndo possuem mecanismos de transporte ativo através das membranas
celulares e, dessa forma, ndo concentram a droga em suas células. Isso ¢ acompanhado do
decréscimo do fluxo ou aumento da capacidade da célula para expulsar o antibidtico. A
resisténcia pode ser mediada pela transferéncia de plasmidios resistentes através da
transducdo ou conjugacdo (SILVA, 2006) e como os genes que controlam a resisténcia as
tetraciclinas estdo intimamente associados aos genes pra resisténcia aos outros antibidticos, os
microorganismos podem desenvolver resisténcia a muitos farmacos simultaneamente (RANG
e DALE, 2007). Com o uso disseminado desses farmacos, a resisténcia tem aumentado

inclusive em espécies bacterianas consideradas altamente sensivelis.
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O espectro antimicrobiano de todas as tetraciclinas ¢ praticamente idéntico e os
semelhantes lipofilicos s@o mais ativos que os hidrofilicos. No tratamento de infec¢des agudas

do trato urindrio, sdo os agentes mais utilizados.

Embora a resisténcia as tetraciclinas ndo seja adquirida tdo rapidamente como para
a penicilina, ela, entretanto ocorre logo. Entre as bactérias Gram-positivas, mais de 44% de
Streptococcus pyogenes sdo resistentes e 74% de Enterococcus fecalis o sd@o. A incidéncia de
resisténcia entre cepas de hospital de S.aureus pode variar entre 30 a 50%, mas pode chegar a

75% depois de varios dias de tratamento (SILVA, 2006).

A incidéncia de resisténcia entre as varias bactérias Gram-negativas também ¢
muito alta, especialmente entre as Enterobacteriaceae, que, no intestino, podem passar 0s
genes que controlam a resisténcia de uma espécie, at¢ mesmo de um gé€nero, para
outra(resisténcia infecciosa a droga). A resisténcia para uma tetraciclina normalmente confere
resisténcia a todas as outras, exceto para algumas cepas de estreptococos e E. coli resistentes
as tetraciclina que podem manter a sensibilidade a minociclina. Ndo ¢ comum ocorrer
resisténcia cruzada entre a penicilina e as tetraciclinas ou entre outras classes de antibidticos e
as tetraciclinas, exceto em resisténcia infecciosa a droga, em que o epissomo ou plasmidio

adquirido contém mais de um gene para resisténcia a outras drogas (GENNARO, 2004).

2.4.1.4 Cefotaxime

E uma cefalosporina de terceira gera¢do, as quais representam um importante e
rapidamente crescente grupo de antibioticos na medicina atual. Provém de um fungo, o
Cephalosporium acremonium, capaz de produzir vdarios antibioticos semelhantes as
penicilinas, mas com a caracteristica de serem resistentes a beta-lactamase, além de serem
ativos contra Gram-positivos ¢ Gram-negativos (SILVA, 2006). As cefalosporinas de terceira
geracdo possuem espectro antibacteriano ainda mais amplo contra as bactérias Gram-
negativas aerobias, inclusive contra bactérias resistentes a outras cefalosporinas (TRIPATHI,
2006).

O acido 7-amino-cefalosporanico nucleo das cefalosporinas possui um anel beta-
lactdmico unido a um anel diidrotiazinico. As cefalosporinas naturais apresentam baixo poder

antimicrobiano, mas a introdugdo de substitui¢des nas cadeias laterais ao nivel dos carbonos 7
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e 3 resultaram em inimeros produtos com muito maior poténcia e caracteristicas especiais

(PENILDON, 2006).

Mecanismo de Agdo: Interferéncia com a sintese de peptideoglicano bacteriano

depois da ligagdo com as proteinas ligadoras dos beta-lactamicos (GENNARO, 2004).

Resisténcia: A resisténcia a este grupo de farmacos aumentou por causa das beta-
lactamases codificada por plasmideo ou cromossomica. Quase todas as bactérias Gram-
negativas apresentam um gene cromossomico que codifica uma beta-lactamase que ¢ mais
ativa na hidrdlise das cefalosporinas que das penicilinas, € em varios microorganismos uma
mutagdo Unica pode resultar em produgdo constitutiva de alto nivel desta enzima. A
resisténcia também ocorre quando houver diminui¢do da penetragdo do farmaco como
resultado de altera¢des das proteinas da membrana externa, ou mutagdes das proteinas nos
locais de ligagdo (RANG e DALE, 2007).

Embora algumas cefalosporinas sejam desativadas por tipos de beta-lactamases
semelhantes as penicilinas, muitas beta-lactamases s@o seletivas para cefalosporinas e sé@o
chamadas de tipos de cefalosporinases (GENNARO, 2004). Apresentam grande atividade
contra Enterobacteriaceae. Porém, apesar da resisténcia desse grupo de antibidticos as beta-
lactamases, a eficacia desses farmacos frente a infeccdes por Enterobacter sp., Serratia sp., €
Pseudomonas sp. pode ficar limitada pelo surgimento da resisténcia bacteriana durante o
tratamento, fendmeno raro antes do advento desses produtos.A inducdo na produgdo de beta-
lactamases pode resultar do contato das bactérias com essas drogas,provocando resisténcia a

outras cefalosporinas da terceira geracdo (KATZUNG, 2005).

2.4.1.5 Ciprofloxacino

E uma droga antibacteriana do grupo das quinolonas, desenvolvida a partir da
introducdo dos grupos 6-fluor e 7-(1-piperazinil) na estrutura do acido nalidixico, ou seja, ¢
um analogo sintético do acido nalidixico. O acido nalidixico encontra-se em desuso por conta
do espectro antibacteriano limitado que possuiam, uma vez que ndo atingiam niveis
antibacterianos sistémicos com rapido desenvolvimento de resisténcia. A introducéo do d&tomo
de fluor (fluoroquinolonas) ampliou o espectro, aumentou a poténcia e parece ter evitado o

desenvolvimento de resisténcia mediada pelo plasmidio (KATZUNG, 2005). As
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flourquinolonas s3o bacteriostaticas em baixas concentragdes, bactericidas em altas

concentracdes e altamente ativas contra Enterobacteriaceae (GENNARO, 2004).

Mecanismo de A¢do: Inibem a sintese do DNA bacteriano, ocasionando a morte da
bactéria. O alvo bioquimico na a¢do dessa droga € a inibi¢do da atividade das enzimas DNA
girase (topoisomerase II) e da topoisomerase IV, as quais catalisam a passagem de um
filamento do DNA através do outro. A natureza altamente condensada do cromossomo
encontrado na célula bacteriana torna-a totalmente dependente dessas enzimas para realizar o
seu processo de replicagcdo. As topoisomerases sdo enzimas cruciais para ajudar a manter o
DNA celular em um estado apropriado de superespirilamento na regido de replicagdo do

cromossomo bacteriano.

As quinolonas exercem sua atividade aprisionando ou estabilizando os complexos
de DNA e enzima apos a ruptura dos filamentos e antes do resselamento do DNA. O
complexo aprisionado parece funcionar como um verdadeiro veneno celular, uma vez que
resulta na gera¢do de uma ruptura no DNA que a célula bacteriana dificilmente consegue

reparar.

Uma das grandes vantagens desse grupo de drogas ¢ a capacidade de apresentar
toxicidade seletiva. Embora ambas as células, humana e bacteriana, possuam um DNA de
duplo filamento, ocorrem diferengas fundamentais na forma de organizagdo do DNA nesses
dois tipos de células, impedindo danos a célula do hospedeiro (PENILDON, 2006).

Resisténcia: A resisténcia a agentes antimicrobianos ndo relacionados
estruturalmente, que ocorre quando se faz selecdo para resisténcia quinoldnica, sugere
possiveis alteracdes na difusdo da droga. A resisténcia desses mutantes envolve a reducdo na
producdo de proteinas da membrana externa, que constitui poros através dos quais as
quinolonas sdo transportadas. Tais mutantes com comprometimento na absor¢do tém sido

1dentificados em Serratia marcescens resistentes ao acido nalidixico.

Parece provavel que tanto alteragdo ao nivel da subunidade A da DNA girase e
topoisomerase IV quanto a diminui¢do da difusibilidade da droga representam mecanismos de

resisténcia quinolonica em cepas clinicas (RANG e DALE, 2007).

E preocupante a capacidade do ciprofloxacino de induzir, em bacilos Gram-

negativos, resisténcia a antimicrobianos ndo-relacionados &s quinolonas, como cefalosporinas,
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aminoglicosideos e carbapenémicos, por meio da indu¢do de bombas de efluxo (FUCHS et
al., 2000).

2.4.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana e mecanismos de resisténcia

O surgimento de agentes infecciosos resistentes a drogas, aqueles que ndo sdo mortas
ou inibidas por compostos antimicrobianos, ¢ um problema clinico sério importante da saude
publica (WAINWRIGHT et al., 2004). A prescricido inadequada e o uso inadequado de
antibioticos com diferentes mecanismos de a¢do, bem como a incapacidade de alguns pacientes
na conclusdo da terapia antibidtica tem causado um aumento mundial no numero de
microorganismos resistentes a diversos antibioticos (JORI e COPPELLOTTI, 2007).
Consequentemente, diferentes abordagens para a erradicag@o das bactérias sdo necessarias para a

busca de novas drogas ou tecnologias no combate a estes agentes resistentes.

Vantagens apresentadas pela terapia fotodindmica antimicrobiana (TFA) em
tratamentos oncologicos, como a seletividade da area tratada, menores doses e maior conforto
comparados aos tratamentos convencionais tém aumentado o interesse por Pprocessos
fotoquimicos em muitas areas médicas. Assim, varios estudos tém sugerido o TFA como uma
modalidade terapéutica inovadora para o tratamento de infec¢cdes microbianas (WILSON, 2004,

CARVALHO et al., 2007).

A terapia fotodindmica e fotossensibilizacdo letal sd@o os termos usados para
descrever um processo que utiliza uma fonte de luz com um comprimento de onda especifico
que ¢ apropriado para absor¢do por uma substancia fotossensivel. Esta intera¢do pode resultar
em oxigénio singleto (O3;) ou formagdo de outros radicais livres capazes de danificar
componentes celulares essenciais ou modificar as suas atividades metabdlicas de uma forma
irreversivel, o que pode resultar em morte celular (MALIK et al., 1990; BHATTI et al., 1997,
MITRA, 2004; AKILOV et al., 2006). Por apresentar mecanismos de acdo diferentes dos
tratamentos mais convencionais, a inativagdo de células microbianas pela TFA pode incluir

varias caracteristicas favoraveis tais como:

« E uma terapia duplamente seletiva que oferece baixo risco de destrui¢io das

células saudaveis, uma vez que a luz ou fotossensibilizador na TFA induz pouco ou nenhum
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efeito toxico por st s6 (HABLIN e HASAN, 2004). Além disso, os anticorpos poderiam ser

adicionados ao fotossensibilizador, a fim de aumentar sua afinidade célula especifica.

 Ela ¢ reprodutivel e pode ser aplicada repetidas vezes, (BACKHAUS et al.,
2007), sem grandes efeitos colaterais e sem causar reagdes sistémicas que as drogas usuais
costumam causar (HABLIN e HASAN, 2004).

* Promove a morte bacteriana rapida, ndo sendo necessaria a manutengdo do
agente quimico em altas concentragdes por longos periodos de tempo tornando o surgimento
de resisténcia improvavel (WAINWRIGHT ez al., 2004).

* A possibilidade de desenvolvimento de protocolos contra a maioria das classes
de bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e virus (ROVALDI et al.,2000;
CARVALHO et al., 2007).

* Possibilidade de utilizagdo de fontes de luz de baixo custo para a ativagdo dos
agentes fotossensibilizantes (ZANIN et al., 2006). Além disso, o uso de diferentes tipos de

agentes fotossensibilizantes.

2.4.2.1 Mecanismo de agdo

O processo fotodindmico € baseado em um protocolo de duas etapas, onde as
células-alvo sdo seletivamente carregadas com um fotossensibilizador seguido de irradiagdo
com uma luz de comprimento de onda complementar (KUBLER, 2005). Assim, reagdes
térmicas ndo fotoquimicas podem levar a producdo de espécies reativas de oxigénio, incluindo
o oxigénio molecular singleto, o que pode prejudicar as bactérias oxidantes, moléculas
orgéanicas, como membrana plasmatica ou DNA podendo danificar ou matar a célula alvo
(MACROBERT et al., 1989; MALIK et al., 1990, BHATTI et al., 1997).

Durante a terapia fotodindmica antimicrobiana dois processos fotoquimicos
podem acontecer. A reagdo fotoquimica tipo I ¢ uma reagdo radical ou redox em que um
fotossensibilizador excitado interage com as moléculas adjacentes por troca de um elétron ou
um atomo de hidrogénio produzindo radicais de anion superoxido. Este processo ¢ geralmente

seguido pela conversd@o do superéxido em H»O,, que ¢ um precursor imediato do radical
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hidroxila, um dos membros mais perigosos das espécies reativas de oxigénio que pode atacar
e oxidar qualquer molécula biologica (MACROBERT et al., 1989; PLAETZER et al., 2003,
HABLIN e HASAN, 2004). Por outro lado, o tipo de reagdo fotoquimica II envolve a
interacdo direta do fotossensibilizador com o oxigénio molecular gerando oxigénio singleto.
O oxigénio singleto ¢ instavel sendo um poderoso oxidante que pode reagir com varios tipos
de biomoléculas, tais como triacilglicerois insaturados, colesterol, fosfolipidios, aminoacidos
como o triptofano, histidina e metionina, bem como bases de dacidos nucléicos

(MACROBERT et al.,, 1989; PLAETZER et al., 2003; HABLIN e HASAN, 2004).

Assim, independentemente do tipo de reacdo do oxigénio singleto e radicais
hidroxila somente irdo oxidar moléculas e estruturas que estdo proximos a area de sua
producdo (coincidente a area de aplicagdo do fotossensibilizador) uma vez que estes produtos
tém alta reatividade e relativamente curto tempo de vida em sistemas biologicos, sendo baixa
a capacidade de difusdo dos efeitos citotoxicos para outros tecidos, garantindo assim a
seletividade da terapia (PLAETZER et al., 2003).

2.4.3 Fotoinativaciao bacteriana

A realizagdo de um tratamento rapido e eficaz de infec¢des localizadas da
cavidade oral parece ser bastante complexa, pois as células microbianas sdo caracterizadas por
grandes diferencas em sua estrutura e organizag¢do. Este fato tem influéncias dbvias na
modulagdo da interacdo dessas células com agentes fotossensibilizantes adicionados
externamente (JORI e COPPELLOTTI, 2006). Assim, células de bactérias sdo classificadas
em duas categorias principais, dependendo de sua resposta ao Gram, o que implica em
diferengas na sua morfologia (JORI e BROWN, 2004). A foto inativagdo de bactérias Gram
positivas e Gram negativas sdo baseadas no conceito de que alguns fotossensibilizadores
podem ser acumulados em quantidades significativas no interior ou a parede celular e induzir
um dano irreversivel nas bactérias (MAISCH et al., 2004). No entanto, a penetragdo do
fotossensibilizador na célula ndo ¢ um processo normal e ¢ dependente do tamanho do
fotossensibilizador, carga, propriedades de solubilidade e local de agdo (KESSEL e LUO,
1999).
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A parede celular desempenha um papel importante na susceptibilidade de
aplicagdo da TFA em bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo as bactérias Gram
positivas mais sensiveis. Esta maior suscetibilidade pode ser atribuida a sua fisiologia, uma
vez que essas bactérias apresentam uma parede celular com espessura de 15-80 nm, contendo
varias camadas de peptideoglicano e &cido lipoteicdico com alto grau de porosidade.
Consequentemente, varias macromoléculas, como fotossensibilizadores, sdo capazes de passar
através da parede celular (WAINWRIGHT, 1998; JORI ¢ BROWN, 2004; HAMBLIN e
HASAN, 2004).

Em contraste, a parede celular das bactérias Gram negativas apresenta uma
estrutura complementar, com espessura de 10-15 nm, conhecida como membrana externa, que
¢ separada da membrana citoplasmatica contendo peptideoglicano em seu interior pelo
periplasma. Essa estrutura altamente organizada funciona como uma barreira contra a difusio
molecular, incluindo os agentes fotossensibilizadores. Nas células bacterianas Gram
negativas, moléculas do fotossensibilizador ligam-se preferencialmente a membrana externa
inibindo a sua penetracdo na célula e evitando a foto inativacdo pela TFA (HAMBLIN E

HASAN, 2004).

Como descrito anteriormente, a resposta celular 4 TFA ¢ resultado da interacdo
bactéria-fotossensibilizador, porém, os danos das células bacterianas ¢ também um resultado
da interacdo entre a fonte de luz, as células bacterianas e as condi¢des de ambiente (condi¢cdes
térmicas, pressdo, osmolaridade e pH.) (KESSEL e LUO, 1999; AKILOV et al., 2006).

2.4.4 Agentes fotosensibilizantes antimicrobianos

Para que a terapia antimicrobiana fotodindmica exer¢a algum efeito na célula
bacteriana, a luz deve ser absorvida por um ou mais de seus constituintes. Embora algumas
bactérias apresentem componentes capazes de absorver parte do espectro de luz visivel, a
maioria das espécies ndo apresenta esses componentes, de modo que o uso de
fotossensibilizadores exogenos, que atraia para si a luz, ¢ fundamental ao sucesso dessa
terapia (WILSON; DOBSON; HARVEY, 1992).

Os fotossensibilizadores sdo elementos criticos no processo de terapia

fotodindmica. Desde que a maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes
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especiais, com capacidade de absorcdo significativa para a luz, a utilizagdo de um
fotossensibilizador que atrai luz propria e inicia a formag@o de radicais livres € essencial
(WILSON et al., 1992; KUBLER, 2005). Varios fotossensibilizadores tém sido desenvolvidos
durante as ultimas duas décadas para o uso em terapia fotodindmica com diferentes

propriedades fisicas de absor¢do de luz (WAINWRIGHT et al., 1998).

A capacidade de um componente para absorver uma luz incidente ndo significa
necessariamente que ele possa atuar como um fotossensibilizador. Os requisitos de um
fotossensibilizador ideal incluem caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas. Um
fotossensibilizador ideal tem que ser ndo-toxico e devera apresentar toxicidade local apenas
apos a ativagdo pela iluminagdo. Os fotossensibilizadores que tém sido estudados para a
eliminagdo de microrganismos pertencem a diferentes classes de compostos e pode mostrar
bandas de absorcdo diferentes. Os grupos principalmente para TFA sd3o: derivados
fenotiazinicos, tais como azul de toluidina e azul de metileno; porfirinas (WAINWRIGHT,
2000) e derivados de ftalocianina de aluminio (Wood et al., 1999), os derivados halogenados
xantinas, como rosa bengal, verde de malaquita, alguns conjugados de clorinas e hipericina

(CASTANHO et al.,2004; HAMBLIN e HASAN, 2004).

Um dos grupos mais importante de derivados fenotiazinicos sdo azul de metileno
e azul orto toluidina (USACHEVA et al., 2001). Esses corantes tém estrutura quimica e forma

semelhantes e grande afinidade aos acidos nucléicos com espectro de absor¢cdo muito

semelhantes na regido do vermelho visivel (= L = 660nm e 630nm, respectivamente). Eles

também tém baixo peso molecular e propriedades fisico-quimicas semelhantes e ambos
apresentam caracteristicas hidrofilicas que tornam possivel passarem livremente através da
membrana. Estes fotossensibilizadores podem induzir a uma reducdo in vitro de 4-5 logs na
populagdo microbiana apos um curto periodo de incubagdo de 5 a 10 minutos (JORI et al.,
2006).

Wilson e colaboradores tém demonstrado a eficacia de uma série de
fotossensibilizadores, incluindo o azul de metileno e azul de toluidina, contra bactérias

relevantes para a cavidade oral (WILSON, PRATTEN e PEARSON, 1995; WILSON, 2004).
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Isso ¢ particularmente atraente, dada a baixa toxicidade humana destes dois
fotossensibilizadores, azul de toluidina sendo usado na coloracdo da cavidade oral para lesdes
pré-cancerosas (WAINWRIGHT, 2005).

Tanto o azul de metileno e TBO sdo usados na identificagdo cirlrgica em
concentracdes de até 1% sem causar toxicidade humana. Em termos de TFA, foi demonstrado
que a dose de luz necessaria para matar as bactérias tratadas com TBO ¢ bem menor do que a
toxicidade causando em cultura de queratinocitos humanos e fibroblastos (WAINWRIGHT,
1998).

2.4.5 Tipos de fontes de luz

Assim como o fotossensibilizador, a escolha da fonte de luz ¢ um importante fator
para o éxito da terapia fotodindmica. A fim de otimizar o tratamento, € essencial que a
emissdo de luz coincida com o pico de absor¢do do fotossensibilizador escolhido (FISCHER
et al., 1998). Embora lasers convencionais sejam tradicionalmente utilizados, recentemente o
uso dos LEDs tem se intensificado, uma vez que, por ndo apresentarem boa colimacgdo e
coeréncia, resultam em bandas de emissdo de luz mais largas, favorecendo, assim, a
complementaridade com o fotossensibilizador (ZANIN et al., 2006; PELOI et al., 2008;
GIUSTI et al., 2008).

O comprimento de onda de absor¢do dos compostos fotossensibilizantes ¢ um
fator importante para o sucesso da foto inativacdo e as fontes de luz utilizadas sdo um
componente essencial no processo fotodindmico. Para chegar a resposta ao tratamento na
TFA, dois objetivos devem ser alcancados. Inicialmente, para que a reacdo fotoquimica
aconteca, o comprimento de onda da luz utilizada deve coincidir com o espectro de absor¢do
do fotossensibilizador. Adicionalmente, a luz devera ser capaz de penetrar até atingir a célula
alvo (YAVARI, 2006). Diversos estudos mostraram o uso da terapia fotodindmica para a
inativacdo de bactérias utilizando lampadas halogenas, diodos emissores de luz (LEDs) e
lasers (DOBSON e WILSON, 1992; BURNS et al., 1995, WILSON e YIANNI, 1995;
GRIFFITHS et al., 1997, ZANIN et al., 2002; CHABRIER-ROSELLO et al., 2005, ZANIN
etal.,2005).
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O uso de lampadas haldégenas como de tungsténio e xendnio como fontes de luz
sd0 uma opg¢do para a TFA. Eles podem fornecer até 250 mW/cm? sobre um amplo espectro
de emissdo (350-850 nm) e poténcia de até 8W. Manutencdo facil, tamanho pequeno, simples
operagdo e baixo custo, s@o as principais vantagens desses tipos de fontes de luz. No entanto,
elas limitaram-se a iluminagdo superficial, uma vez que a luz gerada nédo ¢ eficientemente
acoplada em fibras oOpticas. Além disso, uma combinacdo de banda estreita, passe longo e
passe curto e filtros sdo necessarios, para identificar com precisdo o comprimento de onda

escolhido (BRANCALEON e MONSELEY, 2002).

Outra possivel fonte de luz para TFA sao diodos emissores de luz. As luzes do
tipo LED parecem ser as fontes de luz mais promissoras. Apesar de serem capazes de
produzir luz monocromatica como os lasers, os LEDs ndo apresentam boa colimagdo e
coeréncia, resultando em faixas mais amplas de emissdo o que acaba sendo vantajoso para
TFA, porque aumenta a possibilidade de sobreposi¢do do espectro da irradiagdo do LED com
o espectro de absor¢do da luz pelo fotossensibilizador (PELOI et al, 2008). Eles sdo
dispositivos semicondutores de baixo custo em comparacdo com todas as outras fontes
descritas (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007), pequeno e leve em massa e sua vida util pode
chegar a centenas de milhares de horas. Em pesquisas laboratoriais foi avaliado o efeito
antimicrobiano da TFA usando LED como fonte de luz e seus resultados mostraram a
utilizagdo satisfatoria contra bactérias orais (ZANIN et al., 2005, 2006; GIUSTI et al., 2008).

Lasers com fonte de luz monocromatica coerente também sdo amplamente
utilizados. Diferentes sistemas de laser foram utilizados para a inativagdo fotodindmica de
bactérias, destacando-se o hélio-neon (He-Ne laser) e o laser semicondutor (laser diodo)
(CALIN e PARASCA, 2009). Estes sistemas de laser sdo extremamente compactos e faceis
de manusear podendo ser usados diretamente ou em pausas (BRANCALEON e MONSELEY,
2002). A banda espectral principal em que ele emite sdo os de néon, com comprimentos de
onda de 632,8 nm (CALIN e PARASCA, 2009). Os lasers He-Ne tém sido intensivamente
utilizados para o tratamento fotodindmico de bactérias, especialmente Porphyromonas
gingivalis e estreptococos do grupo mutans (BURNS et al., 1995; ZANIN et al., 2005), com
bons resultados. Apesar de haver dificuldades na obtencdo de um laser He-Ne com saidas de
alta-energia - um ressonador Unico com uma saida de 30 mW ¢ o laser He-Ne laser mais alto
que nos poderiamos obter. Este fato torna muito dificil conseguir uma densidade de energia

otima capaz de cobrir toda a superficie alvo. Atualmente, os sistemas de laser de diodo podem
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produzir resultados mais elevados de energia no modo de onda continua para alcangar uma

alta densidade de poténcia para uma area ideal (CALIN e PARASCA, 2009).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos dessa dissertagdo de mestrado foram:

- Verificar a susceptibilidade de isolados ambientais, orais e extra-orais de Serratia

marcescens a diferentes antibidticos;

- Determinar o efeito antimicrobiano da terapia fotodindmica através da associagdo
do azul de O-toluidina (TBO) e um diodo emissor de luz (LED) na viabilidade de culturas
planctonicas e biofilme de Serratia marcescens isoladas do ambiente, infecgdes orais e

infec¢des extra-orais;
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizacao de cepas

Neste estudo 55 cepas de S. marcescens de diferentes procedéncias foram

analisadas, conforme descrito a seguir:

- Vinte e trés isolados foram obtidos de amostras do biofilme subgengival de individuos com

diferentes condi¢des periodontais (BARBOSA et al., 2006), conforme descrito no quadro 1.

- Vinte e dois isolados oriundos de infecgdes extra-orais, sendo treze isolados de infec¢des
nosocomiais, gentilmente cedidos pela Dra. Gleize Carbonell, Seccdo de Biologia Médica,
Instituto Adolfo Lutz, Campinas, Sdo Paulo; oito isolados no Laboratério Dr. Sérgio Franco
do Hospital Paulistano (Sao Paulo - SP) e um i1solado no Laboratério Fleury (Sao Paulo - SP)
de uma amostra de sangue de uma paciente com 83 anos, gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Waldemar Francisco. A distribuicdo destas cepas, de acordo com a fonte de isolamento, ¢

mostrada no quadro 2.

- Dez isolados do ambiente, sendo oito obtidos a partir da andlise de amostras de dgua para
consumo humano ndo-tratada, gentilmente cedido pela Dra. Maria Inés Zanoli Sato da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB) de Sao Paulo-SP. Duas das
cepas ambientais de S. marcescens foram gentilmente cedidas pela Profa. Rosa Gamba,
Laboratério de Microbiologia Ambiental, do ICB, USP-SP.

Condicao Periodontal Cepas Numero de isolados
Periodontite cronica 26B; 86A; 124A; 217A,; 217C; 09
severa 273C; 274A; 274B; 274C

Periodontite cronica 85A; 130A 02
moderada

Periodontite agressiva | 32B; 307A; 312B; 312C; 387B; 09

387C; 54A; 76A; 131A

Gengivite 240C; 385C 02

Periodonto clinicamente 338C 01
saudavel

Quadro 1. Distribui¢do das 23 cepas de S. marcescens isoladas de diferentes condi¢des periodontais.
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Origem clinica Cepas Numero de isolados

Infeccdo do trato 10; 458; 654; 833; 3963 05
urinario

Secrec¢do ocular 266 01
Orofaringe 341; 380 02
Abscesso 480; 631 02
Secrecdo de ferimento 636; 901 02
Liquido ascético 651 01
Trato respiratorio 521; 821; 3202 03
Secrecdo de tornozelo 3303; 4479 02
Sangue WF; 567, 1113 03
Sémen 3838 01

Quadro 2- Distribui¢do e origem clinica das 22 cepas de S. marcescens isoladas de infec¢des extra-orais.

Todas as cepas de S. marcescens isoladas do biofilme subgengival foram
identificadas presuntivamente através de testes bioquimicos EPM e MILi (TOLEDO et al.,
1982a; TOLEDO et al., 1982b) e depois identificadas de forma definitiva através do sistema
BBL CRYSTAL ENTERIC/NONFERMENTER (Becton Dickinson Micronbiology Systems,
Cockeysville MD, EUA) em estudo prévio (BARBOSA et al., 2006) de acordo com figuras
1,2 e 3 gentilmente cedidas por professor Dr. Francisco Cesar Barroso Barbosa, da UFC,
Sobral, CE. Os isolados de infec¢des extra-orais € do ambiente também foram submetidos

aos testes bioquimicos supracitados para confirmacdo de identidade.

Figura 2. Isolado incubado nos meios EPM e MILi

identificado presuntivamente como S. marcescens.
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Figura 3. Painel do sistema BBL Crystal Enteric/Nonferment representando

identificacdo definitiva de isolado como S. marcescens.
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Figura 4. Diagrama do sistema BBL Crystal Enteric/Nonferment com

representacdo numérica identificando um isolado como S. marcescens.

4.1.1 Confirmacao da pureza das cepas bacterianas previamente isoladas

As bactérias previamente isoladas foram transpoortadas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo para o Laboratorio de Microbiologia da
Universidade Federal do Ceara- campus Sobral devidamente acondicionadas e conservadas
em BHI — glicerol a 40%. Em seguida, foram estocadas a - 80°C. Para a reativacdo das cepas
foi retirada uma aliquota de 200u L. da amostra em BHI — glicerol (apos descongelamento em
temperatura ambiente) e transferida para um tubo com SmL de BHI caldo e incubada a 37°C
por 18h em aerobiose. Apds crescimento, cada amostra foi semeada em placas de Agar
MacConkey, seletivo e diferencial para bactérias entéricas e espécies relacionadas e

novamente incubada a 37° C por 18h em aerobiose. Apos confirmacdo da pureza da amostra,
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foi retirada uma unidade formadora de colonia (UFC) e inoculada em caldo BHI e incubada
novamente por 18 h a 37°C. Apds crescimento, retirou-se 200 pl. de cada amostra e
transferiram-se para um microtubo de centrifuga contendo 200 pul. de BHI — glicerol, as
amostras foram entdo armazenadas em freezer a - 80°C para uso nos experimentos que se

seguem.O experimento foi realizado no periodo de agosto de 2008 a dezembro de 2009.

4.2 Curva de crescimento bacteriano - CEPA CDC 4112 - S.marcescens

Para a realizacdo da curva de crescimento bacteriano, foi retirada uma aliquota de
200 pL. da amostra padrdo S. marcescens CDC 4112 previamente armazenada no BHI —
glicerol a — 80° C e inoculada em 5 mL de BHI caldo. Apds 18 horas de crescimento em
aerobiose a 37°C, foi retirada uma aliquota de 100uL. da amostra e inoculada em 5 ml de
caldo Mueller-Hinton (MH) e incubada novamente em estufa de aerobiose por 18 h a 37°C.
Apds o crescimento, verificou-se novamente a pureza da amostra através de suas
caracteristicas morfo-tintoriais (Coloragdo de Gram) e inoculou-se 1 mL da amostra em 50

mL de caldo MH para iniciarmos a curva de crescimento.

A curva de crescimento para S. marcescens CDC 4112 foi realizada através da
medi¢do sequencial do crescimento bacteriano a partir de um indculo inicial obtida através de
duas metodologias distintas: a leitura de absorbancia a 600 nm comparada com o seu
crescimento em Agar. Para tanto, para iniciar a curva de crescimento no tempo zero (T0), 1
mL do inéculo foi transferido para um microtubo de centrifuga estéril para leitura da
absorbancia enquanto que 1 mL do inoculo foi transferido para outro microtubo de
centrifuga, diluido em série decimal de 10" a 10! e plaqueado pela técnica da gota
(HERIGSTAD, 2001). As leituras, dilui¢des e plaqueamentos foram realizadas inicialmente a
cada hora e a partir do inicio da fase exponencial foram realizados a cada 30 minutos. As
placas de Agar foram incubadas em aerobiose a 37°C por 24 h e apos esse periodo, as
colonias foram contadas com o auxilio de um negatoscopio. A curva de crescimento neste
estudo teve como objetivo estabelecer e determinar um nimero de células equivalente a 10°
UFC/ml, que foi utilizado como padrdao de concentracdo bacteriana para realizagdo do E-

test®.
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4.3 Susceptibilidade antimicrobiana as drogas

A curva de crescimento da cepa padrdo de S. marcescens CDC 4112 demonstrou
que uma absorbancia entre 0,04 ¢ 0,07 a 600 nm correspondia a um crescimento de 1-3x10°
UFC/ml. Assim, para a realizacdo do teste de susceptibilidade a drogas todas as bactérias
orais, extra-orais ¢ ambientais foram crescidas como descrito anteriormente e tiveram sua
concentracdo ajustada com a ajuda de um espectrofotdmetro. Nesse estudo, a susceptibilidade
antibiotica das cepas de S. marcescens foi determinada usando E-test® (AB Biodisk, Solna,
Suécia) como ilustrado na figura 5 para ciprofloxacino, ceftazidima, doxiciclina, imipenem e

tobramicina.

A seguir, um swab estéril foi mergulhado na suspensdo bacteriana e estriado na
placa de Agar MH de 150 mm, com 4 rota¢des de 90° preenchendo todas as lacunas na placa
e em seguida espalhando nas bordas. As placas ficaram em repouso por 15 minutos na

bancada até que o inoculo tivesse sido completamente absorvido no meio.

As tiras do E-test ® foram removidas do freezer -20°C, 20 minutos antes do uso e
foram manipuladas em condi¢des assépticas para evitar contaminagdo. Em seguida, cinco tiras
do E-test® correspondentes aos cinco antibioticos testados foram inseridas equidistantes umas
das outras, conforme demonstrado na figura 5. As placas foram incubadas por 18 horas em
aerobiose a 37 °C apos o que a leitura das zonas de inibi¢do de crescimento foi realizada por
dois examinadores. A concentracdo inibitoria minima (CIM) em pg/ml foi entdo determinada
para cada antibiotico utilizado conforme prospecto do fabricante em anexo A. Em seguida, as

placas foram fotografadas para arquivo.

Figura 5- Distribui¢do das tiras do E - test® na placa de BHI Agar.
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4.3.1 Capacidade de formacao de biofilme das amostras

Para verificacdo da capacidade de formacdo de biofilme das amostras, 200 pl de
inoculo bacteriano das amostras orais, extra — orais € ambientais foram inoculadas em 5 ml de
caldo BHI e crescidos por 18 horas a 37° C em aerobiose. Em seguida, foram distribuidos 200
ul em cada pogo de placas de microtitulacdo de 96 pocos e adicionados 2 pl de indculo
bacteriano. Uma leitura em espectrofotometro a 600 nm foi realizada e as placas foram
incubadas em aerobiose a 37 °C por 24 horas. Apos esse periodo, o crescimento planctonico

foi verificado através da leitura em espectrofotometro a 600 nm.

As culturas foram descartadas e a capacidade de formagéo inicial de biofilme foi
quantificada adicionando 200ul. de metanol por 15 minutos para fixacdo das bactérias a
placa. A seguir, a placa foi deixada para secar em temperatura ambiente e, em seguida, foram
adicionados 200 pL de cristal violeta 1% em cada poco por 15 minutos. A placa foi lavada
trés vezes com agua destilada e colocada sob temperatura ambiente por 1 hora. Finalmente,
adicionou-se 200uL. de alcool etilico a cada pogo e, apos 30minutos, 100Ul da suspenséo foi
transferida para uma segunda placa de ELISA de fundo chato seguido de leitura em
espectrofotometro a 600nm. A adesdo bacteriana foi quantificada segundo a Metodologia de
O'TOOLE G.A & KOLTER em 1998.

4.4 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA)

A terapia antimicrobiana fotodindmica foi realizada nas trinta amostras mais
resistentes aos antibioticos pela metodologia do E-test ® (Quadro 3) crescidas tanto na forma

planctdnica como na forma de biofilmes.
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AMBIENTAIS ORAIS EXTRA — ORAIS
AMB 1 312-C 341
AMB II 274 - C 480
AMB III 76-A 821
AMB IV 86-A 3202
AMB V 131-A 458
AMB VI 312-B 901

AMB VI 1 387-B CDC
AMB VIII 85-A 1103
AMB IX 124-A 3303
AMB X 240-C 4479

Quadro 3. Amostras de Serratia marcescens de isolados ambientais, orais e extra- orais mais

resistentes aos antibidticos.

4.4.1 Fonte de luz e fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado foi o azul de orto-toluidina (Sigma, CI 52040),
ilustrado na figura 7 dissolvido em dgua deionizada na concentracdo de 0,1 mg/ml estocado
em frasco dmbar. A fonte de luz utilizada foi um diodo emissor de luz — LED (Laserbeam,
Rio de janeiro, Brasil) com um espectro de emissdo de 620 a 660nm e comprimento de onda

predominante em 638.8 nm, ilustrado na figura 6.

A luz foi distribuida por um cabo de fibra optica com 9,5mm. A irradiagdo foi
realizada com um foco de raio mantido a 2,0mm de distancia do material tanto para as células
planctonicas quanto para os biofilmes. A poténcia de luz LED foi de 40mW e as amostras
submetidas a uma densidade de energia de 4,72 J/cm? apés 5 minutos de irradiacdo. A

densidade de energia foi calculada a partir da formula a seguir.

DE= densidade de energia (J/cm®)

DE=FPxT)/A P = poténcia (W)

A = area estimada (cm?)

T = segundos
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Figura 6— (A) Aparelho de LED Laser Beam com um espectro de
emissdo de 620 a 660nm e comprimento de onda predominante 638.8

nm. (B) Aplicagdo do LED sob placas de cultivo.

Figura 7- Fotossensibilizador utilizado, azul de orto-toluidina (Sigma-CI 52040).

4.4.2 TFA em culturas planctonicas

A acdo antimicrobiana da terapia fotodindmica foi testada para as bactérias tanto
na forma planctonica como na forma de biofilme. Assim, cada uma das cepas selecionadas foi
individualmente crescida em placas de cultura de tecidos e células de 24 pogos em aerobiose a
37 °C por 18 horas sob agitagdo. A seguir, 100 uL. da suspensdo foi adicionada a igual volume
de azul de orto-toluidina ou solu¢do salina de NaCl a 0,9% por um tempo de pré-irradiacdo de
5 minutos. Decorrido o periodo de pré-irradiagdo aliquotas de 80uL das amostras foram
transferidas para a tampa de microtubos de centrifuga estéreis e submetidas ao tratamento
com luz ou exposi¢do ao ar por igual periodo. Adicionalmente ao grupo submetido a terapia
fotodindmica antimicrobiana (com luz e com corante, L+C+) foram feitos os controles
submetidos aos tratamentos sem luz e sem corante (L-C-), com luz e sem corante (L+C-) e

sem luz e com corante (L-C+). Ao final dos tratamentos as suspensdes foram diluidas em
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série decimal de 10" a 10™"" em solugdo de NaCl 0,9% em placas de microtitulagio e foram
inoculadas em placas de petri contendo meios de cultura Agar MacConkey pelo método da
gota e incubadas por 18h a 37°C. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Decorrido
o tempo de incubacdo, os microrganismos vidveis foram contados € o numero de unidades

formadoras de colénia por mililitro de suspensdo bacteriana (UFC ml™) foi determinado.

4.4.3 TFA em biofilmes

Para a verificagdo da agdo antimicrobiana da terapia fotodindmica sobre os biofilmes
formados pelas cepas selecionadas as bactérias foram crescidas em placas de cultivo de
tecidos e células de 24 pocos em aerobiose a 37 °C por 18 horas. A seguir, a cultura
planctdnica foi retirada por pipetagem e ao biofilme formado foi adicionado 2 ml de solugéo
salina de NaCl a 0,9% ou azul de orto-toluidina por um tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.
Decorrido o periodo de pré-irradiag@o os biofilmes foram submetidos ao tratamento com luz
ou exposicdo ao ar por igual periodo. Adicionalmente ao grupo submetido a terapia
fotodindmica antimicrobiana (L+C+) foram feitos os controles submetidos aos tratamentos
sem luz e sem corante (L-C-), com luz e sem corante (L+C-) e sem luz e com corante (L-C+).
Em seguida, os pocos foram sonicados utilizando um equipamento para disrup¢do (Branson
Sonifier) com dois pulsos de 10 segundos com intervalo de 10 segundos entre eles e 10% de
amplitude. Ao final dos tratamentos as suspensdes foram diluidas em série decimal de 10 a
10" em solugdo de NaCl 0,9% e foram inoculadas em placas de petri contendo meios de
cultura Agar Mac Conkey pelo método da gota e incubadas por 18h a 37°C. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata. Decorrido o tempo de incubacdo, 0os microrganismos

viaveis foram contados e o nimero de UFC ml™! foi determinado.
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Figura 8- Disruptor de células (Branson Sonifier)- Laboratorio de Microbilogia Sobral

4.5 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando os programas Statdisk 9.1 e Biostat
3.0 com nivel de significancia de 5% (p < 0.05). Inicialmente, a distribui¢do normal dos
resultados foi verificada utilizando o teste Shapiro Wilk. A seguir, diante da confirmacéo da
irregularidade da distribui¢do normal dos resultados entre os grupos, testes ndo paramétricos
foram realizados. Assim para avaliar o teste de susceptibilidade antimicrobiana foi usado o
teste Kruskal-Wallis para verificar diferengas estatisticas entre os trés grupos de cepas
(Ambiental, Oral e Extra — oral). Em seguida, Wilcoxon foi utilizado para compara¢do dos
grupos dois a dois para cada droga. Para verificar a existéncia de diferengas estatisticas entre
o grupo teste (L+C+) e os controles (L-C-, L+C-, L-C+) o teste Kruskal-Wallis foi utilizado

tanto para as culturas planctonicas quanto para os biofilmes.
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5 RESULTADOS

Foram analisadas 55 cepas de S. marcescens, sendo 10 de origem ambiental, 23 da
cavidade bucal e 22 de infec¢des extra-orais. A curva de crescimento foi realizada com a cepa
padrdo CDC 4112 de S.marcescens, obtendo-se uma curva de crescimento tipica da espécie,
atingindo a fase log apos 2 h de crescimento e a fase estacionaria apds 18h. O tempo de

crescimento bacteriano e a medida das absorbancias estdo descritas no grafico 1.

Curva crescimento S. marcescens CDC 4112
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F P TS
T FIT FNIFT I EFFT T REE N

%.

Tempo de crescimento em horas

Grafico 1. Curva de crescimento da cepa CDC 4112 determinada pela medida da absorbancia a

600nm em diferentes intervalos de tempo.

O teste de susceptibilidade antimicrobiana (E-test) foi realizado para todas as
cepas de diferentes origens com cinco antimicrobianos, ciprofloxacino (CI), cefotaxime (CT),
doxiciclina (DX), imipenem (IP) e tobramicina (TM). Analisando-se a concentrag¢do inibitéria
minima (CIM) desses farmacos, observamos que 14 (25,45%) isolados, independentemente
da origem, apresentaram resisténcia a pelo menos um antibidtico, enquanto apenas um isolado
(1,81%) de infec¢do extra-oral apresentou resisténcia a dois antimicrobianos de acordo com a

tabela 1, pagina 55.



Tabela 1- Teste de suscetibilidade pelo E — test ® para os cinco antimicrobianos testados.

Cepa Grupo CT ™ | DX 1P CI
I Ambiental S S I S S
11 Ambiental S S I S S
111 Ambiental S S I S S
v Ambiental S S S S S
A% Ambiental S S I S S
VI Ambiental S S I S S
VII Ambiental S S R S S

VIII Ambiental S S R S S
IX Ambiental S S R S S
X Ambiental S S I S S

131-A Oral S S R S S

274-A Oral S S I S S

274-C Oral S S I S S

76-A Oral S S R S S

387-C Oral S S R S S

307-A Oral S S S S S

32-B Oral S S S S S

312-B Oral S S R S S

54-A Oral S S I S S

312-C Oral S S R S S

387-B Oral S S I S S

385-C Oral S S S S S

338-C Oral S S S S S

86-A Oral S S S S S

85-A Oral S S R S S

124-A Oral S S S S S

26-B Oral S S S S S

217-C Oral S S S S S

240-C Oral S S I S S
130 Oral S S S S S

273-C Oral S S I S S

274-B Oral S S I S S

217-A Oral R S S S S

3963 Extra-Oral S S | S R
341 Extra-Oral S S R S S
636 Extra-Oral S S S S S

480 Extra-Oral S S I S S
821 Extra-Oral S S I S S

3202 Extra-Oral S S I S S

458 Extra-Oral S S R S S

3838 Extra-Oral S S I S S
10 Extra-Oral S S R S S

266 Extra-Oral S S I S S
901 Extra-Oral S R R S S

CDC Extra-Oral S S I S S

57



58

Cepa Grupo CT ™ | DX 1P CI
Karol Extra-Oral S S S S S
833 Extra-Oral S S S S S
1103 Extra-Oral S S I S S
654 Extra-Oral S S I S S
3303 Extra-Oral S S I S S
380 Extra-Oral S S S S S
WF Extra-Oral S S S S S
631 Extra-Oral S S I S S
4479 Extra-Oral S S S S S
651 Extra-Oral S S S S S

S= sensivel; I= sensibilidade intermediaria; R = resistente. CT(0,002-32ug/ml), TM(0,016-

256pg/ml), DX(0,016-256pg/ml), IP(0,032-32ug/ml), {(0,002-32ug/ml). Os valores de

susceptibilidade (pg/ml) foram interpretados de acordo com as normas do NCCLS (2003):
cefotaxima ( CT) S < 8,16<1<32, R>64; tobramicina ( TM) S<4, I=8, R>16; doxiciclina (DX) S<4,
=8, R>16; imipenem ( IP) S<4, =8, R>16; ciprofloxacino ( CI) S<1,I=2,R>4.

Em relacdo aos diferentes antimicrobianos, observamos que das 55 cepas
analisadas, 13 (23,63%) apresentaram resisténcia a doxiciclina, mas apenas um (1,81%)
1solado apresentou resisténcia ao ciprofloxacino, outro a tobramicina e outro a cefotaxima, 24
(43,63%) cepas apresentaram sensibilidade intermediaria a doxiciclina, todas foram sensiveis
ao imipenem e a maioria foi sensivel ao ciprofloxacino, a tobramicina e a cefotaxima de

acordo com a tabela 2.

Tabela 2. Perfil de resisténcia dos 55 isolados de S. marcescens de diferentes origens em

relacdo aos todos os antimicrobianos

S. marcescens CI 1P ™ CT DX
n=>55
54 55 54 54 18
S (98,19%) (100%) | (98,19%) | (98,19%) (32,72%)
0 0 0 0 24
1 0% 0% 0% 0% (43,63%)
1 0 1 1 13
R (1,81%) 0% (1,81%) (1,81%) (23,63%)

Contudo, o perfil de resisténcia as drogas foi diferente quando comparados os isolados

ambientais, orais e extra — orais de Serratia marcescens.
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Figura 9. Formag@o do halo de inibigéo distribuidos em placa de BHI agar.

Analisando a suscetibilidade dos isolados ambientais, observamos que das dez
cepas estudadas, 3 (30%) apresentaram resisténcia a doxiciclina. Para todas as outras drogas
antimicrobianas analisadas, esse grupo de bactérias apresentou sensibilidade de acordo com a

tabela 3, pagina 58.

Todas as 23 cepas da cavidade bucal analisadas apresentaram sensibilidade ao
imipenem, tobramicina e ciprofloxacino. Em relacdo a cefotaxima, 22 (95,65%) apresentaram
sensibilidade e apenas um isolado (4,35%) foi resistente (Tabela 3, pagina 58). Enquanto para
a doxiciclina, obteve-se 43,5%, 30,5% e 26,0% de sensibilidade, sensibilidade intermediaria e

resisténcia, respectivamente.

Todos os isolados de infeccdes extra-orais foram sensiveis ao imipenem e a
cefotaxima. Em relagdo ao ciprofloxacino e a tobramicina, apenas um (4,5%) isolado
apresentou resisténcia a CI e outro a TM. A analise da concentracdo inibitéria minima nos
permite afirmar que quatro (18,18%) cepas extra-orais apresentaram-se resistentes a
doxiciclina (Tabela 3, pagina 58), onze (50%) apresentaram sensibilidade intermediaria e sete

(31,81%) foram sensiveis.



Tabela 3. Teste de susceptibilidade pelo E-test para antimicrobianos
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Ambientais CI 1P ™ CT DX
(n=10)
S 10 10 10 10 1
(100%) (100%) (100%) (100%) (10%)
| 0 0 0 0 6
(0%) (0%) (0%) (0%) (60%)
R 0 0 0 0 3
(0%) (0%) (0%) (0%) (30%)
Orais (n=23) CI 1P ™ CT DX
S 23 23 23 22 10
(100%) (100%) (100%) (95,65%) (43,5%)
| 0 0 0 0 7
(0%) (0%) (0%) (0%) (30,5%)
R 0 0 0 1 6
(0%) (0%) (0%) (4,35%) (26,0%)
Extra-orais CI 1P ™ CT DX
(n=22)
S 21 22 21 22 7
(95,5%) (100%) (95,5%) (100%) (31,81%)
I 0 0 0 0 11
(0%) (0%) (0%) (0%) (50%)
R 1 0 1 0 4
(4,5%) (0%) (4,5%) (0%) (18,18%)

Dados absolutos seguidos das porcentagens de cepas que se apresentaram sensiveis(S), intermediarias(I)

ou resistentes(R) aos antibioticos testados.

Ao analisar o perfil de resisténcia das cepas extra-orais de acordo com a

distribuicdo e origem clinica (Quadro 2, pagina 45), constatamos que a cepa 901, isolada de
secre¢do de ferimento, for multiresistente, apresentando resisténcia a tobramicina e a
doxiciclina. Enquanto, as cepas 458 e 10 ambas provenientes de infec¢des do trato urindrio e a
cepa 341 proveniente de infec¢do de orofaringe, apresentaram resisténcia apenas a
doxiciclina, e a cepa 3963 também isolada de infec¢do do trato urindrio apresentou resisténcia

ao ciprofloxacino.

Dos isolados extra-orais que apresentaram resisténcia aos antimicrobianos
analisados, 3 (60%) eram oriundos de infec¢do do trato urinario, 1 (20%) de infeccdo da

orofaringe e 1 (20%) de secre¢do de ferimento (Grafico 2, pagina 59).
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Grafico 2. Demonstragdo da incidéncia de cepas extra-orais resistentes de acordo com a origem clinica.

Ao compararmos os valores da concentragdo inibitoria minima (CIM) de
doxiciclina, imipenem e cefotaxima para os isolados de diferentes origens ndo observamos
diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05) como mostram os graficos 3, 5 e 6

respectivamente.

Por outro lado, ao compararmos os valores de CIM do ciprofloxacino (Grafico 3,
pagina 60) em relacdo as cepas ambientais e extra-orais, observamos diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Contudo, esta comparacdo quando feita entre os
1solados orais e extra- orais ndo se observou diferengas estatisticamente significativas (p >
0,05).

Em relagdo aos valores de CIM da tobramicina (Grafico 5, pagina 61), na
comparagdo entre os isolados ambientais e orais e entre orais e extra-orais houve diferencas
estatisticamente significativos (p < 0,05). Todavia, quando comparados os valores de CIM

entre as cepas ambientais e extra- orais ndo houve diferencas estatisticamente significativos
(p>0,05).
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Grafico 3. Susceptibilidade das cepas ao ciprofloxacino. Concentragdo inibitéria minima (CIM) com
concentragdo média dos isolados ambientais 0,635; orais 0,091 e extra- orais 1,556. Valor de referéncia da droga

0,002 a 32pg/ml. Letras diferentes significam diferengas estatisticas ( p < 0.05).
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Grafico 4. Susceptibilidade das cepas a doxiciclina. Concentragdo inibitoria minima (CIM) com concentragdo
média dos isolados ambientais 11,6; orais 10,04 e extra-orais 10,22. Valor de referéncia da droga 0,016 a

256pg/ml. Letras diferentes significam diferengas estatisticas ( p < 0.05).
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TOBRAMICINA
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Grafico 5. Susceptibilidade das cepas a tobramicina. Concentragéo inibitoria minima (CIM) com concentracdo
média dos isolados ambientais 4,63 ;orais 2,0; extra- orais 3,47. Valor de referéncia da droga 0,016 a 256 g/ml.

Letras diferentes significam diferengas estatisticas ( p < 0.05).
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Grafico 6. Susceptibilidade das cepas ao imipenem. Concentragdo inibitéria minima (CIM) com concentragdo
média dos isolados ambientais 0,233; orais 0,230; extra- orais 0,376. Valor de referéncia da droga 0,002 a

32ug/ml. Letras diferentes significam diferengas estatisticas ( p < 0.05).
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CEFOTAXIMA
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Grafico 7. Susceptibilidade das cepas a cefotaxima. Concentragdo inibitoria minima (CIM) com concentragdo
média dos isolados ambientais 0,814; orais 1,720; extra- orais 0,399. Valor de referéncia da droga 0,002 a
32ug/ml. (P<0,05).

Analisando os grupos farmacoldgicos em relagdo as cepas de diferentes origens
verificamos que 98,18% foram sensiveis ao ciprofloxacino (Fluoroquinolonas), a tobramicina
(Aminoglicosideo), a cefotaxima (Cefalosporina) e todas foram sensiveis ao imipenem
(Carbapenémico). No entanto, em relacdo a doxiciclina (Tetraciclina) apenas 32,7% das cepas
foram sensiveis, havendo isolados resistentes de todas as origens, ambiental, oral e extra-oral

de acordo com a tabela 4 e figuras 10, 11 e 12.

Tabela 4. Perfil de sensibilidade de todas as cepas estudadas aos diferentes antimicrobianos.

B - Lactamicos Fluoroquinolona  Aminoglicosideo  Tetraciclina

Cepas Cefotaxima Ciprofloxacino Tobramicina Doxiciclina
Sensiveis
98,1% 98,1% 98,1% 32,7%
Imipenem

100%
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Figura 10- Graficos do perfil de resisténcia das cepas Ambientais aos Agentes Antimicrobianos. Grafico A
apresenta a Concentragdo inibitoria minima (MIC) com concentragdo média dos isolados ambientais para o CI:
0,6348; IP: 0,233; CT: 0,8135. Valor de referéncia das drogas 0,002 a 32ug/ml. Grafico B apresenta a
Concentracdo inibitéria minima (MIC) com concentra¢cdo média dos isolados ambientais para a DX: 11,6; TM:
4,638. Valor de referéncia das drogas 0,016 a 256ug/ml. (P< 0,05) CI: Ciprofloxacina, IP: Imipenem, CT:
Cefotaxima; DX: Doxicilina; TM: Tobramicina.
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Figura 11- Graficos do perfil de resisténcia das cepas Orais aos Agentes Antimicrobianos. Grafico A apresenta a
Concentragdo inibitoria minima (MIC) com concentragdo média dos isolados orais para o CI: 0,0914; IP: 0,229;
CT: 1,720. Valor de referéncia das drogas 0,002 a 32ug/ml. Grafico B apresenta a Concentragdo inibitoria
minima (MIC) com concentracdo média dos isolados orais para a DX: 10,04; TM: 2. Valor de referéncia das
drogas 0,016 a 256pg/ml. (P< 0,05) CI: Ciprofloxacina, IP: Imipenem, CT: Cefotaxima; DX: Doxicilina; TM:
Tobramicina.
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Figura 12- Graficos do perfil de resisténcia das cepas Extra - Orais aos Agentes Antimicrobianos. Grafico A
apresenta a Concentragdo inibitoria minima (MIC) com concentra¢cdo média dos isolados extra - orais para o CI:
1,555; 1P: 0,3761; CT:0,3989. Valor de referéncia das drogas 0,002 a 32ug/ml. Grafico B apresenta a
Concentragdo inibitéria minima (MIC) com concentra¢cdo média dos isolados extra - orais para a DX: 10,227
TM: 3,4. Valor de referéncia das drogas 0,016 a 256pug/ml. (P < 0,05) CI: Ciprofloxacina, IP: Imipenem, CT:
Cefotaxima; DX: Doxicilina; TM: Tobramicina.

Os efeitos antimicrobianos da fotossensibilizacdo das culturas planctonicas e biofilme
de isolados ambientais, orais e extra-orais de Serratia marcescens sao mostrados na figura 13,
pagina 65. A irradiagdo das culturas planctonicas e biofilmes na auséncia de TBO (L+C-), a
incubag@o com TBO sozinho (L-C+) e o grupo controle ndo tratado (L-C-) ndo apresentou
efeitos significativos na viabilidade das cepas de S. marcescens estudadas (p < 0,05).
Decréscimos significativos na viabilidade bacteriana foram observados somente quando
cultura planctonica e biofilme de cepas ambientais, orais e extra-orais de S. marcescens foram
expostos ao TBO e luz LED ao mesmo tempo (L+C+). Redug¢des significativas nas contagens
médias de viabilidade de 1,46 x 10" a 5,8 x 10’ UFC ml" para cultura planctonica de cepas
ambientais, 9,54 x 10"’ 2 6,06 x 10’ UFC ml™ para cepas orais e 1,19 x 10'" a 5,5 x 10’ UFC
ml" para cepas extra-orais de S. marcescens foram observadas apos a terapia fotodindmica
antimicrobiana (Figura 13, pagina 65). Os biofilmes de cepas ambientais, orais e extra-orais
de S. marcescens também foram susceptiveis ao TFA com redugdes nas contagens de
viabilidade de 4,57 x 10 a 3,51 x 10’ UFC mg" para cepas ambientais, 2,79 x 10'° a 2,83 x
10’UFC mg™ para cepas orais e 3,34 x 10" 22,75 x 10’ UFC mg™ para cepas extra-orais de
S. marcescens. Nao foram observadas diferencgas estatisticas na reducdo de viabilidade
observada nos grupos submetidos ao TFA quando as culturas planctonicas e biofilmes iniciais
foram comparados (p < 0,05).
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Figura 13- Efeito da terapia fotodindmica antimicrobiana a partir da associagdo do azul de orto- toluidina (TBO)
e diodo emissor de luz (L+C+) em culturas planctonicas e biofilme iniciais formados por cepas ambientais, orais
e extra-orais de Serratia marcescens comparado com os controles (L-C-),(L+C-) e (L-C+).
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Figura 14- Imagem caracteristica da contagem microbioldgica observada nos grupos controles (L+C-), (L-C-),
(L-C+) da cepa oral 86-A de S. marcescens crescidos na forma de biofilmes usando a técnica da gota em placas
de BHI Agar.

Figura 15- Contagem microbiologica
apds o TFA (L+C+) da cepa oral 86-A
de S. marcescens crescida na forma de
biofilme usando a técnica da gota em
placa de BHI Agar.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, observamos uma tipica curva de crescimento bacteriano de
Serratia marcescens. Fol realizada uma observagdo minuciosa das fases lag, log e
estacionaria, uma vez que a fase de morte celular ndo nos interessava. De acordo com Tortora
(2005), a fase lag, em que ocorre pouca divis@o celular e intensa atividade metabdlica, pode
durar uma hora ou até mesmo varios dias o que esta de acordo com nossos resultados, nos

quais obtivemos a fase lag apds 2 horas de experimento.

Durante a fase log, também denominada fase de crescimento exponencial, a
reproducdo celular encontra-se extremamente ativa € o tempo de geragdo atinge um valor
constante, dai o grafico logaritmico dessa fase de crescimento ser uma linha reta. O tempo de
duragdo dessa fase em nosso experimento foi de 18 horas, enquanto Barbosa (2005) encontrou
19 horas realizando a curva de crescimento sob as mesmas condi¢des. Essa diferenga pode ser
considerada normal, encontrando-se dentro da faixa do desvio padrdo de erro. Essa fase log ¢
o periodo de maior atividade metabodlica da célula, sendo o estagio preferido para fins
industriais, pois o produto necessario seria produzido eficientemente (TORTORA, 2005). No
entanto, os microorganismos podem ser particularmente sensiveis a muitos dos compostos
antimicrobianos nesta fase de crescimento devido a alta taxa de metabolismo que favorece a

captagdo da droga pelo microrganismo.

Foi1 exatamente no final da fase log e inicio da fase estacionaria — 18 horas, que
realizamos o E-test® e obtivemos o numero de unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
ideais para realizacdo do teste de susceptibilidade a antimicrobianos (1-3x10® UFC/ml),
objetivo principal da nossa curva de crescimento. A fase estaciondria inicia no momento em
que a velocidade de crescimento diminui, o numero de morte celular € equivalente ao nimero
de células novas, e a populacdo se torna estavel. Entre os principais fatores relacionados
temos a escassez de nutrientes e acimulo de produtos de degradagdo que acabam por diminuir
a taxa de metabolismo microbiano diminuindo dessa forma a captacdo de drogas pelos
microrganismos. Por essa razdo, alguns autores correlacionam a susceptibilidade das bactérias
a drogas antimicrobianas nessa fase como sendo o mais proximo do observados em biofilmes

(DONLAN e COSTERTON et al., 2002).
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Resisténcia antimicrobiana € a mais grave ameaga emergente para a saide publica.
Infeccdes devido a bactérias resistentes a antibioticos causam consideravel mortalidade, assim
como significantes custos nos cuidados com saude e menor produtividade (Maragakis et al.,
2008). Neste estudo, analisando a concentracdo inibitoria minima de antimicrobianos,
observamos que os isolados de Serratia marcescens independentemente da origem
apresentaram uma maior resisténcia a doxiciclina do que aos demais farmacos testados,
surpreendentemente 30% dos isolados ambientais apresentaram resisténcia a essa droga,
enquanto 26% dos isolados da cavidade bucal e apenas 18,18% das cepas de infec¢des extra-
orais foram resistentes a doxiciclina. Diferentemente, Traub (2000) analisando a
suscetibilidade antimicrobiana de 1.603 isolados clinicos de S. marcescens através da difusdo
em disco (Kirby-Bauer) observou um aumento na suscetibilidade a doxiciclina e uma
diminui¢do na suscetibilidade dos isolados ao ciprofloxacino. Enquanto Stock ez al. (2003)
relataram uma menor suscetibilidade deste microrganismo aos aminoglicosideos e natural
resisténcia a tetraciclina, amoxicilina e amoxicilina associada ao acido clavulanico. Este fato é
preocupante uma vez que na clinica médica e odontologica diaria esses antimicrobianos sao

prescritos com freqiiéncia.

As tetraciclinas tém sido tradicionalmente os antibioticos mais usados no
tratamento das periodontites, sdo agentes bacteriostaticos de largo espectro, que inibem a
sintese protéica pelo bloqueio da translacdo do RNAm.. Existem relatos de que a doxiciclina
esta mais concentrada no fluido do sulco gengival do que no soro, fornecendo concentragdes
maiores do medicamento no sitio local da inflamacdo. Provavelmente, a caracteristica mais
significante da doxiciclina seja a capacidade de inibir as colagenases teciduais e outras
metaloproteinases da matriz, sendo um auxilio no processo de cicatrizacdo periodontal apds o
tratamento. Tendo sido esse farmaco até entdo, descrito como menos problematico em relacéo

a evidéncia de resisténcia dentro da microbiota periodontal (ROSE et al., 2007).

A maioria dos isolados de S. marcescens analisados neste estudo,
independentemente da origem foram suscetiveis ao Ciprofloxacino, esses achados corroboram
os dados observados por Barbosa (2005) que também analisou isolados desta bactéria de
diferentes origens, tendo encontrado 96,38% de suscetibilidade a esta droga. Desde a
introducdo do acido nalidixico, em 1960, o antibidtico ciprofloxacino € considerado, entre a
classe das quinolonas, o agente antimicrobiano mais consumido em todo mundo (CHENIA,

2006). Atualmente, estdo sendo estudados genes plasmidiais que codificam proteinas que
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protegem o DNA bacteriano impedindo a a¢do de quinolonas principalmente em cepas de
ambiente hospitalar (DARINI, 2009).

Até meados de 1990, a resisténcia as quinolonas esteve presente em menos de 1%
de enterobactérias isoladas na Europa e EUA (BAQUERO, 1990). Entretanto, esse perfil vem
mudando nos ultimos anos. O Brasil tem uma das mais altas percentagens de resisténcia as

quinolonas entre os paises da América Latina (SADER et al., 2004).

Biendenbach et al. (2006), em um estudo realizado pelo “SENTRY Antimicrobial
Surveillance Program’™ que analisou dados sobre o perfil de sensibilidade de varios patogenos
isolados em paises da América Latina, revelaram que a percentagem de resisténcia ao
ciprofloxacino foi mais alta na América Latina (15%) comparada a América do Norte (6,3%),
sendo considerada mais alta no México (50%) e no Brasil (33,6%). Confirmando este dado,
Pereira et al. (2007) reportaram aumento significativo na taxa de resisténcia as quinolonas em
um centro médico brasileiro, entre 2002 e 2003, que pode estar relacionado com aumento do

uso deste medicamento nas infec¢des adquiridas na comunidade.

Em estudo realizado no Japao, Okimoto et al. (2005) observaram que o uso clinico
de ciprofloxacino intravenoso em pacientes com pneumonia adquirida em ambiente hospitalar
causada por S. marcescens apresentou uma taxa de eficiéncia de 65,6%, sendo portanto, a
droga de escolha no tratamento dessas infecgdes. E notoria a diferenca do perfil de resisténcia
antimicrobiana em diversas regides e 1sso se deve a existéncia de politicas sérias voltadas para

o uso racional de medicamentos.

Embora ndo tenhamos encontrado diferencas estatisticamente significantes (p <
0,05) em relagcdo a suscetibilidade ao ciprofloxacino entre as cepas isoladas de diferentes
origens, observamos uma menor suscetibilidade (95,5%) entre os isolados de infec¢des extra-
orais comparados aos isolados do ambiente e do biofilme dentario, cuja totalidade das cepas
foram suscetiveis a este farmaco. Neste estudo, a cepa resistente ao ciprofloxacino foi isolada
de infeccdo do trato urinario (3963), Kim et al. (2006) ao analisarem a suscetibilidade de
cepas de S. marcescens isoladas de infeccdo do trato urindrio responsaveis por um surto em
unidade de cuidados intensivos neurocirurgica, também relataram presenca de uma Unica cepa
resistente ao ciprofloxacino. Por outro lado, Shih et al. (2005) observaram apenas 19% de

suscetibilidade a essa droga entre isolados nosocomiais de S. marcescens.
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Nossos dados estdo de acordo com os Patzer et al. (2008), que relataram uma
diminui¢do de suscetibilidade ao ciprofloxacino entre isolados clinicos de S. marcescens
(86%) obtidos de criangas hospitalizadas em UTI, tendo encontrado susceptibilidade maior

que 90% para as demais espécies de enterobactérias isoladas.

Em relagdo a Cefotaxima, a taxa de suscetibilidade encontrada neste estudo foi
bastante elevada (98,18%), havia apenas um isolado oral (1,81%) resistente a esse
antimicrobiano. Diferentemente, Shih ef al. (2005) relataram baixa taxa de suscetibilidade a

cefotaxima (9%) entre os isolados de S. marcescens de infecgdes nosocomiais.

As P — lactamases, enzimas capazes de clivar o sitio de acdo dos  — lactdmicos,
representam a maior ameaga a utilizagdo terapéutica dessa classe de antimicrobianos
(HAWKEY, 2008). O uso abusivo das cefalosporinas de amplo espectro, dentre elas a
cefotaxima, em meados dos anos 80 favoreceu a selecdo de bactérias produtoras de f -
lactamases de espectro ampliado ESBL (PATERSON et al., 2005). As enzimas CTX-M estdo
concentradas em certas areas como América do Sul e algumas regides da Europa (PALLECHI

etal.,2007).

As enzimas CTX-M tém sido detectadas em isolados clinicos, em bactérias
comensais de humanos e animais € em produtos alimenticios e esgoto. Estas enzimas
conferem maior resisténcia a cefotaxima e apresentam distribui¢do abrangente, sugerindo a
presenca de reservatorios ambientais destes determinantes de resisténcia (DARINI ez al.,
2009). Em contrapartida, nossas amostras ambientais apresentaram 100% de sensibilidade.
Encontramos uma maior taxa de resisténcia a cefotaxima para os isolados orais (4,5%),
portanto esses isolados podem ndo estar associados ao consumo de agua ou alimentos
contaminados. Barbosa et al. (2006) demonstraram que isolados orais de S. marcescens
apresentam maior similaridade genotipica com isolados de infec¢des extra-orais do que com
1solados ambientais, podendo a cavidade bucal servir como reservatorio de cepas capazes de

causar severas infecgdes sistémicas.

Na década de 90, o surgimento de bactérias produtoras de carbapenemases
(KPCs) passou a ser observado, provavelmente como resposta a maior utilizacdo de
carbapenens na pratica clinica (WALTHET - RASMUSSEN et al., 2007). A emergéncia de
1solados clinicos de enterobactérias resistentes aos carbapenens € o novo padrdo de resisténcia

observado entre os bacilos Gram-negativos (NORDMANN et al., 2002). Em estudo recente
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realizado na Turquia, Ekrem et al. (2009) verificaram a falha no tratamento com Imipenem
em neonatos com sepse por Serratia marcescens em UTI Diferentemente, nossos achados
demonstraram 100% de sensibilidade ao imipenem entre os isolados de S. marcescens com
MIC <2 pg/ml. Estes resultados corroboram os dados obtidos por Patzer et al. (2008) e Kim
et al. (2006) que encontraram 100% de sensibilidade ao imipenem em isolados de

S.marcescens responsaveis por surtos em UTIs.

Analisamos também a CIM de tobramicina frente aos isolados clinicos e
ambientais de S. marcescens e observamos uma suscetibilidade trés vezes maior do que a
relatada por Patzer et al. (2008) que analisaram isolados clinicos desta bactéria oriundos de
UTI pediatrica. Nossos resultados também foram superiores ao encontrados por Tsai et al.
(2007) ao analisarem a sensibilidade de isolados nosocomiais deste organismo, que
descreveram 65% de suscetibilidade a tobramicina. Brito ef al. (2000) e Traub (2000) também
observaram um aumento na suscetibilidade de S. marcescens a tobramicina, enquanto Doi et
al. (2004) relataram alto nivel de resisténcia a aminoglicosideos, incluindo tobramicina em

1solados clinicos deste organismo.

Os aminoglicosideos sdo usados extensivamente na pratica clinica, apresentando
boa atividade contra bacilos Gram-negativos aerdbios, incluindo Enterobacteriaceae e bacilos
Gram- negativos ndo fermentadores. Entretanto, cepas resistentes a esses agentes, ambos por
redu¢do ou aumento da permeabilidade celular através de enzimas, tém se expandido nos

ultimos vinte anos levando a necessidade de drogas mais potentes (TSAI et al., 2006).

Protec¢do ribossomal por metilacdo de 16S RNAr € conhecido como o principal
mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos entre organismos produtores de metilase,
como Streptomyces spp. € Micromonaspora spp. Embora a producdo de 16S RNAr metilase
confira alto nivel de resisténcia a aminoglicosideos pelos organismos produtores, ¢ pensado
que este mecanismo esteja confinado a espécies bacterianas ambientais sem relevancia
clinica. Contudo, Doi et al. (2004) identificaram cepa clinica de S. marcescens produtora de
16S rRNA metilase, esta nova enzima RmtB conferiu alto nivel de resisténcia a varios

aminoglicosidios.

No nosso estudo, apenas uma (1,81%) cepa oriunda de infeccdo extra-oral
(secre¢do de ferimento) apresentou resisténcia a tobramicina, pode ser que esta resisténcia

também esteja associada a producdo de metilase. Adicionalmente, esta mesma cepa foi
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resistente a doxiciclina. Kim ef al. (2006) também relataram isolados nosocomiais deste
organismo que apresentaram resisténcia a multiplos antibioticos, incluindo aminoglicosidios e

cefalosporinas.

A andlise da literatura nos permite afirmar que enquanto S. marcescens pode ser
raramente detectada em individuos saudaveis, pacientes hospitalizados podem ser colonizados
ou infectados por esta espécie. Muito frequentemente, essa bactéria causa infecgdes no trato
respiratorio de pacientes entubados, infec¢cdes no trato urinario de pacientes com cateteres,
infeccdes em feridas cirtrgicas, superinfecgdes, osteomielite e septicemia em pacientes com

cateterizagdo intravenosa (HURRELL ez al., 2009).

De acordo com Zanin e colaboradores (2006), biofilme microbiano ¢ uma
comunidade de microorganismos aderida a uma superficie, usualmente envolta por uma
matriz de polissacarideos. O ambiente hospitalar oferece uma série de subsidios a formagao
de biofilmes como a instrumentagdo invasiva. Estima-se que 60% das infec¢des bacterianas
envolvam biofilmes e a maioria das infec¢des hospitalares estd relacionada a biofilmes em

cateteres médicos (TORTORA, 2005).

No presente estudo, observamos que S. marcescens isolados do ambiente, de
infeccdes orais e infec¢des extra-orais foram capazes de crescer de forma planctonica € como
biofilmes iniciais em placas de poliestireno conforme metodologia descrita por Di Poto e
colaboradores (2009). A comparagdo do crescimento entre as cepas de diversas origens
demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente significativas entre elas, tanto para o

crescimento na forma planctonica quanto para os biofilmes.

Em face do generalizado e crescente aumento da resisténcia de patogenos
bacterianos a terapéuticos e terapias antimicrobianas comuns, a necessidade de alternativas
eficientes e tratamentos acessiveis a infec¢des e doengas causadas por esses patogenos vem se
tornando imperativa (WINCKLER, 2007). A natureza estrutural do biofilme e seus atributos
fisioldgicos como atraso na penetragdo do antimicrobiano através da matriz do biofilme,
dentre outros, conferem uma inerente resisténcia a agentes antimicrobianos (DONLAN e
COSTERTON, 2002; RICE et al, 2005; DAI et al., 2010). A terapia fotodindmica
antimicrobiana aparece nesse contexto, com redug¢do da possibilidade de surgimento de
resisténcia microbiana, uma vez que o dano ou morte bacteriana ¢ obtido em curto periodo de

tempo (WAINWRIGHT et al., 2003) através da acdo de oxigénios moleculares reativos
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gerados nas reacdes fotoquimicas, os quais podem interagir com proteinas mitocondriais da
célula alvo alterando sua estrutura e atividade, provocar desnaturagdo de proteinas e lipidios
da membrana e modificar a estrutura do DNA celular (MITRA, 2004).

A aplicagdo da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana em nosso trabalho foi capaz
de matar cepas sensiveis e resistentes a drogas antimicrobianas discutidas anteriormente,
crescidas tanto na forma planctonica quanto na forma de biofilme inicial. Esses achados

corroboram com outros autores, mesmo trabalhando com outras espécies bacterianas.

Muitos estudos avaliam o efeito antimicrobiano da TFA envolvendo o uso de
lasers convencionais em diferentes comprimentos de onda. A opc¢do de usar o LED ¢ devido
principalmente a vantagem econdmica quando comparada com a fotossensibilizacdo usando o
laser convencional. Adicionalmente, a menor colimagé@o e coeréncia observada nesse tipo de
luz resultam em otimiza¢do do processo fotodindmico, uma vez que bandas de emissdo mais
largas podem interagir com todo o espectro de absor¢do dos fotosensibilizadores utilizados.
Zanin et al. (2005) demonstraram que o uso de laser HeNe ou luz LED em associagcdo com

TBO apresentou o mesmo efeito antibacteriano na viabilidade do biofilme de S. mutans.

Segundo Dai et al.(2010), o uso de TFA em S. aureus meticilina resistente
1solados de modelos de abrasdo de pele de rato infectada demonstrou reducdo de 2,7 logs na
viabilidade bacteriana e acelerou a cura em 8,6 dias em comparacdo com o controle nio
tratado. Adicionalmente, a associa¢cdo da TFA com Vancomicina realizada por Di Poto et
al.(2009) em S. aureus promoveu uma inativacdo na aderéncia no biofilme estafilococico nas

superficies estudadas potencializando o efeito da foto inativagdo bacteriana.

Analises de parametros usados para matar bactérias em suspensdes de culturas
demonstraram que a TFA ¢ mais efetiva na eliminagdo de culturas planctonicas que em
biofilmes (WILLIAMS et al., 2006). Porém, em nossos achados nenhuma diferenga
estatisticamente significativa (p<0,05) foi encontrada, o que pode ser explicada pelo uso de
um biofilme em estagio inicial de formacdo em contraste com os biofilmes estudados por
GAD et al.(2004) que encontraram diferencas significativas na redugdo da viabilidade

bacteriana em culturas planctonicas e biofilme.

Lipovsky et al.(2008) demonstraram uma redugcdo de 56% na viabilidade

bacteriana em Serratia marcescens, 83% em S. aureus € 62% em E. coli apos uso da TFA
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utilizando uma luz branca de 400-800 nm. Embora esses resultados sejam positivos, 0s
autores ndo esclarecem a redug¢do de viabilidade em logs e o crescimento na forma de
biofilme ndo foi testado. Adicionalmente, a utilizacdo de porcentagem para expressar 0s
resultados podem levar a impressdes equivocadas, uma vez que redugdes de apenas um log
poderiam expressar 90% de reducdo o que pode muitas vezes ser estatisticamente
significativo (Ex: 9,0x10"" para 0,9x10'"), sem no entanto ser clinicamente relevante. No
entanto, mais importantes que dados estatisticamente significativos, seria a obten¢do de dados
clinicamente relevante no que se refere a retirar o paciente de risco em relacdo ao niimero de
microrganismos patogénico presentes no local da infec¢do. Com relagdo a S. marcescens sio
considerados pacientes com alto risco de infec¢des aqueles que apresentam contagens maiores
ou iguais a 10> UFC mL"' (RNA, 2010), o que deixa claro a relevancia clinica do nosso
trabalho, uma vez que foram observadas redugdes de (10'' UFC mL™" para 10’ UFC mL™"),ou

seja, reducdo de 3 a 4 logs, resultados estatisticamente significativos (p<0,05).

Dessa forma, a terapia fotodindmica apresenta-se como uma promissora
ferramenta biotecnologica no controle das resisténcias bacterianas, problema de saude publica
mundial, uma vez que entre as vantagens da utiliza¢do dessa terapia em relagdo ao uso de
agentes antimicrobianos, temos: o confinamento do efeito ao local da lesdo pela aplicagdo
topica do fotossensibilizador e a irradiagdo restrita a area de interesse, oferecendo baixo risco
a outras células do hospedeiro (ZANIN ez al., 2005); dano ou morte bacteriana obtido em
curto periodo de tempo, reduzindo a possibilidade de surgimento de resisténcia microbiana
(WAINWRIGHT et al., 2003); e, finalmente, a inexisténcia de reagdes sistémicas, mesmo
apos repetido uso (BACKHAUS et al., 2007).
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6 CONCLUSOES

Baseado nas condi¢des experimentais empregadas no presente estudo podemos

concluir que:

v" Os resultados desse estudo demonstraram ndo haver diferengas significativas
no perfil de resisténcia das amostras de diferentes origens em relagdo as
drogas DOX, CTX e IPM.

v Considerando a resisténcia a CIP, as amostras ambientais foram
significativamente mais resistentes do que as amostras orais e extra-orais.

v' Para a droga TOB, as amostras orais foram significantemente mais sensiveis do
que as demais amostras.

v A cepa proveniente de secre¢do de ferimento que apresentou perfil de
multiresistencia as drogas tobramicina e doxiciclina foi susceptivel a terapia
fotodindmica antimicrobiana nos parametros testados.

v A associa¢do de TBO e LED, com densidade de energia de 4,72 J cm?, foi
efetivo na redug¢do da viabilidade bacteriana em cepas ambientais, orais e
extra-orais de S. marcescens podendo ser uma ferramenta biotecnologica util

no controle da resisténcia bacteriana.
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APENDICE A

Teste de suscetibilidade pelo E-test® para 5 antimicrobianos*

Cepa Grupo CT** TM** DX** [p** CI**
I Ambiental 0,19 4 8 0,19 0,64
11 Ambiental 6 12 12 0,19 0,75
I Ambiental 0,25 3 8 0,19 0,064
v Ambiental 0,25 0,38 4 0,25 0,19
\% Ambiental 0,125 4 12 0,19 1
VI Ambiental 0,38 6 12 0,38 1
VII Ambiental 0,19 3 16 0,25 1
VIII Ambiental 0,125 6 16 0,25 0,64
IX Ambiental 0,5 4 16 0,19 1
X Ambiental 0,125 4 12 0,25 0,064
131-A Oral 1,5 2 24 0,25 0,125
274-A Oral 0,25 2 8 0,19 0,064
274-C Oral 0,38 2 12 0,19 0,064
76-A Oral 0,25 2 24 0,25 0,125
387-C Oral 0,75 1 32 0,25 0,125
307-A Oral 0,25 4 4 0,25 0,094
32-B Oral 0,75 3 4 0,25 0,064
312-B Oral 0,75 1,5 16 0,25 0,19
54-A Oral 0,19 2 8 0,19 0,032
312-C Oral 0,5 1 16 0,19 0,125
387-B Oral 0,125 1,5 8 0,25 0,47
385-C Oral 0,047 3 3 0,25 0,047
338-C Oral 0,25 2 4 0,19 0,064
86-A Oral 0,5 3 4 0,19 0,094
85-A Oral 0,19 1,5 24 0,5 0,064
124-A Oral 0,094 1,5 4 0,25 0,064
26-B Oral 0,125 2 2 0,19 0,032
217-C Oral 0,064 1 2 0,19 0,047
240-C Oral 0,125 3 8 0,25 0,023
130 Oral 0,38 2 4 0,19 0,047
273-C Oral 0,032 1,5 8 0,19 0,064
274-B Oral 0,064 1,5 8 0,19 0,047
217-A Oral >32 2 4 0,19 0,032

*** § = sensivel; I = sensibilidade intermediario; R = resistente.

* CT(0,002-32ug/ml), TM(0,016-256 ug/ml), DX(0,016256 png/ml), IP(0,002-32 pug/ml), CI(0,002-32 pg/ml)
Os valores de suscetibilidade (pg/ml) foram interpretados de acordo com as normas do NCCLS (2003):
Cefotaxima (CT) S<8, 16<I<32, R>64; Tobramicina (TM) S<4, I=8, R>16; Doxiciclina (DX) S<4, =8, R>16;
Imipenem (IP) S<4, I=8, R>16; Ciprofloxacina (CI) S<1, [=2, R>4.
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Cepa Grupo CT** TM** DX** [p** CI**
3963 Extra-Oral 2 2 8 0,25 >32
341 Extra-Oral 0,19 2 16 0,125 0,094
636 Extra-Oral 0,064 3 4 0,19 0,094
480 Extra-Oral 0,38 6 8 0,38 0,19
821 Extra-Oral 0,094 6 12 0,25 0,125
3202 Extra-Oral 2 4 12 1 0,5
458 Extra-Oral 0,38 4 24 0,38 0,125
3838 Extra-Oral 0,19 2 8 0,25 0,064
10 Extra-Oral 0,19 2 24 0,25 0,125
266 Extra-Oral 0,19 4 8 0,19 0,032
901 Extra-Oral 0,5 16 24 2 0,25
CDC Extra-Oral 0,25 3 12 0,38 0,032
Karol Extra-Oral 0,19 2 4 0,25 0,064
833 Extra-Oral 0,25 1,5 4 0,25 0,032
1103 Extra-Oral 0,38 2 8 0,5 0,032
654 Extra-Oral 0,125 2 12 0,25 0,047
3303 Extra-Oral 0,19 3 12 0,25 0,094
380 Extra-Oral 0,19 2 4 0,19 0,064
WF Extra-Oral 0,05 3 4 0,19 0,064
631 Extra-Oral 0,094 3 8 0,25 0,047
4479 Extra-Oral 0,38 2 6 0,25 0,125
651 Extra-Oral 0,5 2 3 0,25 0,023

*** S = sensivel; I = sensibilidade intermediario; R = resistente.

* CT(0,002-32ug/ml), TM(0,016-256 ug/ml), DX(0,016256 png/ml), IP(0,002-32 pug/ml), CI(0,002-32 pg/ml)

Os valores de suscetibilidade (pg/ml) foram interpretados de acordo com as normas do NCCLS (2003):
Cefotaxima (CT) S<8, 16<I<32, R>64; Tobramicina (TM) S<4, I=8, R>16; Doxiciclina (DX) S<4, =8, R>16;
Imipenem (IP) S<4, I=8, R>16; Ciprofloxacina (CI) S<I, [=2, R>4.



