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RESUMO

Serratia marcescense encontra largamente distribuida na natureza,tem emergido nos
altimos anos como um importante patégeno nosocamsatente a diversos antimicrobianos.
Este estudo teve como objetivo verificar a susbéiokade de isolados ambientais, orais e
extra-orais deéerratia marcescens diferentes antibibticos e avaliar a terapiadotamica
antimicrobiana na reducdo do crescimento bactemanaulturas de células plancténicas e
biofilme. O teste de susceptibilidade antimicrobi&ntest® foi realizado para as 55 cepas e 0
TFA para as 30 cepas mais resistentes aos antbraaas testados. O efeito antimicrobiano
do azul de o-toluidina associado com 4,72 ¥ cim luz emitida por um diodo (LED) foi
avaliado. Antes e ap0s os tratamentos, os inOchémgerianos foram analisados com
consideragdo do numero de unidades formadoras tmiam Considerando o peffil
antimicrobiano observamos que das 55 cepas amadisat3 (23,63%) apresentaram
resisténcia a doxiciclina, mas apenas um (1,81%)ade apresentou resisténcia ao
ciprofloxacino, outro a tobramicina e outro a cefimna; 24 (43,63%) cepas apresentaram
sensibilidade intermediaria a doxiciclina, todasafo sensiveis ao imipenem e a maioria foi
sensivel ao ciprofloxacino, a tobramicina e a @fioba. A analise estatistica demonstrou nao
haver diferencas significativas no perfil de r&sista das amostras de diferentes origens em
relacédo as drogas DX, CT e IP. Considerando a@esis a Cl, as amostras ambientais foram
significativamente mais resistentes do que as aasstais e extra-orais. Para a droga TM, as
amostras orais foram significantemente mais seissite que as demais amostras. A
irradiacéo das culturas planctonicas e biofiimeaus#ncia de TBO (L+C-), a incubacao com
TBO sozinho (L-C+) e o grupo controle ndo tratadoeCf) ndo apresentou efeitos
significativos na viabilidade das cepas Slemarcescensstudadas (p < 0,05). Decréscimos
significativos na viabilidade bacteriana foram aliados somente quando cultura plancténica
e biofilme de cepas ambientais, orais e extra-a@a& marcescen®ram expostas ao azul de
orto toluidina e luz LED ao mesmo tempo (L+C+). Rgiks significativas nas contagens
bacterianas foram observadas pela Terapia Fotodiadamtimicrobiana com variagéo de 10
12 10". A associacdo de TBO e LED, com densidade de iendeg4,72 J cif, foi efetivo

na reducdo da viabilidade bacteriana em cepas atalsie orais e extra-orais ds.
marcescenspodendo ser uma ferramenta biotecnoldgica util ootrole da resisténcia
bacteriana.

Palavras-chaveSerratia marcescensesisténcia, E-te$tterapia fotodinamica.



ABSTRACT

Serratia marcescens widely distributed in nature, but has emergedhe last years as
important nosocomial pathogen with resistance ohymantimicrobial drugs. This study
aimed to verify the susceptibility oSerratia marcescensolates from environment, from
oral infections and from extra-oral infections ddferent antibiotics and evaluate the
antimicrobial effect of photodynamic antimicrobtakrapy as biotechnology tools reducing
bacterial growth in planktonic cells and biofilE-test® were performed for fifty-five strains
and the PACT for the thirty strains more resistanantimicrobials tested. The antimicrobial
effect of toluidine blue O, associated with 4,72 of a light-emitting diode , was
evaluated. Before and after the treatments, batteocula were analysed with regard to the
number of colony- forming units. For antimicrobialwe observed that the 55 strains
analyzed, 13 (23.63%) were resistant to doxycyclmé only one (1.81%) isolate showed
resistance to ciprofloxacin, another to tobramyaml another to cefotaxime, 24 ( 43.63%)
strains had intermediate sensitivity to doxycycliak were sensitive to imipenem and most
were sensitive to ciprofloxacin, tobramycin andotakime Statistical analysis showed no
significant differences in resistance of sampleditiérent origins for drugs DX, CT, and IP.
Considering the resistance to ClI, the environmesdaaiples were significantly more resistant
than samples oral and extra-oral. For the drug Td,oral samples were significantly more
sensitive than the other samples. The irradiatibplanktonic and biofilm cultures in the
absence of TBO (L+S-), incubation with TBO aloneSt) and untreated control group (L-S-
) had no significant effect on the viability of @tnis of S. marcescenstudied (p <0.05).
Significant decreases in bacterial viability was@itved only when planktonic and biofilm
culture of environmental strains, oral and extral&. marcescens were exposed to toluidine
blue O and LED light at the same time (L+S+). Sigant reductions in bacterial counts were
observed by antimicrobial photodynamic therapy iagdrom 10 to 10”.The association of
TBO and light, with energy density 4,72 J gnwas effective in reducing the viability of
bacterial strains in environmental, oral and ewir@-S. marcescenand can be a useful
biotechnological tool in the control of bacteriakistance.

Keywords:Serratia marcescensesistance, E-test ®, photodynamic therapy
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1 INTRODUCAO

Serratia marcesceng um bacilo Gram-negativo, aerébio, mével perteteca
familia Enterobacteriaceaeque esta amplamente distribuido na natureza, plodeser
encontrado na agua, solo e ar. Também é reconheciodm um patdgeno oportunista
(HEJAZI et al, 1997; HUME et al, 2004), causador de infeccbes nosocomiais severas
afetando principalmente pacientes imunocompromgtidmcidoes e criancas em unidades
neonatais (SCHABERG®t al, 1976; SMITHet al ,1984; CIMOLAIlet al, 1997; ALFIZAH,
2004). O bacilo também tem sido encontrado em algestudos em pacientes com
periodontites no Brasil (BARBOSAt al, 2001; BARBOSAet al, 2006). As infeccoes
causadas por este microorganismo podem ser dd téitamento devido a resisténcia para
uma variedade de antimicrobianos, entre dldactamicos, amoxicilina, cefalosporinas,
aminoglicosideos, carbapenémicos, ciprofloxacidaranfenicol, aztreonam e tetraciclina
(STOCKet al, 2003; ALFIZAHet al, 2004).

A concentracao inibitoria minima (CIM) é definidanco a menor concentracdo de
agente antimicrobiano requerida para prevenir ccarento de microorganismos em
condi¢cbes experimentais, fornecendo uma medidatitptara de susceptibilidade bacteriana.
A CIM vem desempenhando um papel central no mamitento da terapia com antibiotico
uma vez que a extrapolacéo dos dados pode indefeséaia clinica da droga. Nessa técnica,
baseado nos valores do CIM os organismos sao atpsigan trés categorias: suscetivel (S),
intermediério (1) e resistente (R) (MARTINEX al, 2000).

Um dos fatores de viruléncia @&erratia marcescend a producdo de um agente
surfactante chamado deséerrawettii que provavelmente esta envolvido no processo de
formacgao de biofilme (WEet al, 2004). Biofilmes microbianos podem ser definidosno
diversas comunidades de microrganismos aderidosaasuperficie sélida com uma interface
liquida entre eles (ZANINt al, 2006).

Adicionalmente, a estrutura do biofilme pode at@mo barreira fisica a difusao
dos agentes antimicrobianos, sendo essas limitapaes severas quando comparadas com

células planctonicas (STEINBERG@t al., 2008). Além disso, bactérias embebidas em
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biofilmes expressam diferentes genes, permitindaorhiente que faz estas bactérias menos
sensiveis aos agentes antibacterianos (MOEEGI, 2006; SHEMESHt al, 2007).

Desde 1940, o desenvolvimento de farmacos efe@vesguros para lidar com as
infeccdes bacterianas revolucionou o tratamentoicog@ a morbidade e as mortalidades
associadas a estas doencas foram bastante redunifdgdizgmente, o desenvolvimento de
farmacos antibacterianos efetivos foi acompanhatk gmergéncia de organismos resistentes
aos farmacos. Isto ndo é inesperado, uma vez quet® tempo de geracdo de muitas das
espécies bacterianas oferece ampla oportunidadeapatlaptacédo evolutiva. O fendmeno da
resisténcia impde sérias restricbes as op¢desrdispe para o tratamento clinico de muitas
infeccdes bacterianas. A resisténcia aos agentesagerapicos pode também desenvolver-se
nos protozoarios, nos parasitas multicelularessgpppulacdes de células malignas (FOLEY e
TILLEY, 1997; MARTIN e ROBERTSON, 2000; St GEORGIE¥000; RANG e DALE,
2007).

Nesse contexto, a terapia fotodinamica antimicrabi@l FA) tem surgido como
uma alternativa antimicrobiana para inducao de encetular através da liberagdo de radicais
livres em curto espaco de tempo, tornando o surgonde resisténcia improvavel. A terapia
envolve um tratamento baseado em uma reacéo fotargyia qual € iniciada pela ativacédo de
uma droga fotosensibilizadora por uma luz de comgmio de onda complementar que pode
levar a danos irreversiveis ou a morte celulardgemma técnica minimamente invasiva
(KUBLER, 2005).

O uso da TFA é uma alternativa viavel e promissienddo ao crescente numero
de patdgenos multi-resistentes a drogas (WINCKLERSG). Comprimentos de onda claros
visiveis, principalmente na presenca de um fotak#imador quimico, foram estudados como
meios para afetar a vitalidade bacteriana, uma oee através dele moléculas sao
guimicamente excitadas podendo causar dano bioldgicconduzir a geracdo de oxigénio
reativo capaz de afetar sistemas biol6gicos comanaias, células, e bactérias (STEINBERG
et al, 2008).

A grande maioria dos estudos utilizando a terapiadinamica para obtencdo de
efeito antimicrobiano utiliza lasers de baixa pot&@ncom diversos meios ativos e
comprimentos de onda. Recentemente, os diodos aesssle luz (LED) surgiram como

luzes alternativas a essa terapia. Os LEDs samdisms semicondutores que quando
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polarizados adequadamente emitem luz na faixaelisiv invisivel. Embora tanto os lasers
quanto os LED produzam luzes monocrométicas, os h&® apresentam boa colimacao e
coeréncia, resultando em bandas de emissdo mgiaslajue favorecem a obtencédo de

complementaridade com os fotossensibilizadoreiz aibs.

Entre as vantagens da terapia fotodindmica em aelap uso dos agentes
antimicrobianos tradicionais temos primeiramente gunorte da célula bacteriana pode ser
rapida, ndo sendo necessaria a manutencao do agémieo em altas concentracdes sobre as
lesBes por longos periodos de tempo, como ocomeosoagentes anti-sépticos e antibioticos.
Além disso, a morte celular mediada pela liberalgcadicais livres torna o desenvolvimento
de resisténcia pelos microrganismos improvavelalmente, o uso do fotossensibilizador ou
da luz sozinhos ndo apresentam efeito significaolore a viabilidade das bactérias, de modo
que a terapia pode ser confinada a area da let@apeacdo topica cuidadosa do corante e
restricdo da irradiagéo por meio do uso de fibicadwilson, 2004).

Alguns autores tém relatado a acdo antimicrobiantepia fotodinamica sobre
bactérias relacionadas a infec¢Bes hospitalares tephylococcus aureu®Al et al,
2010) e Pseudomonas aeruginogaSENG et al, 2009) mas poucos sao os estudos que
avaliam a acao antimicrobiana da terapia fotodinamsbbreSerratia marcescenesrescidas

na forma plancténica (LIPOVSK¥t al, 2008) ou em biofilmes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infeccdo hospitalar e resisténcia bacteriana

A infeccdo hospitalar (IH) pode ser definida comalquer infeccdo adquirida
apos a internacao do paciente, que se manifestatédus internacdo ou mesmo apos a alta, e
que pode ser relacionada com a permanéncia donpacéou procedimentos hospitalares
(GOMESet al, 2001). Essa infeccdo pode ser causada pelabittacdo proprio paciente,
ou por microrganismos encontrados no ambiente emnetpi vivia. Nesse ambiente, 0 uso
racional de antimicrobianos torna-se arma essedoiaistema de prevencéo de infeccOes
nosocomiais. A literatura tem mostrado que o siatate auditoria dos antimicrobianos
prescritos por equipe multidisciplinar dedicada ssaefuncdo é a forma mais eficaz de
racionalizar esse uso, passando entdo a ser fertarfundamental do sistema preventivo
(COUTOet al, 1999; ANDERSON; KAYE, 2009).

A IH é um problema tdo antigo, quanto os primeiestabelecimentos que
surgiram, ha séculos (325 D.c, com o objetivo Berglar pessoas doentes. Contudo, mesmo
na sociedade antiga, como na moderna, esta infeéegipre causou impacto e preocupacéo,
na area médica, por seu alto indice de mortali@A&TOS, 2004).

A introducdo de procedimentos para melhorar as icOesl sanitarias e das
praticas de higiene instituidas nos hospitais, ratas no final do século XIX, reduziu as
taxas de IH. Os principais expoentes e lideresadesguietante batalha do controle de IH
foram Wendel, Holmes, Semmelweis, Nihtingale, Rastd. ister (SANTOS, 2004)

Embora as UTlIs representem apenas 5% a 10% dos tkitum hospital, estima-
se gue nelas ocorram cerca de 25% das infeccOpadiaes. A média das taxas de infeccéo
hospitalar em 196 UTIs americanas que participadamprograma National Nosocomial
Infections Surveillance System/Center for Diseasntf®| and Prevention (NNISS/CDC) esta
proxima de 9,2% (com densidade de infeccao dei@fecdes por mil pacientes/dia), o que
equivale a uma taxa duas a cinco vezes maioresudoagq encontradas em enfermarias
(SPENCER, 1994).
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Um estudo europeu de prevaléncia de infeccdes tatmgis em UTIs (excluidas
as unidades coronarianas e as UTIs infantis e esgpemerece destaque por ter contado com
a participacdo de 17 paises, 1.417 UTIs e 10.08&mas acompanhados. Neste trabalho
foram detectados 4.501 (44,8%) pacientes infectados quais 2.064 (20,6%) eram
portadores de infecgcédo hospitalar (FERNANDESI .,2000).

OLIVEIRA et al(2007) observaram em um Hospital UniversitariosBearo uma
taxa global de infeccdo de 23,8%, constatando ajumlonizacdo por microrganismos
resistentes contribuiu para o desenvolvimento diecgdio . A taxa de mortalidade foi de
10,8% e destes, 23 pacientes (37,1%) faleceram @puidggndstico de infeccdo hospitalar.
Tais resultados reafirmam a necessidade de esfdirgmsonados ao controle da infeccéo e da
resisténcia bacteriana subsidiando reflexdes fransglocdo de medidas tais como uso de
equipamentos de protecao individual, procedimentessivos, higienizacdo das maos,
educacdo permanente da equipe assistencial méikgiomal, uso racional dos antibiéticos.

MENEZES et al (2002) verificaram a taxa média de infeccao Hakpi de 13,4
infeccdes hospitalares por mil pacientes/dia na W®dl Hospital Geral de Fortaleza.
Adicionalmente, NOGUEIRAet 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 amtgnicrobianos é
extremamente variavel entre paises, regides enotigespitalar e/ou comunitaria das estirpes.
Algumas espécies apresentam resisténcia amplamiémelida em todo o mundo. Entre os
microrganismos que sofreram grandes modificacéeemnsibilidade aos antimicrobianos com
o correr dos anos, destacam-estafilococos, enterobactérig?. aeruginosa, A. baumanrgj
mais recentementbemofilos, gonococos, enterococos e pneumodd@sARES, 2000).

Os patdégenos nosocomiais sdo selecionados por dausmdancas nas praticas
médicas e devido ao uso de antimicrobianos (LOBES, 2005). A partir dos meados de
1990, as sucessivas implementacdes da terapiafeativa tém se tornado cada vez mais
dificil devido a disseminacédo da resisténcia b&utar da emergéncia de novos patdégenos e a
decorréncia de infec¢cdes em pacientes imunodemsnitbs quais as drogas antimicrobianas
tornaram-se menos efetivas (LEMONICK, 1994; SANTQ®)4).
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O impacto das bactérias resistentes € mundial eesepta ameaca para a
humanidade. E um grave problema de salde publearande amplitude médico-social,
cujas consequéncias, para muitos estudiosos (LEM®&NL994; SANTOS, 1997) ja estéo ai
no nosso cotidiano e, se nédo forem freadas, noofierdo ainda mais devastadoras para a

humanidade.

A prevencdo de emergéncia de cepas de microorgasisnultiresistentes é
necessidade urgente, mas ainda ndo atingida dea feficiente pelas abordagens classicas
(FUCHSet al, 2006). O crescente interesse, em estudar e mesflatisar o problema da IH,
esta voltado, principalmente para o fendmeno de®ias antibidtico- resistentes.

2.2 Serratia marcescens e a resisténcia a drogas

Serratiamarcescen® um bacilo Gram-negativo, aerébico, movel, pegeate a
familia Enterobacteriaceae Por muitos anos esse organismo foi considerapiaito para o
homem, sendo freqientemente isolado da agua, aplglantas, géneros alimenticios e
animais. Entretanto, tem emergido nos ultimos ammsno causa de varias infeccdes
hospitalares de severidade varidvel, sendo atuémesctonhecido como um patégeno
oportunista para o homem ( CARBONEELal, 2000; HUME; WILLCOX, 2004). Algumas
amostras dessa espécie sdo capazes de produzirigmmeng vermelho, denominado
prodigiosina, um metabdlito secundario promissasidiea relatadas atividades antifungica,
iImunosupressiva e antiproliferativa (Gl&lal, 2004; HARRISet al, 2004; SUNAG-Aet al,
2004), além de efeitos apoptéticos e potente @idade contra varias linhagens humanas
cancerosas ESCOBAR — DIA al, 2005.

EnquantoS. marcescenpode ser raramente detectada em individuos sasgdave
pacientes hospitalizados podem ser colonizados nfectados por esta espécie. Muito
freqientemente, essa bactéria foi relacionadaexgfies no trato respiratério de pacientes
entubados, infeccbes no trato urinario de pacientes cateteres, infeccbes em feridas
cirurgicas, superinfecgbes, osteomielite e sepi@eem pacientes com cateterizacao
intravenosa, sendo que nestes casos a taxa delidaoieapode alcancar de 39 a 50%
(ADJIDE et al., 2004; LAU et al, 2004; SEKIGUCHIet al, 2004; CURTISet al, 2005;
IWAYA et al, 2005).
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A S. marcescentem sido frequentemente causa de infec¢gbes seotido de
vérias fontes do meio ambiente hospitalar, eni@s sblucbes desinfetantes e anti-sépticos
(SANTOS, 2004). Ressalta-se que esta bactéria pdsentar resisténcia a estas solugdes,
normalmente, sdo usadas nos hospitais como mei@od&ole de microorganismos.
Recentemente, foram encontradas cepas formadoraésofilene resistentes a solugbes de
quaternario de amoénio usadas para preservacamids ke contato em contraste com cepas
planctonicas que se apresentaram sensiveis (SZCE@THKI, 2009) demonstrando assim o

papel dos biofilmes no aumento da resisténcia bante

Também foi relatada frequientemente a ocorréncissudtos causados pd.
marcescens em unidades de cuidados intensivos neonatais e deienpes
imunocomprometidos ou com doencas debilitantes BKR/I et al, 2004;GULER et al.,
2008). Nestes hospedeird@, marcescengode invadir a corrente sanguinea através do trato
intestinal e causar choque endotdxico e faléncidiptal de 6rgaos (VINOGRADO\&t al.,
2003). Infeccdes oculares devido a esse microngenisao comuns e causa frequente de
queratite (KUNIMOTOet al, 2004; MATSUMOTCet al, 2004; MUNOZet al, 2004)

RecentementeS. marcescenfoi isolada do biofilme subgengival de individuos
com diferentes condicbes periodontais, tendo sidwos nprevalente em pacientes com
periodontite severa (4,1%) do que em individuos gemgivite (3,2%) ou com o periodonto
clinicamente saudavel (2,5%) (BARBOS# al, 2006). Anteriormente, esta espécie tinha
sido a mais frequentemente isolada entre os omgasisia familisgEnterobacteriacegeda
microbiota subgengival de individuos brasileirosqueriodontite, presente em quase 10% da
populacdo estudada (BARBO®Aal, 2001). Apesar da presenca desses microrganismos
sitios subgengivais, inclusive apdés o tratamentoiogental (SLOTS et al,1990g;
LISTGARTEN et al, 1993), o papel desses microrganismos na doesgadpntal ainda n&o

foi elucidado.

Em estudo realizado por Carboneadt al. (2000) utilizando cepas clinicas
hospitalares d&. marcescendoi observado que dentre 938 isolados deste nganismo
apenas 32 (3,4%) produziam pigmento e que a malogasolados pigmentados apresentava
0 mesmo padrdo de resisténcia a antibidticos (almpiccefalotina e tetraciclina) do que os
nao pigmentados. Sendo que dentre estes isolagioemiados, os que carreavam plasmideos

apresentavam resisténcia somente a esses mesinausrabianos.
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S. marcescengrontamente adere a instrumentacao hospitalasivejatais como
cateteres, endoscopios e tubos intravenosos (SIGRBEENNETT et al, 2005 apud
BARBOSA, 2005). Além disso, infec¢des causadasJanarcescengodem ser dificeis de
tratar devido a resisténcia dessa bactéria a umadade de antibioticos, incluind®-
lactdmicos, aminoglicosideos, ciprofloxacina, ahéeaicol, aztreonam, trimetropim
/sulfametoxazol e tetraciclina (FILIU& al, 2005; PARKet al, 2005; HURRELLet al,
2009). Nesse sentido, a definicho da concentragabitdria minima (CIM) vem
desempenhando um papel central no monitoramene&ragaia com antibiotico de modo que a

extrapolacdo dos dados pode predizer a eficacizalda droga (MARTINEZ2t al., 2000).

Apesar da disponibilizagdo de novos antibioticostroo do desenvolvimento de
resisténcia bacteriana nos diferentes patégenasn-@ositivos e Gram-negativos, representa
um constante desafio terapéutico, fenbmeno obseread todo o mundo. O ndamero de
antibiéticos em pesquisa diminuiu nos dltimos anesgquanto a resisténcia as drogas
antimicrobianas tem crescido de forma inexorav@$8I; ANDREAZZI, 2005). No periodo
de 1972 a 1973, comparado ao periodo de 1997 g @388centual de artigos relacionados a
novas resisténcias, publicadosAwimicrobial Agents and Chemotherajpyymentou de 11%
para 34% (SWARTZ, 2000).

Um importante fator de resisténcia dessa espédaziona-se ao fato dé.
marcesscenpertencer ao grupo das enterobactérias produtierdis lactamases (AmpC) de
expressdo cromossOmico induzivel ndo inibida pdbidores de beta-lactamase (acido
clavulanico) (ROSSI; ANDREAZZI, 2005). Entre bacsér Gram-negativas, cepas de
enterobactérias e nao-fermentadores vem apresentdaneis de resisténcia cada vez mais
expressivos ante as diferentes cefalosporinas gienda, terceira e quarta geracdo. Cepas
produtoras de beta-lactamases de espectro amphkadbecidas como ESBL, capazes de
inativar cefalosporinas de terceira e quarta gerapassam também a ser preocupacao
mundial, implicando mudancas na abordagem tera@é(ROSSI; ANDREAZZI, 2005).

S. marcescen®i isolada de 36% de tubos nasogastricos entdeaiseonatos em
UTIs no Reino Unido apresentando-se todas resestemtamoxicilina e amoxicilina com
acido clavulanico (HURRELLet al, 2009). E reconhecida como um patdégeno importante
com propriedades invasoras e tendéncia a resistinudos antibidticos utilizados na
atualidade (KONEMANet al, 2001).



25

2.3 Mecanismos de resisténcia a drogas

2.3.1 Intrinsecos e adquiridos

A resisténcia bacteriana a agentes antimicrobipods ser dividida em dois tipos
gerais: uma na qual a caracteristica de resistémgiasenta-se como uma propriedade
intrinseca e outra que pode ser adquirida. Os masisténcia intrinseca ou inerente sao
usados para indicar uma resisténcia que € umatedstica usual, presente em todas ou
guase todas as cepas da espécie (TOGARS, 1999; TORTORAet al.,2005).

Segundo Rossi e Andreazzi (2005) resisténcia seda € uma caracteristica
natural de determinados grupos de bactérias, sssuixie ou género-especifico, e delimita o
espectro de atividade dos antimicrobianos e podeutsiézada para confirmar a correta
identificagdo de uma bactéria, além de servir comarcador no monitoramento de
procedimentos padronizados. O principal mecanismesisténcia intrinseca € a inexisténcia
de sistema metabdlico ou organela, alvos da ac@mtimicrobiano no organismo (FUCHS,
2006).

A transferéncia ou aquisicdo de DNA pode ocorrergomjugacao, onde 0s genes
de resisténcia sdo transferidos através dos plasridvendo necessariamente contato entre
as células bacterianas; transducdo, onde a trénsfaré realizada através de um virus;
transformacdo, com transferéncia da célula doagara a receptora sem contato entre as
células e transposicao, onde os genes determindatessisténcia podem transferir-se de um
plasmideo a outro, para 0 cromossomo ou para utaerlidago. O elemento responsavel pela
transferéncia € o transposon (RANG e DALE, 2007).

Os genes para resisténcia intrinssmao outras caracteristicas da espécie, parecem
residir em cromossomo (MURRAY, 1990). Resisténailguarida pode resultar tanto de
mutacdes no DNA existente quanto da aquisicdo de BOA. A mutacdo € cromossdmica e
a emergéncia da resisténcia ocorre a medida goacéérias se replicam. Durante o processo
de replicacdo podem ocorrer erros que modificanecuéncia da codificacdo do DNA e,
consequentemente, alteracdo da informacéao cordi@dNA original, produzindo células com
uma mutacdo especifica, que serd transferida aafutgeracdes. Algumas mutacdes sdo
benéficas para a bactéria, como resistir a acaardantibiotico, oferecendo uma vantagem

competitiva em seu ambiente.
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Essas transferéncias genéticas ocorrem geralmenteato gastrointestinal de
homens e animais, locais onde outras bactériasétandstdo expostas a pressdes seletivas

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

As varias caracteristicas intrinsecas expressalaSerratia marcescenscluem
resisténcia a ampicilina, amoxicilina, amoxicilideitlo clavulanico, cefalosporinas de
primeira geracao, cefuroxima, colistina, cefoxit(hCCLS, 2003). Exemplos de resisténcia
adquirida sdo encontrados na literatura como cdmpésisténcia a ampicilina e cefalotina,
elevada susceptibilidade a cefalosporinas de seganigrceira geracdo, aminoglicosideos,
quinolonas e cotrimoxazol (MANFREDt al., 2004). Existe uma preocupacao atual com a
emergéncia de cepas multi-resistentes isoladasipsimente de pacientes hospitalizados por

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

2.3.2 Biofilme

A resisténcia a biofilmes € chamada resisténcialdigica e ocorre em condi¢bes
especiais de crescimento bacteriano (FUGHSL, 2006). Biofilme microbiano pode ser
definido como uma comunidade diversificada de noigganismos aderidos a uma superficie,
usualmente com um liquido de interfaciamento (ZANiNal,2006). Estudos indicam que
esses filmes biologicos sdo pontos estaveis em igln de vida que inclui iniciacéo,
maturacao, manutencéao e dissolucdo (ABDUL&H.,2005).S. marcescen®rma biofilme
através de uma série de estagios definidos queiraimcom um biofiime poroso e
filamentoso com cadeias agrupadas de células,ais s@io dependentes do sistema “quorum-
sensing”. Alguns aspectos do ciclo de vidaSdenarcescenmcluem adesao, “swarming” e

formacdo de arquitetura tridimensional (RI€Eal, 2005).

A formacé&o do biofilme pode ocorrer por meio de tréecanismos (STOODLEY
et al, 2002). O primeiro é pela redistribuicdo de cd&diaas através da motilidade de sua
superficie. O segundo mecanismo ocorre por divisAéria das células fixas a superficie.
Apés a divisdo, células filhas se expandem exteendéere para cima, se ligando a superficie e
formando aglomerado de células, de forma similar@acao de colénias em placas de agar

(HEYDORN et al, 2000). O terceiro mecanismo de agregacao ocelrerpcrutamento de
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células presentes no meio externo para o desemeat®o do biofilme (TOLKER-NIELSON
et al.,2000).

A formacdo de biofilmes pode ocorrer como um mexani de defesa dos
organismos a condi¢des de estresse ambientallrBésfisdo resistentes a forgas fisicas como as
produzidas, por exemplo, pela corrente sanguinea agao de lavagem que a saliva realiza
sobre as superficies na cavidade bucal. Organistwesdo em comunidades podem também
suportar mudancas de pH, a acdo de radicais dérajgdesinfetantes e antibidticos de uma
forma mais favoravel a vida do que as células wweede forma plancténica. Biofilmes séo
resistentes a fagocitose, e as células de defesaeqiam fagocitar os microrganismos em
biofilme podem causar mais danos aos tecidos airzumos que ao biofilme propriamente dito
(JEFFERSON, 2004).

) - Sinais de
Celulas = desligamento Biofilme maduro
Dlancto‘n\y
. o
Sinais de
i desenvolvimento | «"

Interagdos

ambientais

iniciais

Figura 1- Modelo de desenvolvimento do biofiimews®dp Stoodlet al. (2002)

De acordo com Doron (2008), claras evidéncias rmwstque células no biofilme
apresentam-se em um estado fisiolégico difererdisscélulas plancténicas, tendendo a serem
menos susceptiveis a agentes antimicrobianos. Bunslcasos extremos, a concentracdo de
antimicrobiano necessaria para exercer atividadeebeida frente a biofilmes pode ser maior de
trés ou quatro ordens de magnitude comparado atiqade necesséaria para ter acdo sobre

organismos plancténicos, dependendo da combinag&Tie-droga.

De acordo com Lewis (2001), trés fatores podemceasiderados para explicar a

resisténcia dos biofilmes a morte por antimicrobgara penetracao restrita da droga no interior
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das comunidades microbianas, a caracteristica ekzigrento lento apresentada por algumas
células presentes no biofilme e ainda a expressabgdns genes biofilme-especifico.

Biofilmes estdo embebidos em uma matriz polimégomposta por proteinas,
carboidratos e DNA (CARNIOL E GILMORE, 2004) quedeorestringir a penetracao de
substancias e ligar-se a antimicrobianos. Isso rpoftenecer resisténcia efetiva as células em
comunidades frente a grandes moléculas como asisems complemento e proteinas
antimicrobianas. A barreira de difusdo é provavelmeefetiva também frente a pequenos
peptideos antimicrobianos. A carga negativa dospatiarideo extracelular também apresenta
importante fungcdo na protecdo do biofilme frenten@léculas positivamente carregadas dos
aminoglicosidios, restringindo sua penetracao agrale ligacbes com as moléculas da matriz
(LEWIS, 2001). A difuséo retardada de um antimi@ob na matriz polimérica ira diminuir a
sua concentracdo adentrando a estrutura do bigfdimeliando na acdo de enzimas tais como [3-
lactamase (GIWEREMAN al, 1991).

Quando é considerada a acao dos antimicrobianee sshmicrorganismos em geral
se observa que virtualmente todos sdo mais efe¢imosnatar células em crescimento. Alguns
como, por exemplo, as penicilinas s exercem soigéfusobre células em crescimento. Outros
agentes mais modernos tais como cefalosporinagjogiitosidios e fluoroquinolonas podem
matar células que ndo estdo em fase de crescinmasosao evidentemente mais efetivos frente
a células durante essa fase do seu ciclo de \iFFERSON, 2004).

Assim, o crescimento lento indubitavelmente conirjara que os filmes biolégicos
resistam a morte por antimicrobianos e pode sentago como principal fator para uma
possivel resisténcia de células planctbnicas aem@DAMS e MELED, 1999). Uma pequena
populacdo de células em uma comunidade microbiad@ @presentar-se quiescente ou em
estado de dorméncia, dessa forma encontra-se enfasmanetabdlica que néo favorece a acao
da maioria dos antimicrobianos. Por essa razaosaéatingidas nas terapias medicamentosas
corrigueiramente utilizadas (ANWA& al.,1992).

Um outro fator a concorrer para a sobrevida dosrosgnos em comunidade € a
possibilidade de expressdo génica diferente demagucélulas presentes nos biofilmes
conferindo-lhes vantagens metabdlicas, adaptativate defesa, em seu microambiente de
desenvolvimento. Um exemplo dessa caracteristicquando em filmes polimicrobianos

encontra-se uma espécie bacteriana com bagagericgemgra expressar 3-lactamase e outras
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espécies que nao podem produzir tal substanciaavéerbeneficiar quando submetidas a terapia
medicamentosa com 3-lactamicos (COSTERT&DAI.,2003).

Um ponto de grande relevancia em relacédo a subdiatde de células persistentes a
antimicrobianos € a capacidade que o sistema iragitol apresenta de contribuir para debelar
infeccBes recorrentes. Dessa forma, células pemgest tornam-se um problema de maior
dificuldade de resolucdo quando o sistema imunotdgéo esta exercendo adequadamente suas
funcdes. Um exemplo é a meningite causada imeptococcuss pneumoniapie causa
meningites recalcitrantes devido a inacessibiliddoldluido cérebro-espinhal aos componentes
do sistema imunoldgico. E ainda que células de@miatimunoldégico tenham acesso ao local
onde o biofilme encontra-se, a presenca de polisissm extracelular protege fisicamente suas

células dos componentes do sistema imune (LEWI&L)20

Se a concentracdo do antimicrobiano cai temporansnou se 0S sintomas
desaparecem devido a erradicacdo das células @écas e a terapia € descontinuada, as células
persistentes irdo refazer a estrutura do biofilme gomecara a liberar novas células de vida
livre. Essa dinamica explica a natureza recaldératas infecgbes causadas por biofilmes e a
necessidade de uma terapia antimicrobiana prolen@#eW1S, 2001).

2.4 Terapias antimicrobianas
2.4.1 Antibidticos e mecanismos de resisténcia
2.4.1.1 Imipenem

O Imipenem é o derivado N-formidoil da tienamiciaatibiético produzido pelo
Streptomyces cattleygue pertence ao novo quadro de antibidticos laetarhicos chamados
carbapenémicos. Os carbapenens sao caracterizpdogcamente, por um anel pentagonal
no qual o enxofre do &cido 6-aminopenicilamico ésstuido pelo carbono, ainda
apresentando uma dupla ligagcdo. O imipenem possspectro antibacteriano mais amplo de
todos os antibidticos beta-lactamicos (SILVA, 200Quando administrado isoladamente,
sofre grande metabolizacdo pela desidropeptidassidima que existe nas ceélulas dos
tubulos renais proximais com borda em escova. #sgedacao produz baixas concentracfes
de droga ativa na urina (TRIPATHI, 2006).
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Mecanismo de Ac¢&dO imipenem, como as penicilinas, inibe a biossiatda
parede celular bacteriana, mas apresenta certagigoelades nesse sentido, além de ser
rapidamente bactericida para as bactérias sensksasce seu efeito antibacteriano ligando-
se a proteinas especificas que se acoplam aslipasicem bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, produzindo esferoplastos, forma de degéo das bactérias. O imipenem também
se combina a proteinas especificas do tipol, oregsidta em rapido efeito letal para as
bactérias. Outras acfes do Imipenem consistem aapsnetracdo através da membrana
externa dos Gram-negativos e na sua resisténci@i@ @de beta-lactamases mediadas por
plasmidios e por cromossomos da maioria das basténiclusive de racas resistentes a outros
antibiéticos (SILVA, 2006).

ResisténciaO imipenem é capaz de induzir beta-lactamasesestas bactérias
Gram- negativas, comenterobacter cloacae Pseudomonas aerugingsaas essas bactérias
ndo se tornam resistentes ao antibidtico, como teacen com as cefamicinas e
aminotizolilcefalosporinas, que também induzem dttamases (SILVA, 2006). A
resisténcia dos carbapenémicos as beta-lactamastaspara sua eficacia contra mais de 90%
das espécies de Gram-negativas de bactérias (REMINIG2000). As bactérias que tiveram
suas beta-lactamases induzidas pelo imipenem teseanesistentes as cefalosporinas e
penicilinas. Essas observacbes explicam a inexistéde resisténcia cruzada entre o
imipenem e outros antibioticos e, também, o antggom que amiude se observa, in vitro,
guando se associa imipenem a outro antibiética-laetamico. Praticamente, o imipenem é
resistente a quase todos os tipos de beta-lactamssdem que seja inativado pelas beta-
lactamases déseudomonas multophiaduas cepas dacterioides fragilisA resisténcia ao
imipenem pelo mecanismo mediado pela beta-lact@&npsrtanto, muito raro. Certas racas
de Serratia marcesceng de Enterobacter cloacaesédo resistentes ao imipenem por um
mecanismo que parece envolver reducdo da perndsadelida parede celular bacteriana.
Observou-se o aparecimento de cepas resistent®&saleglomonas aerugingsdurante o
tratamento, mas essas cepas podem ser sensiveigerasilinas antipseudomonas,

cefalosporinas da terceira geracéo e aos amingglios (SILVA, 2006).

O imipenem era originalmente resistente a toddsetslactamases, porém alguns
microorganismos possuem agora genes cromossomautificando beta-lactamases que
hidrolisam o imipenem (RANG e DALE, 2007) e mostgresistente a maioria das beta-

lactamases, mas ndo as metalo-beta-lactamases (BAEZ2005).
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2.4.1.2 Tobramicina

E um aminoglicosidio pertencente a familia da pstreicina.Todos os
aminoglicosideos apresentam em sua estrutura uhressencial: o aminociclitol. O termo
aminoglicosideo resulta de ligacdes glicosidicageen aminociclitol e dois ou mais
grupamentos amino ou aminoacgucares. A tobramicngpéirte da familia das canamicinas

derivada dd&treptomyces ssp.

A relacdo estrutura-atividade dos aminoglicosidid® estd completamente
elucidada. Estudos removendo os grupamentos ammh@xil ou ambos levaram a perda da

atividade antibacteriana e do potencial toxicopeesvamente (SILVA, 2006).

Mecanismo de Ac&oAtuam pela inibicdo irreversivel da sintese pratéic
bacteriana. O mecanismo de acao € iniciado quarf@wnaco ultrapassa a membrana externa
do patdgeno através de canais de porina; em seguililaga € transportada de forma ativa até
0 citoplasma, em um processo dependente de oxjg&mjoe ajuda a explicar a auséncia de
acao desses farmacos contra microorganismos ai@erd cloranfenicol bloqueia este
sistema de transporte (RANG e DALE, 2007). A ereergcessaria para a ocorréncia desse
evento € gerada pelo proprio gradiente eletroquiri@nsmembranoso, sendo o transporte
acoplado a uma bomba de protons. Além das condatmsrobias, o pH extracelular baixo
também inibe o transporte de aminoglicosidios. ®dro lado, antibidticos que atuam na
parede bacteriana, como as penicilinas, podemsdifiar a chegada do aminoglicosidio no
citoplasma, gerando um aumento da atividade bartarde forma sinérgica (SILVA, 2006).
O efeito bactericida dos aminoglicosideos é reftwcpor agentes que interferem com a
sintese da parede celular (RANG e DALE, 2007).

A inibicdo da sintese protéica bacteriana pelosnaghicosidios ocorre apés a
ligacdo do antibidtico a proteinas especificas déusidade 30S ribossémica. O
aminoglicosidio pode, entdo: (1) inibir a sintegepdoteinas, interferindo do complexo de
iniciacdo de peptideos; (2) provocar uma leitunaiverada do RNAmM, que burla a oferta de
aminoacidos e leva a formacao de um peptideo nmémeival; ou, ainda, (3) causar a ruptura
de polissomos, formando monossomos (cadeia de RNA a@penas um ribossomo) néo-
funcionais. Como essas atividades ocorrem praticeende forma simultanea, os efeitos
finais sdo altamente bactericidas (SILVA, 2006).
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Resisténcia A resisténcia aos aminoglicosidios esta se tamanm grande
problema devido a variedade de mecanismos (RAN@IeED2007) e desenvolve-se muito
rapidamente com algumas bactérias como alta resiatde Unica etapa (GENNARO, 2004).
As bactérias sensiveis aos aminoglicosidios apm@serromo mecanismos de defesa a
alteracdo na captacdo do farmaco, a sintese denamznodificadoras (fatores R) ou
mudancas nos sitios de ligagdo nos ribossomos. ltssagbes enzimaticas geram o
mecanismo mais comum de resisténcia e podem dinmoouwausar a perda total da atividade
antimicrobiana. Essas enzimas podem ser produzat#®s por microorganismos Gram-
positivos quanto por Gram-negativos e sao de tréagegorias: fosfotransferases,
nucleotidiltransferases e acetiltranferases (SILR206).

Os aminoglicosidios modificados enzimaticamenteesgrtam uma capacidade
muito reduzida de ligacdo a subunidade ribossémjoczonsequentemente, encontram altos
niveis de resisténcia em bactérias capazes dezirahsas enzimas. Bactérias que possuem
adeniltransferases sao resistentes a gentamicipat@ramicina, enquanto aquelas que
possuem fosfotransferases séo resistentes a neanpearomicina e canamicina. As enzimas
responsaveis pela resisténcia bacteriana sdo aimmmtradas em transposons e plasmidios
bacterianos extras cromossomicos. Esse fato irsdmassibilidade de transferéncia de genes
que codificam resisténcia aos aminoglicosidios detérias Gram-positivas para Gram-
negativas. E conhecida a transferéncia génica siotfansferases de enterococos para
espécies d€ampylobacterAs teorias para a origem dessas enzimas inativedexaelam
gue elas podem ser derivadas de microorganismakijores de aminoglicosidios ou, ainda,
resultantes de mutacbes em genes que codificarmasznvolvidas na respiracao celular
normal (RANG e DALE, 2007).

A segunda forma de resisténcia bacteriana aos antosiglios € a alteracdo no
sitio(16S) de ligacdo no RNAmM no ribossomo comaltado de atividade enzimatica ou de
mutacdes.Por fim, algumas bactérias podem apresentar resiatéela diminuicdo da
captacdo do antibiotico. Mutagdes cromossémicasmquovocar defeitos que influenciam o
gradiente eletroquimico responséavel pela captag&@inoglicosidio, ao tempo que fases da
captacdo do antibiético ndo-dependentes de eneem levar a resisténcia, pois sao
capazes de alterar a permeabilidade da membrand/ARI006). A resisténcia como
resultada da deficiéncia na penetracao pode ggEmante superada pelo uso concomitante de
penicilina e/ou vancomicina (RANG e DALE, 2007).
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A resisténcia decorrente da elaboracdo bacterign@ndimas destrutivas dos
aminoglicosideos pode ser adquirida ou naturaldseque nove dessas enzimas ja foram
identificadas. Em decorréncia da rapida aquisic@oresisténcia, € comum empregar 0S
aminoglicosideos apenas em combinacdo com outmamsirantibacterianas (GENNARO,
2004).

2.4.1.3 Doxiciclina

E um antibacteriano de largo espectro, pertenamigrupo das tetraciclinas com
acao bacteriostatica em concentragfes terapéwicasn amplo espectro que inclui Gram-
positivas, Gram-negativas, bactérias aerObias erdébias, espiroquetas, micoplasmas,
riquétsias, clamidias e alguns protozoarios. Derdacacom sua farmacologia, € um
componente de longa a¢ao. Surgiu em 1967 como atogmda tetraciclina determinada por
substituicdes na estrutura basica da tetraciciirgyal consiste em um nucleo hidronaftaceno

gue contém quatro anéis fundidos.

Mecanismo de Acad\ acdo das tetraciclinas € devida a capacidadesielssgas
de se ligar & subunidade 30S dos ribossomos mérobj bloqueando a ligacdo da RNA
aminoacil transferase e inibindo a sintese de prate pois impede a adicdo de novos
aminoacidos na cadeia polipeptidica em formacad\(E&RO, 2004).

ResisténciaA resisténcia bacteriana as tetraciclinas ogoredominantemente em
microorganismos que ndo possuem mecanismos deadramstivo através das membranas
celulares e, dessa forma, ndo concentram a drogsuamceélulas. Isso é acompanhado do
decréscimo do fluxo ou aumento da capacidade ddacphra expulsar o antibidtico. A
resisténcia pode ser mediada pela transferéncigpldemidios resistentes através da
transducdo ou conjugacédo (SILVA, 2006) e como owgeaue controlam a resisténcia as
tetraciclinas estdo intimamente associados aosgeaaesisténcia aos outros antibidticos, os
microorganismos podem desenvolver resisténcia tomtarmacos simultaneamente (RANG
e DALE, 2007). Com o uso disseminado desses famnagaesisténcia tem aumentado

inclusive em espécies bacterianas consideradaseaaita sensiveis.
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O espectro antimicrobiano de todas as tetraciclihasaticamente idéntico e os
semelhantes lipofilicos sdo mais ativos que ofildios. No tratamento de infecgbes agudas

do trato urinario, sdo os agentes mais utilizados.

Embora a resisténcia as tetraciclinas ndo sejaradhtao rapidamente como para
a penicilina, ela, entretanto ocorre logo. Entrdastérias Gram-positivas, mais de 44% de
Streptococcus pyogensao resistentes e 74% BErterococcus fecalise sdo. A incidéncia de
resisténcia entre cepas de hospitabdmireugpode variar entre 30 a 50%, mas pode chegar a
75% depois de varios dias de tratamento (SILVA 6200

A incidéncia de resisténcia entre as varias bagté@ram-negativas também é
muito alta, especialmente entre Esterobacteriaceaeque, no intestino, podem passar 0s
genes que controlam a resisténcia de uma espé&d@emasmo de um género, para
outra(resisténcia infecciosa a droga). A resistépara uma tetraciclina normalmente confere
resisténcia a todas as outras, exceto para algcepas destreptococog E. coli resistentes
as tetraciclina que podem manter a sensibilidadair®ociclina. Ndo é comum ocorrer
resisténcia cruzada entre a penicilina e as tetiia@s ou entre outras classes de antibiéticos e
as tetraciclinas, exceto em resisténcia infeccéosiioga, em que o epissomo ou plasmidio

adquirido contém mais de um gene para resistérmidgras drogas (GENNARO, 2004).

2.4.1.4 Cefotaxime

E uma cefalosporina de terceira geragdo, as gapiegentam um importante e
rapidamente crescente grupo de antibidticos na amediatual. Provém de um fungo, o
Cephalosporium acremoniymcapaz de produzir varios antibidticos semelhandss
penicilinas, mas com a caracteristica de serersteeses a beta-lactamase, além de serem
ativos contra Gram-positivos e Gram-negativos (F.2006). As cefalosporinas de terceira
geracdo possuem espectro antibacteriano ainda amaggo contra as bactérias Gram-
negativas aerobias, inclusive contra bactériastedes a outras cefalosporinas (TRIPATHI,
2006).

O acido 7-amino-cefalosporanico nucleo das cefaliisgs possui um anel beta-
lactamico unido a um anel diidrotiazinico. As ce$glorinas naturais apresentam baixo poder

antimicrobiano, mas a introdugéo de substituic@ssaadeias laterais ao nivel dos carbonos 7
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e 3 resultaram em inumeros produtos com muito nm@ibéncia e caracteristicas especiais
(PENILDON, 2006).

Mecanismo de Acadnterferéncia com a sintese de peptideoglicarziebano

depois da ligacdo com as proteinas ligadoras daddetédmicos (GENNARO, 2004).

ResisténciaA resisténcia a este grupo de farmacos aumerioggusa das beta-
lactamases codificada por plasmideo ou cromossérijoase todas as bactérias Gram-
negativas apresentam um gene cromossdmico queceodiha beta-lactamase que é mais
ativa na hidrélise das cefalosporinas que das fiea&, e em varios microorganismos uma
mutacdo Unica pode resultar em producdo consttutig alto nivel desta enzima. A
resisténcia também ocorre quando houver diminuigdopenetracdo do farmaco como
resultado de alteragBes das proteinas da membxéegrama ou mutacdes das proteinas nos
locais de ligacdo (RANG e DALE, 2007).

Embora algumas cefalosporinas sejam desativadasigos de beta-lactamases
semelhantes as penicilinas, muitas beta-lactansBeseletivas para cefalosporinas e séo
chamadas de tipos de cefalosporinases (GENNARO4)2@presentam grande atividade
contraEnterobacteriaceaePorém, apesar da resisténcia desse grupo dedtintb as beta-
lactamases, a eficacia desses farmacos frente@dds poEnterobactersp.,Serratiasp., e
Pseudomonasp. pode ficar limitada pelo surgimento da resigt bacteriana durante o
tratamento, fendmeno raro antes do advento desséstps.A indugcao na producéo de beta-
lactamases pode resultar do contato das bacténmasessas drogas,provocando resisténcia a

outras cefalosporinas da terceira geracédo (KATZUREBS).

2.4.1.5 Ciprofloxacino

E uma droga antibacteriana do grupo das quinolotesgnvolvida a partir da
introducéo dos grupos 6-flior e 7-(1-piperazind) estrutura do acido nalidixico, ou seja, é
um andlogo sintético do acido nalidixico. O acidéidixico encontra-se em desuso por conta
do espectro antibacteriano limitado que possuiama wez que ndo atingiam niveis
antibacterianos sistémicos com rapido desenvolvionga resisténcia. A introducdo do atomo
de fldor (fluoroquinolonas) ampliou o espectro, aatou a poténcia e parece ter evitado o

desenvolvimento de resisténcia mediada pelo plasmigKATZUNG, 2005). As
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flourquinolonas s&o bacteriostaticas em baixas emracdes, bactericidas em altas
concentracdes e altamente ativas cobht@robacteriacea€GENNARO, 2004).

Mecanismo de Acédnibem a sintese do DNA bacteriano, ocasionancomie da
bactéria. O alvo bioquimico na acdo dessa droganibigdo da atividade das enzimas DNA
girase (topoisomerase Il) e da topoisomerase IVgueEs catalisam a passagem de um
filamento do DNA através do outro. A natureza ad#ate condensada do cromossomo
encontrado na célula bacteriana torna-a totalmggpendente dessas enzimas para realizar o
seu processo de replicacéo. As topoisomerasesngénas cruciais para ajudar a manter o
DNA celular em um estado apropriado de superespighto na regido de replicagcdo do

cromossomo bacteriano.

As quinolonas exercem sua atividade aprisionandestabilizando os complexos
de DNA e enzima ap0Os a ruptura dos filamentos esadb resselamento do DNA. O
complexo aprisionado parece funcionar como um \kgigda veneno celular, uma vez que
resulta na geracdo de uma ruptura no DNA que dacBhlcteriana dificilmente consegue

reparar.

Uma das grandes vantagens desse grupo de drogaapa@dade de apresentar
toxicidade seletiva. Embora ambas as células, hareabacteriana, possuam um DNA de
duplo filamento, ocorrem diferencas fundamentaigonana de organizagcdo do DNA nesses
dois tipos de células, impedindo danos a célulaatpedeiro (PENILDON, 2006).

Resisténcia A resisténcia a agentes antimicrobianos né&o imlados
estruturalmente, que ocorre quando se faz seleed® esisténcia quinolbnica, sugere
possiveis alteracfes na difusdo da droga. A resistélesses mutantes envolve a reducao na
producdo de proteinas da membrana externa, quditabrmmoros através dos quais as
quinolonas sé&o transportadas. Tais mutantes conprocometimento na absorcdo tém sido

identificados enBerratia marcescengsistentes ao acido nalidixico.

Parece provavel que tanto alteracdo ao nivel dangidde A da DNA girase e
topoisomerase IV quanto a diminui¢cdo da difusibtid da droga representam mecanismos de
resisténcia quinolénica em cepas clinicas (RANGA&E 2007).

E preocupante a capacidade do ciprofloxacino deizindem bacilos Gram-

negativos, resisténcia a antimicrobianos nédo-refecios as quinolonas, como cefalosporinas,
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aminoglicosideos e carbapenémicos, por meio dec@tdde bombas de efluxo (FUCHS
al., 2006).

2.4.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana e mecanimos de resisténcia

O surgimento de agentes infecciosos resistentesgasi agueles que ndo sdo mortas
ou inibidas por compostos antimicrobianos, € unbleroa clinico sério importante da saude
publica (WAINWRIGHT et al, 2004). A prescricdo inadequada e o0 uso inadequiedo
antibioticos com diferentes mecanismos de ac¢éo, dmno a incapacidade de alguns pacientes
na conclusdo da terapia antibidtica tem causado awmmento mundial no numero de
microorganismos resistentes a diversos antibioti¢d®RlI e COPPELLOTTI, 2007).
Consequentemente, diferentes abordagens paradécag@o das bactérias sdo necessarias para a

busca de novas drogas ou tecnologias no combatesagentes resistentes.

Vantagens apresentadas pela terapia fotodinAmidemienobiana (TFA) em
tratamentos oncoldgicos, como a seletividade da tiedéada, menores doses e maior conforto
comparados aos tratamentos convencionais tém aadoend interesse por processos
fotoquimicos em muitas areas médicas. Assim, vasbsdos tém sugerido o TFA como uma
modalidade terapéutica inovadora para o tratamgmtnfeccées microbianas (WILSON, 2004;
CARVALHO et al.,2007).

A terapia fotodindmica e fotossensibilizacdo letdb os termos usados para
descrever um processo que utiliza uma fonte deduz um comprimento de onda especifico
que € apropriado para absorcao por uma substatossénsivel. Esta interacdo pode resultar
em oxigénio singleto (§) ou formacdo de outros radicais livres capazesdalaificar
componentes celulares essenciais ou modificar @s aividades metabdlicas de uma forma
irreversivel, o que pode resultar em morte cel{N&LIK et al, 1990; BHATTIet al, 1997,
MITRA, 2004; AKILOV et al, 2006). Por apresentar mecanismos de acdo désrelos
tratamentos mais convencionais, a inativacdo ddastmicrobianas pela TFA pode incluir

varias caracteristicas favoraveis tais como:

« E uma terapia duplamente seletiva que ofereoe bissco de destruicdo das

células saudaveis, uma vez que a luz ou fotosskreilor na TFA induz pouco ou nenhum
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efeito téxico por si s6 (HABLIN e HASAN, 2004). Atédisso, 0s anticorpos poderiam ser
adicionados ao fotossensibilizador, a fim de auaresua afinidade célula especifica.

» Ela é reprodutivel e pode ser aplicada repetidaes, (BACKHAUSet al,
2007), sem grandes efeitos colaterais e sem caegedbes sistémicas que as drogas usuais
costumam causar (HABLIN e HASAN, 2004).

* Promove a morte bacteriana rapida, ndo sendoss@ta a manutencdo do
agente quimico em altas concentracdes por longésdos de tempo tornando o surgimento
de resisténcia improvavel (WAINWRIGHEt al, 2004).

* A possibilidade de desenvolvimento de protoc@lmstra a maioria das classes
de bactérias Gram positivas e Gram negativas, furgoirus (ROVALDIet al,2000;
CARVALHO et al, 2007).

» Possibilidade de utilizacdo de fontes de luz ai®@dcusto para a ativacao dos
agentes fotossensibilizantes (ZANHE al, 2006). Além disso, o uso de diferentes tipos de

agentes fotossensibilizantes.

2.4.2.1 Mecanismo de acao

O processo fotodindmico é baseado em um protoo®lduds etapas, onde as
células-alvo séo seletivamente carregadas com tossknsibilizador seguido de irradiacao
com uma luz de comprimento de onda complementarB&R, 2005). Assim, reacdes
térmicas ndo fotoquimicas podem levar a produc@sgécies reativas de oxigénio, incluindo
0 oxigénio molecular singleto, o que pode prejudiaa bactérias oxidantes, moléculas
organicas, como membrana plasmatica ou DNA podeladiificar ou matar a célula alvo
(MACROBERTet al, 1989; MALIK et al.,1990; BHATTIet al, 1997).

Durante a terapia fotodinAmica antimicrobiana dpiscessos fotoquimicos
podem acontecer. A reacao fotoquimica tipo | € weagdo radical ou redox em que um
fotossensibilizador excitado interage com as mddécadjacentes por troca de um elétron ou
um atomo de hidrogénio produzindo radicais de asigreroxido. Este processo é geralmente
seguido pela conversdo do superoxido es®,Hque é um precursor imediato do radical
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hidroxila, um dos membros mais perigosos das espéeativas de oxigénio que pode atacar
e oxidar qualquer molécula biologica (MACROBERTTal, 1989; PLAETZERet al, 2003;
HABLIN e HASAN, 2004). Por outro lado, o tipo deagdio fotoquimica Il envolve a
interacdo direta do fotossensibilizador com o axigénolecular gerando oxigénio singleto.
O oxigénio singleto é instavel sendo um poderosdamte que pode reagir com Varios tipos
de biomoléculas, tais como triacilglicerdis insatlgs, colesterol, fosfolipidios, aminoacidos
como o triptofano, histidina e metionina, bem corbases de &cidos nucléicos
(MACROBERT et al.,1989; PLAETZERet al, 2003; HABLIN e HASAN, 2004).

Assim, independentemente do tipo de reacdo do mixigéingleto e radicais
hidroxila somente irdo oxidar moléculas e estrigtugae estdo proximos a area de sua
producao (coincidente a area de aplicacao do fensgslizador) uma vez que estes produtos
tém alta reatividade e relativamente curto tenpoida em sistemas bioldgicos, sendo baixa
a capacidade de difusdo dos efeitos citotoxicos partros tecidos, garantindo assim a
seletividade da terapia (PLAETZER al,, 2003).

2.4.3 Fotoinativacao bacteriana

A realizacdo de um tratamento rapido e eficaz decgdes localizadas da
cavidade oral parece ser bastante complexa, pe&ias microbianas séo caracterizadas por
grandes diferencas em sua estrutura e organiz&sie. fato tem influéncias 6bvias na
modulagdo da interacdo dessas células com agentessdnsibilizantes adicionados
externamente (JORI e COPPELLOTTI, 2006). Assimyleél de bactérias sédo classificadas
em duas categorias principais, dependendo de sp@sta ao Gram, o que implica em
diferencas na sua morfologia (JORI e BROWN, 2084{oto inativacdo de bactérias Gram
positivas e Gram negativas sao baseadas no coramitpe alguns fotossensibilizadores
podem ser acumulados em quantidades significativasterior ou a parede celular e induzir
um dano irreversivel nas bactérias (MAIS@H al, 2004). No entanto, a penetracdo do
fotossensibilizador na célula ndo € um processonaloe € dependente do tamanho do
fotossensibilizador, carga, propriedades de sotl#gle e local de acdo (KESSEL e LUO,
1999).
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A parede celular desempenha um papel importantesuszeptibilidade de
aplicacdo da TFA em bactérias Gram positivas e Gragativas, sendo as bactérias Gram
positivas mais sensiveis. Esta maior suscetibiéidqaolde ser atribuida a sua fisiologia, uma
vez que essas bactérias apresentam uma pared® celul espessura de 15-80 nm, contendo
varias camadas de peptideoglicano e acido lipatgicGéom alto grau de porosidade.
Consequentemente, varias macromoléculas, comastatsibilizadores, sdo capazes de passar
através da parede celular (WAINWRIGHT, 1998; JORBROWN, 2004; HAMBLIN e
HASAN, 2004).

Em contraste, a parede celular das bactérias Gregatimas apresenta uma
estrutura complementar, com espessura de 10-16anhecida como membrana externa, que
€ separada da membrana citoplasmatica contendadgaglicano em seu interior pelo
periplasma. Essa estrutura altamente organizad@ofuamcomo uma barreira contra a difusao
molecular, incluindo os agentes fotossensibilizagorNas células bacterianas Gram
negativas, moléculas do fotossensibilizador liganpeferencialmente a membrana externa
inibindo a sua penetracdo na célula e evitandot@ if@tivacado pela TFA (HAMBLIN E
HASAN, 2004).

Como descrito anteriormente, a resposta celulaFA& & resultado da interacéo
bactéria-fotossensibilizador, porém, os danos dhdas bacterianas é também um resultado
da interacdo entre a fonte de luz, as células tacts e as condicdes de ambiente (condi¢cdes
térmicas, pressédo, osmolaridade e pH.) (KESSEL®,11999; AKILOV et al, 2006).

2.4.4 Agentes fotosensibilizantes antimicrobianos

Para que a terapia antimicrobiana fotodinamica gax@lgum efeito na célula
bacteriana, a luz deve ser absorvida por um ou deaseus constituintes. Embora algumas
bactérias apresentem componentes capazes de abgariee do espectro de luz visivel, a
maioria das espécies nao apresenta esses commnelde modo que o0 uso de
fotossensibilizadores exdgenos, que atraia pama Isiz, € fundamental ao sucesso dessa
terapia (WILSON; DOBSON; HARVEY, 1992).

Os fotossensibilizadores s&o elementos criticos pmocesso de terapia

fotodindmica. Desde que a maioria das espécieermtas ndo apresenta componentes
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especiais, com capacidade de absorcédo significgiva a luz, a utilizacdo de um
fotossensibilizador que atrai luz prépria e inieidormacao de radicais livres é essencial
(WILSON et al, 1992; KUBLER, 2005). Varios fotossensibilizadotém sido desenvolvidos
durante as dUltimas duas décadas para o0 uso emiatei@pdinamica com diferentes
propriedades fisicas de absor¢éo de luz (WAINWRI@HAL, 1998).

A capacidade de um componente para absorver umadigdente ndo significa
necessariamente que ele possa atuar como um fosdsbeador. Os requisitos de um
fotossensibilizador ideal incluem caracteristicdsicés, quimicas e biolégicas. Um
fotossensibilizador ideal tem que ser nao-toxiateeera apresentar toxicidade local apenas
apos a ativacao pela iluminacdo. Os fotossermabitires que tém sido estudados para a
eliminacdo de microrganismos pertencem a diferecitesses de compostos e pode mostrar
bandas de absorcdo diferentes. Os grupos princgpédmpara TFA s&o: derivados
fenotiazinicos, tais como azul de toluidina e amilmetileno; porfirinas (WAINWRIGHT,
2000) e derivados de ftalocianina de aluminio (Webdl., 1999), os derivados halogenados
xantinas, como rosa bengal, verde de malagudanalconjugados de clorinas e hipericina
(CASTANHO et al,2004; HAMBLIN e HASAN, 2004).

Um dos grupos mais importante de derivados ferioiazs sdo azul de metileno
e azul orto toluidina (USACHEVAt al, 2001). Esses corantes tém estrutura quimicereafo

semelhantes e grande afinidade aos &cidos nuclécos espectro de absor¢cdo muito

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

também tém baixo peso molecular e propriedadesoftpiimicas semelhantes e ambos
apresentam caracteristicas hidrofilicas que torpassivel passarem livremente através da
membrana. Estes fotossensibilizadores podem induzma reducéam vitro de 4-5 logs na
populacdo microbiana apos um curto periodo de ag@d de 5 a 10 minutos (JO& al,
2006).

Wilson e colaboradores tém demonstrado a eficaga udha série de
fotossensibilizadores, incluindo o azul de metilemcazul de toluidina, contra bactérias
relevantes para a cavidade oral (WILSON, PRATTEHREARSON, 1995; WILSON, 2004).
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Isso € particularmente atraente, dada a baixa itexde humana destes dois
fotossensibilizadores, azul de toluidina sendo asedcoloracdo da cavidade oral para lesbes
pré-cancerosas (WAINWRIGHT, 2005).

Tanto o azul de metileno e TBO sédo usados na famg#io cirurgica em
concentragdes de até 1% sem causar toxicidade laufantermos de TFA, foi demonstrado
que a dose de luz necessaria para matar as badtatedas com TBO é bem menor do que a
toxicidade causando em cultura de queratindcitosamos e fibroblastos (WAINWRIGHT,
1998).

2.4.5 Tipos de fontes de luz

Assim como o fotossensibilizador, a escolha deefdietluz € um importante fator
para o éxito da terapia fotodindmica. A fim de den o tratamento, € essencial que a
emissao de luz coincida com o pico de absorcamidsdensibilizador escolhido (FISCHER
et al, 1998). Embora lasers convencionais sejam trathtmeente utilizados, recentemente o
uso dos LEDs tem se intensificado, uma vez que,ngor apresentarem boa colimacao e
coeréncia, resultam em bandas de emissdo de luz la@as, favorecendo, assim, a
complementaridade com o fotossensibilizador (ZANdNal, 2006; PELOlet al, 2008;
GIUSTl et al, 2008).

O comprimento de onda de absor¢cdo dos compostosséstsibilizantes € um
fator importante para o sucesso da foto inativagdas fontes de luz utilizadas sdao um
componente essencial no processo fotodinamico. ¢tegar a resposta ao tratamento na
TFA, dois objetivos devem ser alcancados. Inicialime para que a reacdo fotoquimica
aconteca, o comprimento de onda da luz utilizad& deincidir com o espectro de absorcéo
do fotossensibilizador. Adicionalmente, a luz déveer capaz de penetrar até atingir a célula
alvo (YAVARI, 2006). Diversos estudos mostraram so wla terapia fotodinamica para a
inativacdo de bactérias utilizando lampadas hakgjediodos emissores de luz (LEDs) e
lasers (DOBSON e WILSON, 1992; BURN& al, 1995, WILSON e YIANNI, 1995;
GRIFFITHSet al, 1997; ZANINet al, 2002; CHABRIER-ROSELLCet al, 2005, ZANIN
et al, 2005).
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O uso de lampadas haldgenas como de tungsténinémirecomo fontes de luz
sd0 uma opcdo para a TFA. Eles podem fornecerséén®V/cnf sobre um amplo espectro
de emissao (350-850 nm) e poténcia de até 8W. Magaob facil, tamanho pequeno, simples
operacao e baixo custo, sdo as principais vantatgsses tipos de fontes de luz. No entanto,
elas limitaram-se a iluminac@o superficial, uma gyee a luz gerada ndo € eficientemente
acoplada em fibras oOpticas. Além disso, uma congBimale banda estreita, passe longo e
passe curto e filtros sdo necessarios, para id@mti€om precisdo o comprimento de onda
escolhido (BRANCALEON e MONSELEY, 2002).

Outra possivel fonte de luz para TFA sdo diodosssones de luz. As luzes do
tipo LED parecem ser as fontes de luz mais promasscApesar de serem capazes de
produzir luz monocromatica como os lasers, os LEBEBs apresentam boa colimacéo e
coeréncia, resultando em faixas mais amplas desémis que acaba sendo vantajoso para
TFA, porque aumenta a possibilidade de sobreposig&spectro da irradiacédo do LED com
0 espectro de absorcdo da luz pelo fotossensitdizdPELOI et al., 2008). Eles sé&o
dispositivos semicondutores de baixo custo em coagfa com todas as outras fontes
descritas (KONOPKA e GOSLINSKI, 2007), pequenowelem massa e sua vida Gtil pode
chegar a centenas de milhares de horas. Em pesdalsaratoriais foi avaliado o efeito
antimicrobiano da TFA usando LED como fonte de &zeus resultados mostraram a
utilizacao satisfatoria contra bactérias orais (2Nt al, 2005, 2006; GIUSTét al, 2008).

Lasers com fonte de luz monocromatica coerente éambkdo amplamente
utilizados. Diferentes sistemas de laser foramzatlos para a inativacdo fotodinamica de
bactérias, destacando-se o hélio-neon (He-Ne la&ser)laser semicondutor (laser diodo)
(CALIN e PARASCA, 2009). Estes sistemas de laseres@dremamente compactos e faceis
de manusear podendo ser usados diretamente ousasg@RANCALEON e MONSELEY,
2002). A banda espectral principal em que ele esditeos de néon, com comprimentos de
onda de 632,8 nm (CALIN e PARASCA, 2009). Os laddesNe tém sido intensivamente
utilizados para o tratamento fotodindmico de béatérespecialmentdorphyromonas
gingivalis e estreptococos do grupo mutans (BURNEL, 1995; ZANINet al, 2005), com
bons resultados. Apesar de haver dificuldades tengBo de um laser He-Ne com saidas de
alta-energia - um ressonador Unico com uma sai® aeW € o laser He-Ne laser mais alto
que nés poderiamos obter. Este fato torna muitoilddfonseguir uma densidade de energia

Otima capaz de cobrir toda a superficie alvo. Ahggite, os sistemas de laser de diodo podem
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produzir resultados mais elevados de energia noordedonda continua para alcancar uma
alta densidade de poténcia para uma area ideal [[lCAPARASCA, 2009).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos dessa dissertacdo de mestrado foram:

- Verificar a susceptibilidade de isolados ambisniarais e extra-orais dgerratia

marcescena diferentes antibioticos;

- Determinar o efeito antimicrobiano da terapiafimamica através da associacdo
do azul de O-toluidina (TBO) e um diodo emissorlge (LED) na viabilidade de culturas
planctonicas e biofilme d&erratia marcescenssoladas do ambiente, infec¢cbes orais e

infecgbes extra-orais;
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4 METODOLOGIA

4.1 Caracterizagao de cepas

Neste estudo 55 cepas @& marcescensle diferentes procedéncias foram

analisadas, conforme descrito a seguir:

- Vinte e trés isolados foram obtidos de amostmabidfilme subgengival de individuos com

diferentes condicdes periodontais (BARBO&#al, 2006), conforme descrito no quadro 1.

- Vinte e dois isolados oriundos de infeccbes eateas, sendo treze isolados de infeccdes
nosocomiais, gentilmente cedidos pela Dra. Gleiaeb@hell, Seccdo de Biologia Médica,
Instituto Adolfo Lutz, Campinas, S&o Paulo; oitoléslos no Laboratorio Dr. Sérgio Franco
do Hospital Paulistano (S&o Paulo - SP) e um isohedLaboratorio Fleury (Séo Paulo - SP)
de uma amostra de sangue de uma paciente com 83gamtiimente cedido pelo Prof. Dr.
Waldemar Francisco. A distribuicdo destas cepasgodedo com a fonte de isolamento, é

mostrada no quadro 2.

- Dez isolados do ambiente, sendo oito obtidosraér gl andlise de amostras de agua para
consumo humano néo-tratada, gentilmente cedido peda Maria Inés Zanoli Sato da
Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental ESB) de Sdo Paulo-SP. Duas das
cepas ambientais d8. marcescensoram gentilmente cedidas pela Profa. Rosa Gamba,
Laboratério de Microbiologia Ambiental, do ICB, USP.

Condicéo Periodontal Cepas Numero de isolados
Periodontite crbnica | 26B; 86A; 124A; 217A 217C; 09
severa 273C; 274A; 274B; 274C
Periodontite crénica 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. Distribuicdo das 23 cepasSdenarcescenisoladas de diferentes condi¢cdes periodontais.
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Origem clinica Cepas Numero de isolados
Infeccéo do trato 10; 458; 654, 833; 3963 05
urinario
Secrecéo ocular 266 01
Orofaringe 341; 380 02
Abscesso 480; 631 02
Secrecao de ferimentg 636; 901 02
Liquido ascético 651 01
Trato respiratorio 521; 821; 3202 03
Secrecao de tornozelq 3303; 4479 02
Sangue WEF; 567; 1113 03
Sémen 3838 01

Quadro 2- Distribui¢éo e origem clinica das 22 safeS. marcescensoladas de infec¢es extra-orais.

Todas as cepas d8. marcescenssoladas do biofilme subgengival foram

identificadas presuntivamente através de testeguiiicos EPM e MILi (TOLEDCet al,

1982a; TOLEDCet al, 1982b) e depois identificadas de forma definitairavés do sistema
BBL CRYSTAL ENTERIC/NONFERMENTER Becton Dickinson Micronbiology Systems
Cockeysville MD, EUA) em estudo prévio (BARBOSA al, 2006) de acordo com figuras

1,2 e 3 gentilmente cedidas por professor Dr. ksancCesar Barroso Barbosa, da UFC,

Sobral, CE. Os isolados de infec¢des extra-orale ambiente também foram submetidos

aos testes bioquimicos supracitados para confimndgddentidade.

IIII| it -.
iEEame

Figura 2.

identificado presuntivamente coro marcescens

Isolado incubado nos meios EPM e MILi
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Figura 3. Painel do sistema BBL Crystal Enteric/idoment representando

identificacao definitiva de isolado corffo marcescens.

& BD BBLCRYSTAL™

Enterio/Nonfermenter 1D Systan
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Figura 4. Diagrama do sistema BBL Crystal Enterigiférment com

representacao numeérica identificando um isoladooc®nmarcescens.

4.1.1 Confirmacao da pureza das cepas bacterianasepiamente isoladas

As bactérias previamente isoladas foram transpdastalo Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo para o raabsm de Microbiologia da
Universidade Federal do Ceara- campus Sobral deedie acondicionadas e conservadas
em BHI — glicerol a 40%. Em seguida, foram estosala80°C. Para a reativacao das cepas
foi retirada uma aliquota de 200uL da amostra erh-Bglicerol (apds descongelamento em
temperatura ambiente) e transferida para um tubosolL de BHI caldo e incubada a 37°C
por 18h em aerobiose. ApGs crescimento, cada amnfsitrsemeada em placas de Agar
MacConkey, seletivo e diferencial para bactériaseredras e espécies relacionadas e

novamente incubada a 37° C por 18h em aerobiosas Apnfirmacdo da pureza da amostra,
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foi retirada uma unidade formadora de colonia (UE@oculada em caldo BHI e incubada
novamente por 18 h a 37°C. Apés crescimento, et 200 pL de cada amostra e
transferiram-se para um microtubo de centrifugatecwio 200 uL de BHI — glicerol, as

amostras foram entdo armazenadas em freezer &C- 804 uso nos experimentos que se

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

4.2 Curva de crescimento bacteriano - CEPA CDC 41125.marcescens

Para a realizacdo da curva de crescimento baatefi@irretirada uma aliquota de

200 uL da amostra padra8. marcescen€DC 4112 previamente armazenada no BHI —
glicerol a — 80° C e inoculada em 5 mL de BHI caldpds 18 horas de crescimento em
aerobiose a 37°C, foi retirada uma aliquota de L0 amostra e inoculada em 5 ml de
caldo Mueller-Hinton (MH) e incubada novamente estufa de aerobiose por 18 h a 37°C.
Apés o crescimento, verificou-se novamente a purdaa amostra através de suas
caracteristicas morfo-tintoriais (Coloracdo de QGraninoculou-se 1 mL da amostra em 50
mL de caldo MH para iniciarmos a curva de cresoime

A curva de crescimento paB& marcescen€DC 4112 foi realizada através da
medic@o sequencial do crescimento bacteriano a gdartim indculo inicial obtida através de
duas metodologias distintas: a leitura de absor@dac600 nm comparada com o seu
crescimento em Agar. Para tanto, para iniciar &ecde crescimento no tempo zero (T0), 1
mL do indculo foi transferido para um microtubo dentrifuga estéril para leitura da
absorbancia enquanto que 1 mL do in6culo foi feai para outro microtubo de
centrifuga, diluido em série decimal de™®18 10™ e plaqueado pela técnica da gota
(HERIGSTAD, 2001). As leituras, diluicbes e plagmeatos foram realizadas inicialmente a
cada hora e a partir do inicio da fase exponerigcraim realizados a cada 30 minutos. As
placas de Agar foram incubadas em aerobiose a Pot(24 h e apOs esse periodo, as
colénias foram contadas com o auxilio de um negafmo. A curva de crescimento neste
estudo teve como objetivo estabelecer e determimanimero de células equivalente & 10
UFC/ml, que foi utilizado como padrdo de concerdfcabacteriana para realizacdo do E-
test®.
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4.3 Susceptibilidade antimicrobiana as drogas

A curva de crescimento da cepa padra@denarcescen€DC 4112 demonstrou
que uma absorbancia entre 0,04 e 0,07 a 600 nrespomdia a um crescimento de 1-3%10
UFC/ml. Assim, para a realizagdo do teste de stibd&fmde a drogas todas as bactérias
orais, extra-orais e ambientais foram crescidasocdescrito anteriormente e tiveram sua
concentracdo ajustada com a ajuda de um espebtr@bD. Nesse estudo, a susceptibilidade
antibiética das cepas & marcescenfi determinada usando E-tes{®B Biodisk, Solna,
Suécia) como ilustrado na figura 5 para ciproflxacceftazidima, doxiciclina, imipenem e

tobramicina.

A seguir, um swab estéril foi mergulhado na suspermmcteriana e estriado na
placa de Agar MH de 150 mm, com 4 rota¢Oes de@@&nchendo todas as lacunas na placa
e em seguida espalhando nas bordas. As placasnficam repouso por 15 minutos na
bancada até que o inéculo tivesse sido completanadasorvido no meio.

As tiras do E-test ® foram removidas do freezef€®0 minutos antes do uso e
foram manipuladas em condicfes assépticas paga ewvittaminacdo. Em seguida, cinco tiras
do E-test® correspondentes aos cinco antibidtieststios foram inseridas equidistantes umas
das outras, conforme demonstrado na figura 5. Asagl foram incubadas por 18 horas em
aerobiose a 37 °C apoés o que a leitura das zonebilgfio de crescimento foi realizada por
dois examinadores. A concentracao inibitéria min{@e) em pg/ml foi entdo determinada
para cada antibiético utilizado conforme prospeitidabricante em anexo A. Em seguida, as
placas foram fotografadas para arquivo.

Figura 5- Distribuicdo das tiras do E - test® recplde BHI Agar.
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4.3.1 Capacidade de formacao de biofilme das amoasr

Para verificacdo da capacidade de formacao ddrbefilas amostras, 200 ul de
inoculo bacteriano das amostras orais, extra s @rambientais foram inoculadas em 5 ml de
caldo BHI e crescidos por 18 horas a 37° C em &gebEm seguida, foram distribuidos 200
pul em cada poco de placas de microtitulacdo de d@®spe adicionados 2 pl de inéculo
bacteriano. Uma leitura em espectrofotdmetro a ®@0foi realizada e as placas foram
incubadas em aerobiose a 37 °C por 24 horas. AgsEspeeriodo, 0 crescimento plancténico

foi verificado através da leitura em espectrofotfima 600 nm.

As culturas foram descartadas e a capacidade d&d¢do inicial de biofilme foi
quantificada adicionando 2A0 de metanol por 15 minutos para fixacdo das biastéx
placa. A seguir, a placa foi deixada para secateemperatura ambiente e, em seguida, foram
adicionados 200 pL de cristal violeta 1% em cadgopgmor 15 minutos. A placa foi lavada
trés vezes com agua destilada e colocada sob tem@eambiente por 1 hora. Finalmente,
adicionou-se 2Q@L de alcool etilico a cada poco e, apos 30minuitd§IL da suspenséo foi
transferida para uma segunda placa de ELISA deofwithto seguido de leitura em
espectrofotdmetro a 600nm. A adeséo bacterianguiatificada segundo a Metodologia de
O'TOOLE G.A & KOLTER em 1998.

4.4 Terapia fotodinamica antimicrobiana (TFA)

A terapia antimicrobiana fotodindmica foi realizadas trinta amostras mais
resistentes aos antibioticos pela metodologia desE® (Quadro 3) crescidas tanto na forma

plancténica como na forma de biofilmes.
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AMBIENTAIS ORAIS EXTRA — ORAIS
AMB | 312-C 341
AMB I 274 —C 480
AMB I 76-A 821
AMB IV 86-A 3202
AMB V 131-A 458
AMB VI 312-B 901
AMB VI | 387-B CDC
AMB VIII 85-A 1103
AMB IX 124-A 3303

AMB X 240-C 4479

Quadro 3. Amostras dserratia marcescende isolados ambientais, orais e extra- orais mais

resistentes aos antibiéticos.

4.4.1 Fonte de luz e fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado foi o azul de ottddidina (Sigma, Cl 52040),
ilustrado na figura 7 dissolvido em agua deionizadaoncentragdo de 0,1 mg/ml estocado
em frasco ambar. A fonte de luz utilizada foi uroddi emissor de luz — LED (Laserbeam,
Rio de janeiro, Brasil) com um espectro de emiski620 a 660nm e comprimento de onda

predominante em 638.8 nm, ilustrado na figura 6.

A luz foi distribuida por um cabo de fibra opticam 9,5mm. A irradiacao foi
realizada com um foco de raio mantido a 2,0mm didcia do material tanto para as células
planctonicas quanto para os biofilmes. A poténeduz LED foi de 40mW e as amostras
submetidas a uma densidade de energia de 4,72% df@a 5 minutos de irradiacdo. A

densidade de energia foi calculada a partir dadt@ma seguir.

DE= densidade de energia (Jfgm

DE=(PxT)/A P = poténcia (W)

A = &rea estimada (cin

T = segundos
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Figura 6— (A) Aparelho de LED Laser Beam com umeesp de
emissédo de 620 a 660nm e comprimento de onda pnedota 638.8
nm. (B) Aplicacdo do LED sob placas de cultivo.

Figura 7- Fotossensibilizador utilizado, azul dedoluidina (Sigma-Cl 52040).

4.4.2 TFA em culturas plancténicas

A acdo antimicrobiana da terapia fotodinadmica ésitada para as bactérias tanto
na forma plancténica como na forma de biofilme.ilks€ada uma das cepas selecionadas foi
individualmente crescida em placas de cultura deae e células de 24 pocos em aerobiose a
37 °C por 18 horas sob agitacao. A seguir, [l0@a suspenséo foi adicionada a igual volume
de azul de orto-toluidina ou solucéo salina de NaQJ[9% por um tempo de pré-irradiacao de
5 minutos. Decorrido o periodo de pré-irradiacaguattas de 80uL das amostras foram
transferidas para a tampa de microtubos de cegdriéstéreis e submetidas ao tratamento
com luz ou exposicdo ao ar por igual periodo. Adiaimente ao grupo submetido a terapia
fotodinamica antimicrobiana (com luz e com corannteC+) foram feitos os controles
submetidos aos tratamentos sem luz e sem corat@ie)(lcom luz e sem corante (L+C-) e
sem luz e com corante (L-C+). Ao final dos tratatoeras suspensfes foram diluidas em
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série decimal de 10a 10™ em solucéo de NaCl 0,9% em placas de microtitolag&foram
inoculadas em placas de petri contendo meios darauhgar MacConkey pelo método da
gota e incubadas por 18h a 37°C. Todos os expetasnéoram feitos em triplicata. Decorrido
o tempo de incubacéo, os microrganismos viaveaniocontados e o numero de unidades

formadoras de colénia por mililitro de suspensazdy@mna (UFC mit) foi determinado.

4.4.3 TFA em biofilmes

Para a verificacdo da acdo antimicrobiana da @rfapodinamica sobre os biofilmes
formados pelas cepas selecionadas as bactériam fmescidas em placas de cultivo de
tecidos e células de 24 pocos em aerobiose a 3pofCl8 horas. A seguir, a cultura
planctonica foi retirada por pipetagem e ao biddilfarmado foi adicionado 2 ml de solugéo
salina de NaCl a 0,9% ou azul de orto-toluidinayartempo de pré-irradiacdo de 5 minutos.
Decorrido o periodo de pré-irradiacédo os biofilfam submetidos ao tratamento com luz
ou exposicdo ao ar por igual periodo. Adicionalmeab grupo submetido a terapia
fotodinamica antimicrobiana (L+C+) foram feitos csntroles submetidos aos tratamentos
sem luz e sem corante (L-C-), com luz e sem cor@€-) e sem luz e com corante (L-C+).
Em seguida, os pocos foram sonicados utilizandaguipamento para disrupcdo (Branson
Sonifier) com dois pulsos de 10 segundos com iaterde 10 segundos entre eles e 10% de
amplitude. Ao final dos tratamentos as suspensiresifdiluidas em série decimal de1®
10* em solucdo de NaCl 0,9% e foram inoculadas emaplde petri contendo meios de
cultura Agar Mac Conkey pelo método da gota e indas por 18h a 37°C. Todos os
experimentos foram feitos em triplicata. Decorradtempo de incubacdo, os microrganismos

viaveis foram contados e o niimero de UFC fal determinado.
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Figura 8- Disruptor de cakifBranson Sonifier)- Laboratério de Microbilo@iabral

4.5 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizasdprogramas Statdisk 9.1 e Biostat
3.0 com nivel de significancia de 5% (p < 0.05hicialmente, a distribuicdo normal dos
resultados foi verificada utilizando o teste Shapifilk. A seguir, diante da confirmacéo da
irregularidade da distribuicdo normal dos resulsaeiotre os grupos, testes ndo paramétricos
foram realizados. Assim para avaliar o teste deegiilidade antimicrobiana foi usado o
teste Kruskal-Wallis para verificar diferencas #stas entre os trés grupos de cepas
(Ambiental, Oral e Extra — oral). Em seguida, Wxlop foi utilizado para comparacao dos
grupos dois a dois para cada droga. Para verdieisténcia de diferencas estatisticas entre
0 grupo teste (L+C+) e os controles (L-C-, L+C-Ck) o teste Kruskal-Wallis foi utilizado
tanto para as culturas planctdnicas quanto pabsotbnes.



56

5 RESULTADOS

Foram analisadas 55 cepasSlenarcescensendo 10 de origem ambiental, 23 da
cavidade bucal e 22 de infec¢des extra-orais. facde crescimento foi realizada com a cepa
padrdo CDC 4112 d8.marcescen®btendo-se uma curva de crescimento tipica décesp
atingindo a fase log apds 2 h de crescimento es@ égtacionaria apés 18h. O tempo de

crescimento bacteriano e a medida das absorb&stés descritas no grafico 1.

Curva crescimento S. marcescens CDC 4112
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Tempo de crescimento em horas

Gréfico 1. Curva de crescimento da cepa CDC 4li@rmiénada pela medida da absorbancia a

600nm em diferentes intervalos de tempo.

O teste de susceptibilidade antimicrobiaiatds) foi realizado para todas as
cepas de diferentes origens com cinco antimicraisiaciprofloxacino (Cl), cefotaxime (CT),
doxiciclina (DX), imipenem (IP) e tobramicina (TMAnalisando-se a concentracao inibitoria
minima (CIM) desses farmacos, observamos que 14524 isolados, independentemente
da origem, apresentaram resisténcia a pelo menasntibiotico, enquanto apenas um isolado
(1,81%) de infeccéo extra-oral apresentou resigténdois antimicrobianos de acordo com a

tabela 1, pagina 55.



Tabela 1- Teste de suscetibilidade pelo E — tgsa@ os cinco antimicrobianos testados.

Cepa Grupo CT TM| DX IP Cl

I Ambiental S S I S S

Il Ambiental S S I S S

11 Ambiental S S I S S
\Y Ambiental S S S S S
\Y Ambiental S S I S S
VI Ambiental S S I S S
Vi Ambiental S S R S S
VI 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 I 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
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Cepa Grupo CT TM| DX IP Cl
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 esistente. CT(0,002-32ug/ml), TM(0,016-

256pg/ml),

DX(0,016-256ug/ml),

IP(0,032-32pug/ml), 1(@002-32pg/ml).

Os valores de

susceptibilidade (ug/ml) foram interpretados der@d@ocom as normas do NCCLS (2003):
cefotaxima ( CT) $ 8,16 I1<32, R>64; tobramicina ( TM) $4, 1=8,R>16; doxiciclina (DX) 34,

| =8, R>16; imipenem ( IP) &4, 1=8,R>16; ciprofloxacino ( Cl) 81,1=2,R>4.

Em relacdo aos diferentes antimicrobianos, obsessamue das 55 cepas

analisadas, 13 (23,63%) apresentaram resisténdaxiiclina, mas apenas um (1,81%)

isolado apresentou resisténcia ao ciprofloxacintroca tobramicina e outro a cefotaxima; 24

(43,63%) cepas apresentaram sensibilidade inteédmadi doxiciclina, todas foram sensiveis

ao imipenem e a maioria foi sensivel ao ciproflixaca tobramicina e a cefotaxima de

acordo com a tabela 2.

Tabela 2. Perfil de resisténcia dos 55 isoladosSdenarcescende diferentes origens em
relacédo aos todos os antimicrobianos

S. marcescens Cl IP ™ CT DX
n=55
54 55 54 54 18
S (98,19%) | (100%) | (98,19%) | (98,19%) (32,72%)
0 0 0 0 24
| 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 foirdifee quando comparados os isolados

ambientais, orais e extra — orais¥ratia marcescens
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Figura 9. Formacéao do halo de inibi¢éo distribuieilwsplaca de BHI agar

Analisando a suscetibilidade dos isolados ambignta@iservamos que das dez
cepas estudadas, 3 (30%) apresentaram resistédoidciclina. Para todas as outras drogas
antimicrobianas analisadas, esse grupo de bactpiasentou sensibilidade de acordo com a
tabela 3, pagina 58.

Todas as 23 cepas da cavidade bucal analisadaseafaream sensibilidade ao
imipenem, tobramicina e ciprofloxacino. Em relagacefotaxima, 22 (95,65%) apresentaram
sensibilidade e apenas um isolado (4,35%) foi terstis (Tabela 3, pagina 58). Enquanto para
a doxiciclina, obteve-se 43,5%, 30,5% e 26,0% dsibi&idade, sensibilidade intermediéria e

resisténcia, respectivamente.

Todos os isolados de infeccOes extra-orais foransigeis ao imipenem e a
cefotaxima. Em relagdo ao ciprofloxacino e a tolicara, apenas um (4,5%) isolado
apresentou resisténcia a Cl e outro a TM. A and@&eoncentracdo inibitéria minima nos
permite afirmar que quatro (18,18%) cepas extr&soapresentaram-se resistentes a
doxiciclina (Tabela 3, pagina 58), onze (50%) agmésram sensibilidade intermediaria e sete
(31,81%) foram sensiveis.



Tabela 3. Teste de susceptibilidade pelo E-test aatimicrobianos

Ambientais Cl IP ™ CT DX
(n=10)
S 10 10 10 10 1
(100%) (100%) (100%) (100%) (10%)
I 0 0 0 0 6
(0%) (0%) (0%) (0%) (60%)
R 0 0 0 0 3
(0%) (0%) (0%) (0%) (30%)
Orais (n=23) Cl IP ™ CT DX
S 23 23 23 22 10
(100%) (100%) (100%) (95,65%) (43,5%)
I 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 Cl IP ™ CT DX
(n=22)
S 21 22 21 22 7
(95,5%) (100%) (95,5%) (100%) (31,81%)
| 0 0 0 0 11
(0%) (0%) (0%) (0%) (50%)
R 1 0 1 0 4
(4,5%) (0%) (4,5%) (0%) (18,18%)
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Dados absolutos seguidos das porcentagens deaquepas apresentaram sensiveis(S), intermediarias(l)

ou resistentes(R) aos antibiéticos testados.

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

distribuicdo e origem clinica (Quadro 2, pagina, 46nstatamos que a cepa 901, isolada de
secrecdo de ferimento, foi multiresistente, apteselo resisténcia a tobramicina e a

doxiciclina. Enquanto, as cepas 458 e 10 ambasprentes de infec¢bes do trato urinario e a
cepa 341 proveniente de infeccdo de orofaringegseptaram resisténcia apenas a
doxiciclina, e a cepa 3963 também isolada de idfeclp trato urinario apresentou resisténcia

ao ciprofloxacino.

Dos isolados extra-orais que apresentaram resigtéacs antimicrobianos
analisados, 3 (60%) eram oriundos de infeccdo ao turinério, 1 (20%) de infeccdo da
orofaringe e 1 (20%) de secrecao de ferimento {&r&f pagina 59).
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M Infeccdo do Trato
Urindrio

M Infeccdo de
Orofaringe

M Infeccdo de Secrecdo
de Ferida

Grafico 2. Demonstracdo da incidéncia de cepas-@xtis resistentes de acordo com a origem clinica.

......

doxiciclina, imipenem e cefotaxima para os isoladesdiferentes origens ndo observamos
diferencas estatisticamente significativas (p >50,6omo mostram os graficos 3, 5 e 6

respectivamente.

Por outro lado, ao compararmos os valores de ClMiplofloxacino (Gréfico 3,
pagina 60) em relagcdo as cepas ambientais e eaxig-oobservamos diferencas
estatisticamente significativas (p < 0,05). Contuelsta comparacdo quando feita entre os
isolados orais e extra- orais ndo se observouetifas estatisticamente significativas (p >
0,05).

Em relacdo aos valores de CIM da tobramicina (Goab, pagina 61), na
comparacao entre os isolados ambientais e oraitr@ @ais e extra-orais houve diferencas
estatisticamente significativos (p < 0,05). Todagaando comparados os valores de CIM
entre as cepas ambientais e extra- orais ndo hditerencas estatisticamente significativos
(p > 0,05).



62

CIPROFLOXACINO
2,002

1,802
1,602
1,402
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1,002 + B Orais

00,002 a 32ng/mL

aca

0,802 - O Extra-Orais

0,602

Concentr

0,402

0,202 {1

0,002 - B O

Grafico 3. Susceptibilidade das cepas ao ciproflima Concentracdo inibitéria minima (CIM) com
concentracao média dos isolados ambientais 0,63k ©,091 e extra- orais 1,556. Valor de refe@da droga

0,002 a 32ug/ml. Letras diferentes significam @ifgras estatisticas ( p < 0.05).

DOXICICLINA

15,016 -
14,016 A
13,016 A
12,016 A

a
11,016 A 53

10,016 - M

ol @ Ambientais
gl @ Orais
7,016 -

6,016 DExtra-Orais
5,016 -

4,016 -

3,016 -

2,016 -

1,016 -

0,016 - ||

Grafico 4. Susceptibilidade das cepas a doxiciclidancentracdo inibitéria minima (CIM) com concagéo

00,016 a256ng /mL

aca

Concentr

média dos isolados ambientais 11,6; orais 10,04te-erais 10,22. Valor de referéncia da droga ®,81

256ug/ml. Letras diferentes significam diferencstatisticas ( p < 0.05).
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TOBRAMICINA

10,016
9,016
8,016
7,016

6,016 B Ambientais

5,016 B Orais

@
4,016 - a B Extra-Orais
3,016 -
b
2,016 -
1,016 -~ I -
0,016 -~

Grafico 5. Susceptibilidade das cepas a tobramicuacentracéo inibitéria minima (CIM) com concagéo

Concentracio 0,016 a256ng /mL

média dos isolados ambientais 4,63 ;orais 2,0aexrtrais 3,47. Valor de referéncia da droga 0,0266ug/ml.

Letras diferentes significam diferencas estatist{ga< 0.05).

INOIPENEM
2,002
1,802
1,602
1,402
1,202 = Ambientais
1,002 ——— ®@Orais
OExtra-Orais

0,802

0,602

Concentracao 0,002 a 32ng/mL

0,402
0,202

0,002

Grafico 6. Susceptibilidade das cepas ao imiper@omcentracao inibitéria minima (CIM) com conceni@a¢
média dos isolados ambientais 0,233; orais 0,2%0a-eorais 0,376. Valor de referéncia da droged®,@

32pg/ml. Letras diferentes significam diferencgéatésticas ( p < 0.05).
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CEFOTAXIMA
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1,802 ——
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Gréfico 7. Susceptibilidade das cepas a cefotax@uacentracédo inibitéria minima (CIM) com concegi@
média dos isolados ambientais 0,814; orais 1,@20a- orais 0,399. Valor de referéncia da drog®®d,a
32pg/ml. (P< 0,05).

Analisando os grupos farmacoldgicos em relacdoepascde diferentes origens
verificamos que 98,18% foram sensiveis ao cipraiino (Fluoroquinolonas), a tobramicina
(Aminoglicosideo), a cefotaxima (Cefalosporina) cglas foram sensiveis ao imipenem
(Carbapenémico). No entanto, em relacdo a doxie¢letraciclina) apenas 32,7% das cepas
foram sensiveis, havendo isolados resistentesdde s 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 cegtasladas aos diferentes antimicrobianos.

B - Lactamicos Fluoroquinolona  Aminoglicosideo  Tetraiclina

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

100%
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AMBIENTAIS AMBIENTAIS
09 - 14
0.8 1 ] 12
0,7 -
06 | 10 |
0,5 - mCl 8
04 - EIP 6 |ox
0,3 1 BeT | 4 o
02 -
01 - 2 7
A a P cT DX ™ B

Figura 10- Gréaficos do perfil de resisténcia dagsaseAmbientais aos Agentes Antimicrobianos. Grafico
apresenta a Concentracao inibitéria minima (MIGn amncentracdo média dos isolados ambientais p&ia o
0,6348; IP: 0,233; CT: 0,8135. Valor de referéndas drogas 0,002 a 32ug/ml. Grafico B apresenta a
Concentrac¢do inibitéria minima (MIC) com concenfi@gnédia dos isolados ambientais para a DX: 11v8; T
4,638. Valor de referéncia das drogas 0,016 a 25@ugP< 0,05) CI: Ciprofloxacina, IP: Imipenem, CT
Cefotaxima; DX: Doxicilina; TM: Tobramicina.

ORAIS ORAIS
2 12
1,8
16 1 10
1,4 8
1,2
mCl
1 6 mDC
mIP
0,8 4 OT™
0,6 mCT
0,4 5
0,2 D
o — - 0 : .
A Cl P CT DC ™ B

Figura 11- Graficos do perfil de resisténcia dgsaseOrais aos Agentes Antimicrobianos. Grafico fesgnta a
Concentragdo inibitéria minima (MIC) com concendi@gnédia dos isolados orais para o Cl: 0,09140,F29;
CT: 1,720. Valor de referéncia das drogas 0,002jag8nl. Gréafico B apresenta a Concentracao iniiaitor
minima (MIC) com concentracdo média dos isoladassquara a DX: 10,04; TM: 2. Valor de referéncia da
drogas 0,016 a 256ug/ml. (P< 0,05) CI: CiprofloragcilP: Imipenem, CT: Cefotaxima; DX: DoxicilinaMF
Tobramicina.
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EXTRA - ORAIS EXTRA - ORAIS
12 - 1,8
1,6
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Figura 12- Gréficos do perfil de resisténcia dgsaseExtra - Orais aos Agentes Antimicrobianos. iGoaf
apresenta a Concentragdo inibitéria minima (MIGh @mncentragdo média dos isolados extra - oras @&!:
1,555; IP: 0,3761; CT:0,3989. Valor de referéncis dirogas 0,002 a 32ug/ml. Gréfico B apresenta a
Concentracao inibitoria minima (MIC) com concenfiagnédia dos isolados extra - orais para a DX:2I0,2
TM: 3,4. Valor de referéncia das drogas 0,016 gugh@l. (P < 0,05) CI: Ciprofloxacina, IP: Imipene@T:
Cefotaxima; DX: Doxicilina; TM: Tobramicina.

Os efeitos antimicrobianos da fotossensibilizag@® allturas planctonicas e biofilme
de isolados ambientais, orais e extra-oraiSekeatia marcescensio mostrados na figura 13,
pagina 65. A irradiacdo das culturas planctoneasofiimes na auséncia de TBO (L+C-), a
incubacdo com TBO sozinho (L-C+) e o grupo contrdde tratado (L-C-) ndo apresentou
efeitos significativos na viabilidade das cepas Slemarcescengstudadas (p < 0,05).
Decréscimos significativos na viabilidade bactaidoram observados somente quando
cultura planctonica e biofilme de cepas ambientams e extra-orais d& marcescen®ram
expostos ao TBO e luz LED ao mesmo tempo (L+C+jluRées significativas nas contagens
médias de viabilidade de 1,46 x*1@ 5,8 x 10UFC mi* para cultura plancténica de cepas
ambientais, 9,54 x 1ba 6,06 x LOUFC mi* para cepas orais e 1,19 X118 5,5 x 10UFC
mi™ para cepas extra-orais 8e marcescenforam observadas apés a terapia fotodinamica
antimicrobiana (Figura 13, pagina 65). Os biofilndescepas ambientais, orais e extra-orais
de S. marcescensambém foram susceptiveis ao TFA com reducfescoatagens de
viabilidade de 4,57 x #6a 3,51 x 10UFC mg"' para cepas ambientais, 2,79 *°102,83 x
10'UFC mg" para cepas orais e 3,34 X48 2,75 x 10UFC mg" para cepas extra-orais de
S. marcescensNao foram observadas diferencas estatisticas diacde de viabilidade
observada nos grupos submetidos ao TFA quanddtasasuplanctonicas e biofilmes iniciais
foram comparados (p < 0,05).
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TFA sobre isolados Ambientais de S. marcescens crescidos na

TFA sobre isolados Ambientais de S. marcescens crescidos na

forma Planctonica forma de Biofilme
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Figura 13- Efeito da terapia fotodindmica antimitama a partir da associa¢édo do azul de orto-diolai(TBO)
e diodo emissor de luz (L+C+) em culturas planc@sie biofilme iniciais formados por cepas ambisntaais
e extra-orais d&erratia marcescensomparado com os controles (L-C-),(L+C-) e (L-C+).
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Figura 14- Imagem caracteristica da contagem imick@gica observada nos grupos controles (L+CC¢),
(L-C+) da cepa oral 86-A d8. marcescenarescidos na forma de biofilmes usando a técracgada em placas

de BHI Agar.

Figura 15- Contagem microbiol4gica
apos o TFA (L+C+) da cepa oral 86-A
de S. marcescensrescida 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 curvaeadeimento bacteriano de
Serratia marcescens Foi realizada uma observacdo minuciosa das fésgs log e
estaciondria, uma vez que a fase de morte celatanas interessava. De acordo com Tortora
(2005), a fase lag, em que ocorre pouca divisadare¢ intensa atividade metabdlica, pode
durar uma hora ou até mesmo varios dias o quedest&ordo com nossos resultados, nos

guais obtivemos a fase lag ap6s 2 horas de exp#ome

Durante a fase log, também denominada fase deime®o exponencial, a
reproducdo celular encontra-se extremamente atiwateanpo de geracdo atinge um valor
constante, dai o gréfico logaritmico dessa faserecimento ser uma linha reta. O tempo de
duracdo dessa fase em nosso experimento foi dera8,lenquanto Barbosa (2005) encontrou
19 horas realizando a curva de crescimento soleamas condi¢cdes. Essa diferenca pode ser
considerada normal, encontrando-se dentro da thix@esvio padréo de erro. Essa fase log €
o periodo de maior atividade metabodlica da célsemdo o estdgio preferido para fins
industriais, pois o produto necessario seria priodueficientemente (TORTORA, 2005). No
entanto, 0s microorganismos podem ser particulaemsensiveis a muitos dos compostos
antimicrobianos nesta fase de crescimento devialtaadaxa de metabolismo que favorece a

captacao da droga pelo microrganismo.

Foi exatamente no final da fase log e inicio d& fastacionaria — 18 horas, que
realizamos o E-test® e obtivemos o numero de ueslddrmadoras de colbnias (UFC/mI)
ideais para realizacdo do teste de susceptibilidadmtimicrobianos (1-3x20UFC/mlI),
objetivo principal da nossa curva de crescimentdas® estacionaria inicia no momento em
gue a velocidade de crescimento diminui, 0 nUmermdrte celular é equivalente ao nimero
de células novas, e a populacdo se torna estameke Bs principais fatores relacionados
temos a escassez de nutrientes e acumulo de psatkittegradacéo que acabam por diminuir
a taxa de metabolismo microbiano diminuindo dessand a captacdo de drogas pelos
microrganismos. Por essa razéo, alguns autoreslacionam a susceptibilidade das bactérias
a drogas antimicrobianas nessa fase como sendas@maimo do observados em biofilmes
(DONLAN e COSTERTONet al,, 2002).
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Resisténcia antimicrobiana é a mais grave ameaeegente para a saude publica.
Infeccdes devido a bactérias resistentes a antbgtausam consideravel mortalidade, assim
como significantes custos nos cuidados com sauder®r produtividade (Maragakis et al.,
2008). Neste estudo, analisando a concentracaatomsb minima de antimicrobianos,
observamos que o0s isolados @&erratia marcescensndependentemente da origem
apresentaram uma maior resisténcia a doxiciclinagu® aos demais farmacos testados,
surpreendentemente 30% dos isolados ambientaisempagam resisténcia a essa droga,
engquanto 26% dos isolados da cavidade bucal e ai8nB88% das cepas de infec¢des extra-
orais foram resistentes a doxiciclina. DiferenteteenTraub (2000) analisando a
suscetibilidade antimicrobiana de 1.603 isoladosads deS. marcescenatravés da difuséo
em disco (Kirby-Bauer) observou um aumento na dimkdade a doxiciclina e uma
diminuicdo na suscetibilidade dos isolados ao fipracino. Enquanto Stockt al. (2003)
relataram uma menor suscetibilidade deste micrisgen aos aminoglicosideos e natural
resisténcia a tetraciclina, amoxicilina e amoxielassociada ao acido clavulanico. Este fato
preocupante uma vez que na clinica meédica e odmital diaria esses antimicrobianos sao

prescritos com frequéncia.

As tetraciclinas tém sido tradicionalmente os adtitos mais usados no
tratamento das periodontites, sdo agentes badtdroos de largo espectro, que inibem a
sintese protéica pelo bloqueio da translacdo do RNEXxistem relatos de que a doxiciclina
esta mais concentrada no fluido do sulco gengigajue no soro, fornecendo concentragdes
maiores do medicamento no sitio local da inflamag&ovavelmente, a caracteristica mais
significante da doxiciclina seja a capacidade dbiriras colagenases teciduais e outras
metaloproteinases da matriz, sendo um auxilio nogsso de cicatrizacao periodontal apos o
tratamento. Tendo sido esse farmaco até entéajtdesmmo menos problematico em relacéo
a evidéncia de resisténcia dentro da microbiotemgental (ROSEet al, 2007).

A maioria dos isolados deS. marcescensanalisados neste estudo,
independentemente da origem foram suscetiveis @ofl@ixacino, esses achados corroboram
os dados observados por Barbosa (2005) que tamhahsoa isolados desta bactéria de
diferentes origens, tendo encontrado 96,38% deeshsdilade a esta droga. Desde a
introduc&o do &cido nalidixico, em 1960, o antibmiciprofloxacino é considerado, entre a
classe das quinolonas, 0 agente antimicrobiano cmgisumido em todo mundo (CHENIA,
2006). Atualmente, estdo sendo estudados genemigiais que codificam proteinas que
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protegem o DNA bacteriano impedindo a acéo de dpmas principalmente em cepas de
ambiente hospitalar (DARINI, 2009).

Até meados de 1990, a resisténcia as quinolonegeeptesente em menos de 1%
de enterobactérias isoladas na Europa e EUA (BAQQEIR90). Entretanto, esse perfil vem
mudando nos ultimos anos. O Brasil tem uma das aitis percentagens de resisténcia as

quinolonas entre os paises da América Latina (SABER, 2004).

Biendenbaclet al. (2006), em um estudo realizado pelo “SENTRMimicrobial
Surveillance Prograthque analisou dados sobre o perfil de sensibibdael varios patbgenos
isolados em paises da América Latina, revelaram aercentagem de resisténcia ao
ciprofloxacino foi mais alta na América Latina (1p@omparada a América do Norte (6,3%),
sendo considerada mais alta no México (50%) e @siB{33,6%). Confirmando este dado,
Pereiraet al. (2007) reportaram aumento significativo na taxaesdésténcia as quinolonas em
um centro médico brasileiro, entre 2002 e 2003, ppde estar relacionado com aumento do

uso deste medicamento nas infec¢bes adquiridasmantdade.

Em estudo realizado no Japao, Okimettal. (2005) observaram que o uso clinico
de ciprofloxacino intravenoso em pacientes com proglia adquirida em ambiente hospitalar
causada poB. marcescenapresentou uma taxa de eficiéncia de 65,6%, seadanpo, a
droga de escolha no tratamento dessas infeccdestoBa a diferenca do perfil de resisténcia
antimicrobiana em diversas regides e isso se dexe&tincia de politicas sérias voltadas para

0 uso racional de medicamentos.

Embora ndo tenhamos encontrado diferencas estatistnte significantes (p <
0,05) em relacdo a suscetibilidade ao ciprofloxa@ntre as cepas isoladas de diferentes
origens, observamos uma menor suscetibilidade ¥95¢hitre os isolados de infec¢des extra-
orais comparados aos isolados do ambiente e dinteofientario, cuja totalidade das cepas
foram suscetiveis a este farmaco. Neste estudeparesistente ao ciprofloxacino foi isolada
de infeccdo do trato urinario (3963), Kiet al. (2006) ao analisarem a suscetibilidade de
cepas de&5. marcescensoladas de infeccdo do trato urinario responsaper um surto em
unidade de cuidados intensivos neurocirirgica, éamielataram presenca de uma Unica cepa
resistente ao ciprofloxacino. Por outro lado, Stital. (2005) observaram apenas 19% de
suscetibilidade a essa droga entre isolados nosaisodeS. marcescens
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Nossos dados estdo de acordo com os Patzal. (2008), que relataram uma
diminuicdo de suscetibilidade ao ciprofloxacinorenisolados clinicos d&. marcescens
(86%) obtidos de criancas hospitalizadas em UTHgddeencontrado susceptibilidade maior

que 90% para as demais espécies de enterobaciétetas.

Em relagdo a Cefotaxima, a taxa de suscetibilidad®ntrada neste estudo foi
bastante elevada (98,18%), havia apenas um isotadb (1,81%) resistente a esse
antimicrobiano. Diferentemente, Shet al. (2005) relataram baixa taxa de suscetibilidade a

cefotaxima (9%) entre os isolados®lemarcescende infecgcbes nosocomiais.

As B — lactamases, enzimas capazes de clivar o sitag@ie do$ — lactamicos,
representam a maior ameaca a utilizacdo terapédiessa classe de antimicrobianos
(HAWKEY, 2008). O uso abusivo das cefalosporinasadeplo espectro, dentre elas a
cefotaxima, em meados dos anos 80 favoreceu adeel® bactérias produtoras fle-
lactamases de espectro ampliado ESBL (PATERSO&, 2005). As enzimas CTX-M estéao
concentradas em certas areas como America dodglimas regides da Europa (PALLECHI
et al, 2007).

As enzimas CTX-M tém sido detectadas em isoladasicos, em bactérias
comensais de humanos e animais e em produtos &liosne esgoto. Estas enzimas
conferem maior resisténcia a cefotaxima e apreseniatribuicdo abrangente, sugerindo a
presenca de reservatorios ambientais destes deten®s de resisténcia (DARIN al,
2009). Em contrapartida, nossas amostras ambiespagsentaram 100% de sensibilidade.
Encontramos uma maior taxa de resisténcia a céfotaypara os isolados orais (4,5%),
portanto esses isolados podem ndo estar assoca@da@®nsumo de agua ou alimentos
contaminados. Barbosat al (2006) demonstraram que isolados oraisSdemarcescens
apresentam maior similaridade genotipica com isdlate infeccbes extra-orais do que com
isolados ambientais, podendo a cavidade bucalrssrmio reservatério de cepas capazes de

causar severas infeccdes sistémicas.

Na década de 90, o surgimento de bactérias pr@dutde carbapenemases
(KPCs) passou a ser observado, provavelmente casposta a maior utilizagdo de
carbapenens na pratica clinica (WALTHET - RASMUSS#& ML, 2007). A emergéncia de
isolados clinicos de enterobactérias resistentesatapenens é o novo padrao de resisténcia

observado entre os bacilos Gram-negativos (NORDMAd\IIEL, 2002). Em estudo recente
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realizado na Turquia, Ekreet al (2009) verificaram a falha no tratamento com kEnigm
em neonatos com sepse [®#erratia marcescenem UTI. Diferentemente, nossos achados
demonstraram 100% de sensibilidade ao imipenene @strisolados d&. marcescensom
MIC < 2 ng/ml. Estes resultados corroboram os dathtislos por Patzest al (2008) e Kim

et al (2006) que encontraram 100% de sensibilidade mipenem em isolados de
S.marcescengsponsaveis por surtos em UTIs.

Analisamos também a CIM de tobramicina frente asslados clinicos e
ambientais de5S. marcescens observamos uma suscetibilidade trés vezes rdaigque a
relatada por Patzest al (2008) que analisaram isolados clinicos destéébacoriundos de
UTI pediatrica. Nossos resultados também foram rsugs ao encontrados por Tsi al
(2007) ao analisarem a sensibilidade de isoladosoaooniais deste organismo, que
descreveram 65% de suscetibilidade a tobramicintn & al (2000) e Traub (2000) também
observaram um aumento na suscetibilidad& dearcescena tobramicina, enquanto Det
al. (2004) relataram alto nivel de resisténcia a aglioosideos, incluindo tobramicina em

isolados clinicos deste organismo

Os aminoglicosideos sdo usados extensivamenteatiagpclinica, apresentando
boa atividade contra bacilos Gram-negativos aesplmcluindoEnterobacteriaceae bacilos
Gram- negativos nao fermentadores. Entretanto,scegsistentes a esses agentes, ambos por
reducdo ou aumento da permeabilidade celular atrdeéenzimas, tém se expandido nos

altimos vinte anos levando a necessidade de drogaspotentes (TSAdt al, 2006).

Protecao ribossomal por metilacdo de 16S RNAr édecdo como o principal
mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos enganismos produtores de metilase,
como Streptomycespp. eMicromonasporaspp. Embora a producdo de 16S RNAr metilase
confira alto nivel de resisténcia a aminoglicos&dpelos organismos produtores, € pensado
que este mecanismo esteja confinado a espéciesribaas ambientais sem relevancia
clinica. Contudo, Doet al. (2004) identificaram cepa clinica & marcescengrodutora de
16S rRNA metilase, esta nova enzima RmtB confelia aivel de resisténcia a varios

aminoglicosidios.

No nosso estudo, apenas uma (1,81%) cepa oriundanfeecdo extra-oral
(secrecédo de ferimento) apresentou resisténcidranicina, pode ser que esta resisténcia

também esteja associada a producdo de metilaseioAaimente, esta mesma cepa foi
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resistente a doxiciclina. Kinet al (2006) também relataram isolados nosocomiaisedest
organismo gue apresentaram resisténcia a mulgpitisidticos, incluindo aminoglicosidios e

cefalosporinas.

A andlise da literatura nos permite afirmar queuantpS. marcescenpode ser
raramente detectada em individuos saudaveis, pesibospitalizados podem ser colonizados
ou infectados por esta espécie. Muito frequentesnessa bactéria causa infec¢des no trato
respiratorio de pacientes entubados, infeccdegato tirinario de pacientes com cateteres,
infeccBes em feridas cirurgicas, superinfeccoegoosielite e septicemia em pacientes com
cateterizagao intravenosa (HURREe&tal, 2009).

De acordo com Zanin e colaboradores (2006), biefilmicrobiano € uma
comunidade de microorganismos aderida a uma sagerfisualmente envolta por uma
matriz de polissacarideos. O ambiente hospitakereoé uma série de subsidios a formagéo
de biofilmes como a instrumentacao invasiva. Essmaue 60% das infeccbes bacterianas
envolvam biofilmes e a maioria das infeccOes hakpis esta relacionada a biofilmes em
cateteres médicos (TORTORA, 2005).

No presente estudo, observamos @emarcescenssolados do ambiente, de
infecgbes orais e infecgdes extra-orais foram egpde crescer de forma planctonica e como
biofilmes iniciais em placas de poliestireno confermetodologia descrita por Di Poto e
colaboradores (2009). A comparagdo do crescimentre es cepas de diversas origens
demonstrou ndo haver diferencas estatisticamen@fisativas entre elas, tanto para o

crescimento na forma plancténica quanto para dgrbées.

Em face do generalizado e crescente aumento datémsa de patdogenos
bacterianos a terapéuticos e terapias antimicrabi@omuns, a necessidade de alternativas
eficientes e tratamentos acessiveis a infeccoesmgds causadas por esses patdbgenos vem se
tornando imperativa (WINCKLER, 2007). A naturezé&r@siral do biofilme e seus atributos
fisiolégicos como atraso na penetracdo do antirbiarm através da matriz do biofilme,
dentre outros, conferem uma inerente resisténc@emtes antimicrobianos (DONLAN e
COSTERTON, 2002; RICEet al, 2005; DAI et al, 2010). A terapia fotodinamica
antimicrobiana aparece nesse contexto, com reddeapossibilidade de surgimento de
resisténcia microbiana, uma vez que o dano ou rhaxtteriana é obtido em curto periodo de
tempo (WAINWRIGHT et al, 2003) através da acdo de oxigénios molecularatsvos
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gerados nas reacoes fotoquimicas, os quais podemagir com proteinas mitocondriais da
célula alvo alterando sua estrutura e atividadeyquar desnaturacdo de proteinas e lipidios
da membrana e modificar a estrutura do DNA celiNHTRA, 2004).

A aplicacao da Terapia Fotodinamica Antimicrobiananosso trabalho foi capaz
de matar cepas sensiveis e resistentes a drogasicambianas discutidas anteriormente,
crescidas tanto na forma planctonica quanto nadode biofilme inicial. Esses achados

corroboram com outros autores, mesmo trabalhanaioociras espécies bacterianas.

Muitos estudos avaliam o efeito antimicrobiano déATenvolvendo o uso de
lasers convencionais em diferentes comprimentasnda. A opc¢éo de usar o LED € devido
principalmente a vantagem econdmica quando compa@u a fotossensibilizacdo usando o
laser convencional. Adicionalmente, a menor coléoae coeréncia observada nesse tipo de
luz resultam em otimiza¢do do processo fotodinamiocma vez que bandas de emissao mais
largas podem interagir com todo o espectro de aefsalos fotosensibilizadores utilizados.
Zanin et al (2005) demonstraram que o uso de laser HeNeDUHD em associacdo com

TBO apresentou 0 mesmo efeito antibacteriano raliade do biofilme d&. mutans.

Segundo Daiet al(2010), o uso de TFA er®. aureusmeticilina resistente
iIsolados de modelos de abraséo de pele de ratwiadéedemonstrou redugéao de 2,7 logs na
viabilidade bacteriana e acelerou a cura em 8,6 ém comparagdo com o0 controle nao
tratado. Adicionalmente, a associacdo da TFA comcWimicina realizada por Di Pogt
al.(2009) emS. aureugpromoveu uma inativacdo na aderéncia no biofilmafiescocico nas

superficies estudadas potencializando o efeitoaihativacdo bacteriana.

Andlises de parametros usados para matar bactmasuspensdes de culturas
demonstraram que a TFA é mais efetiva na eliminaigaulturas planctdnicas que em
biofilmes (WILLIAMS et al, 2006). Porém, em nossos achados nenhuma diéereng
estatisticamente significativa (p<0,05) foi encadt, o que pode ser explicada pelo uso de
um biofilme em estagio inicial de formacdo em castie com os biofilmes estudados por
GAD et al(2004) que encontraram diferencas significativasre@ducao da viabilidade

bacteriana em culturas planctdnicas e biofilme.

Lipovsky et al(2008) demonstraram uma reducdo de 56% na viaddid

bacteriana enSerratia marcescen83% emS. aureuse 62% enkE. coliapds uso da TFA
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utilizando uma luz branca de 400-800 nm. Emborassssultados sejam positivos, 0S
autores ndo esclarecem a reducdo de viabilidaddogsne o crescimento na forma de
biofilme nado foi testado. Adicionalmente, a utifdga de porcentagem para expressar 0S
resultados podem levar a impressdes equivocadas,vamque reducdes de apenas um log
poderiam expressar 90% de reducdo o que pode muéass ser estatisticamente
significativo (Ex: 9,0x18" para 0,9x1%), sem no entanto ser clinicamente relevante. No
entanto, mais importantes que dados estatisticansggrificativos, seria a obtencao de dados
clinicamente relevante no que se refere a retigaaiente de risco em relagdo ao numero de
microrganismos patogénico presentes no local é¢geg¢db. Com relacdo® marcescensao
considerados pacientes com alto risco de infecagesles que apresentam contagens maiores
ou iguais a 1DUFC mL* (RNA, 2010), o que deixa claro a relevancia cinio nosso
trabalho, uma vez que foram observadas reducéga0deJFC mL* para 16 UFC mL?Y),ou

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

Dessa forma, a terapia fotodindmica apresenta-gaocaoma promissora
ferramenta biotecnologica no controle das resigéracterianas, problema de saude publica
mundial, uma vez que entre as vantagens da uBilivdessa terapia em relagdo ao uso de
agentes antimicrobianos, temos: o confinamentofeiboeao local da leséo pela aplicagcéo
topica do fotossensibilizador e a irradiacéo restiarea de interesse, oferecendo baixo risco
a outras células do hospedeiro (ZAN#W al, 2005); dano ou morte bacteriana obtido em
curto periodo de tempo, reduzindo a possibilidaglesutrgimento de resisténcia microbiana
(WAINWRIGHT et al, 2003); e, finalmente, a inexisténcia de reac@&gmicas, mesmo
apos repetido uso (BACKHAU& al.,, 2007).



77

6 CONCLUSOES

Baseado nas condicfes experimentais empregadasesente estudo podemos

concluir que:

v" Os resultados desse estudo demonstraram ndo hiérendas significativas
no perfil de resisténcia das amostras de difereatggens em relagcdo as
drogas DOX, CTX e IPM.

v Considerando a resisténcia a CIP, as amostras mtailsie foram
significativamente mais resistentes do que as aa®stais e extra-orais.

v/ Para a droga TOB, as amostras orais foram signtéoaente mais sensiveis do
gue as demais amostras.

v' A cepa proveniente de secrecao de ferimento queseqtou perfil de
multiresistencia as drogas tobramicina e doxiticlioi susceptivel a terapia
fotodindmica antimicrobiana nos parametros testados

v A associacdo de TBO e LED, com densidade de endeyi4 72 J cifi foi
efetivo na reducédo da viabilidade bacteriana emasegmbientais, orais e
extra-orais deS. marcescengodendo ser uma ferramenta biotecnologica util

no controle da resisténcia bacteriana.
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APENDICE A

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

Cepa Grupo CT** TM** DX** [P** Cl**
I Ambiental 0,19 4 8 0,19 0,64
1 Ambiental 6 12 12 0,19 0,75
1] Ambiental 0,25 3 8 0,19 0,064
\Y Ambiental 0,25 0,38 4 0,25 0,19
\Y Ambiental 0,125 4 12 0,19 1
Vi Ambiental 0,38 6 12 0,38 1
Vil Ambiental 0,19 3 16 0,25 1
VIl 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 15 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 15 24 0,5 0,064
124-A Oral 0,094 15 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 15 8 0,19 0,064
274-B Oral 0,064 15 8 0,19 0,047
217A Oral >32 2 4 0,19 0,032

*** S = sensivel; | = sensibilidade intermediari® = resistente.

* CT(0,002-32pg/ml), TM(0,016-256 pg/ml), DX(0,02%6 pg/ml), IP(0,002-32 pg/ml), CI(0,002-32 pg/ml)

Os valores de suscetibilidade (pg/ml) foram intetgmlos de acordo com as normas do NCCLS (2003):
Cefotaxima (CT) 88, 16&1<32, R>64; Tobramicina (TM) $4, I=8, R>16; Doxiciclina (DX) $4, 1=8, R>16;
Imipenem (IP) 84, I=8, R>16; Ciprofloxacina (Cl) 81, 1=2, R>4.
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Cepa Grupo CT** TM** DX** [P** ClP**
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 15 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; | = sensibilidade intermediari® = resistente.

* CT(0,002-32pg/ml), TM(0,016-256 pg/ml), DX(0,02%6 pg/ml), IP(0,002-32 pg/ml), CI(0,002-32 pg/ml)

Os valores de suscetibilidade (pg/ml) foram intetgmlos de acordo com as normas do NCCLS (2003):
Cefotaxima (CT) 88, 1&1<32, R>64; Tobramicina (TM) &4, I=8, R>16; Doxiciclina (DX) $4, 1=8, R*16;
Imipenem (IP) 84, I=8, R>16; Ciprofloxacina (Cl) 81, 1=2, R>4.



