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RESUMO

Ambientes com risco de contaminagdo bioldgica, como € o caso da maioria dos hospitais, séo
favoraveis a infeccBes hospitalares. Os numeros de infeccdes hospitalares tém crescido em todo
0 mundo, principalmente associadas a microrganismos (MO) multidroga-resistentes,
representando um problema de satde publica por aumentar as taxas de mortalidade, morbidade,
0 periodo de permanéncia dos pacientes no hospital e os gastos do tratamento. O
desenvolvimento de terapias antimicrobianas alternativas para o tratamento desses MO se
destaca pela necessidade de reduzir os problemas e agravos a satde. Nesse sentido, a Terapia
Fotodinamica Antimicrobiana (TFA) e a Ozonioterapia (OZ) surgem como tratamentos
alternativos e/ou coadjuvantes ao uso dos antibidticos convencionais. O estudo teve como
objetivo avaliar a susceptibilidade de uma cepa de A. baumannii multidroga-resistente isolada
de um paciente na unidade de terapia intensiva do Hospital Santa Casa de Misericordia de
Sobral — CE a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana e & Ozonioterapia. O azul de orto-toluidina
preparado com agua destilada ou com &gua ozonizada foi utilizado como sensibilizador e a
concentracdo inibitéria minima e a concentracdo bactericida minima desses sensibilizadores
sob o isolado clinico de A. baumannii foi inicialmente testado. Adicionalmente, um modelo de
formacao de biofilme com 24h, 72h e 120h sobre discos de PVC estéril, com 6mm de didmetro,
foi utilizado. Foram testados grupos tratados apenas com a luz (S-L+), apenas com o corante
(S+L-) e submetidos a TFA (S+L+). Esses mesmos grupos foram testados com o sensibilizador
preparado com &gua ozonizada, a saber apenas com a luz (S-L+ OZ), apenas com o corante
(S+L- OZ) e submetidos a TFA (S+L+ OZ). O tempo de irradiacdo foi de 3 minutos com
densidade de energia de 71 Jem™2. Foram realizadas trés repeticdes para cada experimento. Os
resultados demonstraram que biofilmes de A. baumannii com 24h, 72h e 120h de formacéo
foram susceptiveis a TFA e a TFA + OZ (p<0,05), sendo que o grupo de TFA sem associacdo
com a OZ foi o que apresentou os melhores resultados. Conclui-se que a TFA isolada ou
associada a OZ apresentam efeito inibitério em biofilmes de A. baumannii multidroga-

resistente.

Palavras-chave: InfecgOes nosocomiais; Acinetobacter baumannii; Ozonioterapia; Terapia

Fotodinamica.



ABSTRACT

Environments with a risk of biological infection, as is the case in most hospitals, are considered
hospitable. The numbers of hospitalized people have grown all over the world, mainly
associated with multidrug-resistant microorganisms (OM), representing a public health
problem by increasing mortality rates, morbidity, the length of stay of patients in the hospital
and treatment costs. The development of alternative antimicrobial therapies for the treatment
of these OM is highlighted by the need to reduce problems and health problems. In this sense,
Antimicrobial Photodynamic Therapy (APT) and Ozone Therapy (OT) appear as alternative
and/or adjuvant treatments to the use of conventional antibiotics. The study aimed to evaluate
the susceptibility of A. baumannii strains multiresistant to pediatric drugs of a patient in the
intensive care unit of Hospital Santa Casa de Misericordia of Sobral to antimicrobial
photodynamic therapy and ozone therapy. Ortho-toluidine blue prepared with distilled water or
ozonized water was used as a minimal sensitizer and the inhibitory concentration and the
minimum bactericidal concentration of these sensitizers under the clinical isolate of A.
baumannii was initially tested. Additionally, a model of biofilm formation with 24h, 72h and
120h of formation on sterile PVC disks, with 6mm in diameter, was used. Groups treated with
light only (S-L+), dye only (S+L-) and TFA confirmed (S+L+) were tested. These same groups
were tested with the sensitizer prepared with ozonated water, namely with light only (S-L+0Z),
with the dye only (S+L-OZ) and TFA expressed (S+L+0Z). The irradiation time was 3 minutes.
Three replicates were performed for each experiment. The results confirmed that A. baumannii
biofilms with 24h, 72h and 120h of formation were susceptible to TFA and TFA + OZ (p<0.05),
and the TFA group without association with OZ was the one that presented the better results. It
is concluded that TFA instructed or associated with OZ has an inhibitory effect on multidrug-

resistant A. baumannii biofilms.

Keywords: Nosocomial Infections; Acinetobacter baumannii; Ozonetherapy; Photodynamic

Therapy.
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1 INTRODUCAO

Ambientes com risco de contaminacao biolégica, como é o caso da maioria dos
hospitais, sdo favoraveis a infeccdes hospitalares por contaminagdo cruzada, atualmente
denominada como Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude — IRAS. Estas podem ocorrer
quando um paciente, visitante ou profissional, transporta e/ou transfere microrganismos de fora
para dentro dos hospitais e vice-versa ou ainda através do ar e da dgua (BLOT et al., 2022).

Os nameros de IRAS tém crescido em todo o mundo, principalmente associadas a
microrganismos multidroga-resistentes (KIARI; MEDDAH; MEDDAH, 2018), devido ao uso
indiscriminado de antibidticos e a capacidade que as bactérias possuem de transmitir seu
material genético (BORAL et al., 2019) representando um problema de salde publica, por
aumentar as taxas de mortalidade, morbidade, o periodo de permanéncia dos pacientes no
hospital e os gastos do tratamento (PROTANO et al., 2019). A resisténcia de bactérias aos
antibidticos e outras drogas antimicrobianas é um fenémeno natural e de presséo seletiva, mas
que devido ao uso indiscriminado e recorrente de antibioticos, tornou-se um problema de saude
publica (BLOT et al., 2022).

Dentre os mecanismos de resisténcia, destacam-se a reduzida permeabilidade da
membrana externa, perda de porinas, alteracdo nos sitios de ligacdo dos antibioticos,
hiperexpressao de bombas de efluxo ¢ producdo de B-lactamase. No entanto, 0 mecanismo que
mais contribui para a rapida disseminacdo de cepas multirresistentes dentro de ambientes
hospitalares ¢ a aquisi¢do de genes de resisténcia e produgdo de enzimas B-lactamases, as quais
se propagam principalmente por plasmideos, transposons ou integrons, e do elemento de
insercdo 1ISAbal localizado entre os genes de resisténcia como bla oxa-23, bla oxa-24 € bla ampc
gue vem sendo associados a um aumento na resisténcia aos carbapenémicos (HAMIDIAN;
NIGRO, 2019; BRTIO et al., 2021).

O uso generalizado de antimicrobianos de amplo espectro tem desempenhado um
papel importante no aparecimento de carbapenemases de classe D com capacidade de hidrolizar
b-lactamicos que tem sido amplamente identificadas em Acinetobacter baumannii.
Recentemente, o gene que codifica essa enzima foi identificado em plasmideos, o que permite
que ele se espalhe entre as varias espécies de Acinetobacter (BORAL et al., 2019). A
propagacdo clonal de carbapenemases do tipo OXA tem ocorrido dentro de varios hospitais,

enquanto a disseminagdo inter-hospitalar de A. baumannii, que carregam 0s genes OXA,
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também tem sido observada em varios paises incluindo o Brasil (TARTARI et al., 2016; BRITO
etal., 2018).

Uma gama crescente de patdgenos clinicamente relevantes é reconhecida na cavidade
oral. Patdgenos respiratorios e sisttmicos que foram isolados de pacientes com periodontite
cronica e periodontite agressiva incluem Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, juntamente com A. baumannii (KIARI,
MEDDAH; MEDDAH, 2018). Além disso, A. baumannii foi identificado com uma prevaléncia
significativamente maior em pacientes com periodontite cronica ou agressiva em comparagao
com individuos saudaveis ou pacientes com gengivite (PRIYADHARSINI; GIRIA;
PARAMASIVAM, 2018), principalmente em pacientes com virus da imunodeficiéncia humana
(KIARI; MEDDAH; MEDDAH, 2018). Embora o papel de A. baumannii na doenca periodontal
ainda ndo tenha sido investigado, a presenca do organismo em conjunto com 0s patdgenos
periodontais tradicionais Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola e Aggregatibacter actinomycetemcomitans juntamente com P. aeruginosa aumenta a
probabilidade de periodontite agressiva e as chances de um individuo ser refratario ao
tratamento periodontal aumentam quando A. baumannii esta presente (PRIYADHARSINI;
GIRIJA; PARAMASIVAM, 2018).

A cavidade oral pode servir de reservatorio de microrganismos que causam infecgdes
sisttmicas, como o A. baumannii. Este microrganismo bem equipado para sobreviver em
comunidades polimicrobianas na forma de biofilmes, especial atencéo deve ser dada a presenca
de A. baumannii na cavidade bucal. e sua associa¢do com doencas do trato respiratorio inferior
devido principalmente a presenga dessa bactéria nos aerossois produzidos durante a ventilagdo
mecéanica de pacientes hospitalizados. Além disso, devido a proximidade anatdbmica, bactérias
aerossolizadas podem entrar na corrente sanguinea e causar septicemia (LE et al., 2020).

Portanto, o desenvolvimento de terapias antimicrobianas alternativas que tornem o
surgimento de cepas resistentes improvavel tem ganhado grande interesse na comunidade
cientifica. Neste contexto, a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana (TFA) e a Ozonioterapia
(0OZ) surgem como tratamentos alternativos e/ou coadjuvantes ao uso dos antibidticos
convencionais devido a sua baixa toxicidade e efeitos colaterais, e efeito antimicrobiano de
amplo espectro (YIN et al., 2022).

A TFA consiste na associacdo de um agente fotossensibilizador e uma luz de

comprimento de onda complementar. Durante esse processo, componentes celulares
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fotossensiveis passam para um estado excitado quando expostos a essa luz, onde ocorre a
passagem dos elétrons para niveis de energia superiores. Neste estado excitado, o
fotossensibilizador pode interagir com o oxigénio molecular iniciando a formacdo de uma
espécie de oxigénio altamente reativo, 0 oxigénio singleto, esse processo é denominado
Fotoprocesso Tipo Il. Quando o fotossensibilizador interage com outras moléculas como os
aceptores de elétrons resultando na producdo de hidroxilas e outros radicais organicos ocorre 0
Fotoprocesso Tipo I. (POLAT, KANG 2021). Os produtos dessas reacoes fotoquimicas podem
alterar as atividades metabdlicas de maneira irreversivel resultando na morte bacteriana, bem
como, danificar componentes essenciais das células (POLAT, KANG 2021).

A utilizacdo de um agente cromoforo que atraia a luz para si e inicie a formacéo de
radicais livres é necessaria pois a maioria das espécies bacterianas ndo apresenta componentes
fotossensiveis, e esse € um mecanismo importante para a eficacia da Terapia Fotodinamica.
Com esse mecanismo as células que ndao apresentam componentes fotossensiveis endogenos
podem se tornar sensiveis a luz se coradas com fotossensibilizadores exégenos como 0s
derivados das porfirinas, compostos de cloro conjugado ou azul de orto-toluidina (ROLIM et
al., 2012). A TFA apresenta algumas vantagens em relacdo ao uso dos agentes antimicrobianos
tradicionais, dentre elas, temos que a morte celular mediada pela liberacdo de radicais livres
torna improvavel o desenvolvimento de resisténcia pelos microrganismos. Além disso, a TFA
mostrou resultados efetivos contra microrganismos que apresentavam resisténcia a antibiéticos
e foi observado que repetidas aplicacdes ndo resultam em selecdo de cepas resistentes (DIAS
etal., 2022).

Nos ultimos anos, a Ozonioterapia, uso do gas O. como elemento quimico, tem se
destacado como coadjuvante para controle antimicrobiano em diversas areas. Devido ao seu
alto poder oxidante se destaca como composto Util para desinfeccdo e/ou esterilizacdo, sem
gerar subprodutos toxicos (SEN; SEN, 2020). Na oxidacdo de materiais bioldgicos, o efeito
bactericida do O3 é maior que o do cloro. O Oz atua sobre bactérias, virus, helmintos e fungos,
por meio da oxidacdo da parede celular, membrana citoplasmatica e demais constituintes da
estrutura celular microbiana, ocasionando a sua destruicdo e resultando em morte celular
(MARTINS; KOZUSNYANDREANI; MENDES, 2015; TORMIN et al., 2016; DI MAURO
etal., 2019; SILVA et al., 2020).

Nas Ciéncias Médicas existem diferentes metodos de aplicacdo de ozobnio, seja de

forma local, para agir sobre uma condigdo em uma determinada &rea, ou sistémico para corrigir
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uma condigdo que afeta todo o corpo. As aplicagdes locais incluem injecdo de gas de 0z6nio
(subcuténeo, muscular, intra-articular, auricular e intravaginal), utilizacdo de bolsas, 6leos
ozonizados e 4gua ozonizada. As aplicagdes sistémicas incluem a injecao no proprio sangue do
paciente (auto-hemoterapia principal), injecdo retal com géas (insuflacdo retal) ou ozonizacéo
de 2-3 ml de sangue retirado do paciente no musculo como vacina de 0zénio (auto-hemoterapia
secundaria). Portanto, € necessario planejar a via, dose e concentracdo adequadas no tratamento
(BAS; YULA, 2018).

Existem ainda outros tipos de aplicacdo da Ozonioterapia, incluindo a utilizacéo de
agua ozonizada (ZENG; LU, 2018); através da utilizacdo do gas, em ambientes e superficies de
servigos hospitalares (RANGEL et al., 2022), na odontologia (NOGALES et al., 2019; SILVA
et al., 2020; BASTOS et al., 2022; BRASIL, 2022) e no combate a disseminacdo da COVID-
19 (BARBOSA et al., 2021).

Nesse estudo utilizou-se uma cepa de A. baumannii multidroga-resistente que carreia
0 gene de resisténcia bla oxa-23, que foi anteriormente isolado de um paciente internado na
unidade de terapia intensiva do Hospital Santa Casa de Misericérdia de Sobral — CE e avaliou-

se sua susceptibilidade a Terapia Fotodinamica Antimicrobiana e a Ozonioterapia.

16



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos pode variar
entre paises, regides e de acordo com a origem do microrganismo, que pode ser hospitalar ou
comunitaria e pode ser um fenémeno genético ou ndo (SAVOLDI et al., 2019). Os fenbmenos
genéticos estdo relacionados com a existéncia de genes ou elementos moveis (plasmideos,
transposons e integrons) presentes nos microrganismos, que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos impedindo a acdo das drogas sendo conhecido como resisténcia adquirida
(BREWYEH, JUBEH, KARAMAN, 2020).

O fendmeno ndo genético é aquela resisténcia que ocorre de forma natural dentro
de uma espécie ou género bacteriano, sendo a chamada resisténcia intrinseca ou natural. Em
alguns casos, a resisténcia natural a um determinado antibacteriano é uma caracteristica
indispensavel a autodefesa e protecdo dos microrganismos produtores de antibidticos, sendo
esses produzidos frente a competicdo com outras bactérias pelo mesmo habitat (BREIJYEH,
JUBEH, KARAMAN, 2020).

Ha trés principais formas estratégicas que os microrganismos podem desenvolver
resisténcia as drogas: 1) produzindo uma enzima que destrua o antimicrobiano; 2) alterando o
alvo molecular de ligacdo do antimicrobiano; 3) evitando a chegada do antimicrobiano ao alvo
(através de bombas de efluxo ou permeabilidade de membrana). De forma geral, apds o
microrganismo encontrar a sua melhor estratégia, 0s novos genes que conferem resisténcia, sdo
disseminados entre aqueles de sua espécie e até mesmo para microrganismos de outras espécies,
caso 0 gene esteja localizado dentro de um elemento mével como o plasmideo. Em bactérias
Gram-negativas 0 mais comum é uma combinacdo das estratégias 1 (através da producédo de
enzimas) e 3 (bomba de efluxo ou permeabilidade de membrana) (OLIVEIRA, 2016).

Alguns fatores contribuem para o surgimento e disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana, estes incluem a alta incidéncia de doengas infecciosas; sistemas de saude e
vigilancia deficientes; quadros regulatorios inadequados; méa prevencéo e controle de infecgdo
em estabelecimentos de salde; capacidades limitadas dos laboratdrios de microbiologia; falta
de acesso a medicamentos antimicrobianos de qualidade garantida para humanos e animais;

condicdo socioeconémica; acesso inadequado a agua, saneamento e higiene; e programas
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limitados de manejo antimicrobiano (TALAAT, et al., 2022). Além disso, os medicamentos
antimicrobianos estdo disponiveis sem receita e a automedicacdo é uma pratica comum na
maioria dos paises, praticas de prescri¢do inapropriadas entre os medicos também sdo comuns
(AYUKEKBONG, NTWMGWA, ATABE, 2017). Os medicamentos antimicrobianos, por
vezes, sdo usados para compensar a falta de infraestrutura bésica de salde publica
(AYUKEKBONG, NTWMGWA, ATABE, 2017).

Outros aspectos envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos estdo descritos no
conceito “One Health One World” que integra aspectos epidemioldgicos e moleculares que
contribuem para a compreensdo da evolugdo ou parentesco genético da resisténcia
antimicrobiana em patégenos/vetores, hospedeiro (humano/animal) e 0 ambiente associado em
escala global. Os fatores socioecondmicos, como comércio mundial, conflitos, deslocamentos,
viagens, migracdo humana e animal, sdo importantes impulsionadores da disseminacao global
da resisténcia antimicrobiana (ASLAM et al., 2021).

Nesse sentido a resisténcia antimicrobiana vem sendo discutida e estudada
amplamente na comunidade cientifica, em um relatorio publicado no ano de 2013 pelo Centro
de Controle e Prevencdo de Doencgas (CDC, 2013), trazendo dados sobre a ameaca dos
microrganismos multirresistentes nos Estados Unidos, foi possivel mensurar a dimensdo dos
danos a saude e as dificuldades enfrentadas para combater essas bactérias. Ainda que com dados
escassos estimou-se que cerca de 2 milhdes de pessoas foram infectadas por esses patdgenos e
que dessas, 23.000 pessoas vieram a 6bito como resultado dessas infec¢es. Mais tarde, no ano
de 2019 esses dados foram atualizados e trouxeram um ndmero de obitos ainda maior, cerca de
44.000 pessoas (CDC, 2019). Além disso o CDC elaborou uma lista com 18 microrganismos
que apresentam resisténcia antimicrobiana e os dividiu em categorias, demonstradas no quadro

a seguir:
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Quadro 1 — Microrganismos multidroga-resistentes (CDC, 2019)

Ameacas urgentes

Ameacas graves

Sobre ameacas

Em observacéo

m Acinetobacter resistente a
carbapenemicos

m Candida auris (C. auris)

m Clostridioides difficile (C.
difficile)

m Enterobacteriaceae resistentes a
carbapenemicos (CRE)

[ Neisseria gonorrhoeae
resistente a medicamentos (N.

gonorrhoeae)

m Campylobacter resistente a
medicamentos
[ Candida
medicamentos
m Enterobacteriaceae produtoras
de beta-lactamase de espectro
estendido (ESBL)
m Enterococos

vancomicina (VRE)
m Pseudomonas  aeruginosa
multirresistente (P. aeruginosa)

m Salmonella ndo tifoide
resistente a medicamentos

m Salmonella resistente a
medicamentos sorotipo Typhi

n Shigella  resistente  a
medicamentos

[ Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA)

m Streptococcus pneumoniae
resistente a medicamentos (S.
pneumoniae)

m  Tuberculose

medicamentos (TB)

resistente a

resistentes a

resistente  a

m Streptococcus do grupo A
resistente a eritromicina;
m Streptococcus do grupo B
resistente a clindamicina.

m Aspergillus fumigatus resistente
a azol (A. fumigatus)

[ Mycoplasma  genitalium
resistente a medicamentos (M.
genitalium)

m Bordetella pertussis resistente a
medicamentos (B. pertussis)
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Dentre os microrganismos multirresistentes destacam-se aqueles que apresentam
resisténcia aos -lactamicos, que é uma ampla classe de antibioticos, que inclui os Carbapenens,
Penicilinas, Monobactamicos e as Cefalosporinas, sendo a classe mais utilizada nos dias de hoje
em alguns casos. Esta resisténcia pode estar associada a diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa com superexpressao de [-lactamases ou a expressdo de carbapenemases
(SAVOLDI et al., 2019). A disseminagdo de resisténcia aos carbapenémicos ocorre devido a
producdo de enzimas carbapenemases. Essas diferentes enzimas estdo muito relacionadas com
organismos com perfil de resisténcia a multiplas drogas, como € o caso da P. aeruginosa e
Acinetobacter sp., que ao adquirirem uma carbapenemase, podem se tornar vetores de
transmissdo dessas enzimas a alguns membros da familia Enterobacteriaceae (BRITO et al.,
2020).

As B-lactamases de classe D tém estrutura baseada em serina e podem ser
codificadas por genes localizados em plasmideos ou no cromossomo bacteriano. Séo
tradicionalmente conhecidas como Oxacilinases (OXA), sendo a A. baumannii a principal
espécie bacteriana envolvida com a producdo dessas enzimas. Algumas dessas enzimas nao
possuem a capacidade de hidrolisar carbapenémicos. Ja as que possuem esta atividade séo
principalmente: OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA 27, OXA-58, OXA-153.
(HAMIDIAN, NIGRO 2019).

A. baumannii pode ser citado como exemplo de microrganismo que possui
resisténcia intrinseca a uma ampla variedade de antimicrobianos, incluindo os carbapenémicos,
e ainda demonstra um grande potencial para a aquisicao de novos determinantes de resisténcia,
dessa forma responde rapidamente a pressao seletiva do meio ambiente. A essa espécie de
microrganismo sdo conferidos perfis extensivamente resistentes as drogas, 0s quais Sdo

mediados por uma diversidade de mecanismos de resisténcia (CALDART, 2020).

2.2 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo, gram-negativo, ndo flagelado, catalase
positivo, oxidase-negativo e ndo fermentador, classificado como integrante da familia
Moraxellaceae, da ordem Gammaproteobacteria (BRITO et al., 2021) comumente isolada do
meio ambiente. Esse patdgeno oportunista é responsavel por infec¢des hospitalares e adquiridas

na comunidade, infectando predominantemente pacientes que apresentam imunodeficiéncia em
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ambientes hospitalares ( WHITEWAY et al., 2022; FELDMAN et al., 2017). Antes considerado
um patégeno comum, o A. baumannii agora é considerado uma ameaca a satde publica, isso se
deve, principalmente a sua propensao em adquirir resisténcia a diferentes tipos de drogas,
tornando-se conhecido como um microrganismo multirresistente (GIAMMANCO et al., 2017).

As infecgOes causadas por A. baumannii representam 2% de todas as infecgdes
associadas aos cuidados de saude nos Estados Unidos e Europa (CDC, 2013); no entanto, essas
taxas sdo duas vezes maiores na Asia e no Oriente Médio (HARDING, HENNON, FELDMAN
2018). Embora as taxas de infeccdo sejam mais baixas em comparacao com outras patdgenos
Gram-negativas, 45% de todos os isolados sdo considerados multidroga-resistentes (MDR),
com taxas de até 70% na América Latina e no Oriente Médio (GIAMMANCO et al., 2017).
Esses dados alarmantes mostram que as taxas sdo quase quatro vezes maiores do que as
observadas para outros patégenos Gram-negativos, como Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae (GIAMMANCO et al., 2017). Diante disso, o Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas (CDC) categorizou A. baumannii como uma ameaca séria, levando
assim atividades continuas de monitoramento e prevencado da saude publica (CDC, 2019). Além
disso, a Organizacdo Mundial da Saude incluiu A. baumannii resistente a carbapenem no grupo
critico na lista de bactérias que representam a maior ameaca a saude humana, priorizando a
pesquisa e esforcos de desenvolvimento para novos tratamentos antimicrobianos (OMS, 2017).

A. baumannii causa uma variedade de infeccdes nosocomiais e pode ser encontrado
em amostras de diferentes locais do corpo. Mais comumente, as infec¢des por A. baumannii se
manifestam como pneumonia associada a ventilagdo mecénica ou infeccGes da corrente
sanguinea, infecgOes na pele e tecidos moles, em feridas cirurgicas, bem como em infecc¢des
associadas a cateteres e infeccdes do trato urinario (NGUYEN, JOSHI, 2021). Algo que ¢
comum a cada um desses locais onde sdo encontradas contaminacdo por esse patdgeno é a
injaria de uma dessas estruturas tornando-se porta de entrada de A. baumannii diretamente no
local da infeccdo. Infecgbes adquiridas na comunidade causadas por A. baumannii tambéem
foram relatadas (BRIGO, YAMAMOTO, MOLIANA, 2022). Os casos de infec¢des adquiridas
na comunidade geralmente sé sdo relatados em pacientes com comorbidades pré-existentes,
como alcoolismo, diabetes mellitus ou outras doencas, como cancer e distlrbios pulmonares
obstrutivos (CHEN et al., 2018).

Harding, Hennon e Feldman (2018) dedicaram-se a estudar 0s mecanismos

excepcionais e complexos que levaram ao surgimento de multiresisténcia a drogas por A.
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baumannii, além dos mecanismos de resisténcia a drogas que ja vinham sendo amplamente
estudados. Para tanto os pesquisadores apontam caracteristicas e discutem o perfil de viruléncia
que permitiram que o A. baumannii se tornasse persistente em ambientes indspitos para muitos
patdgenos bacterianos tais como mecanismos de resisténcia a desinfeccdo, a dessecacdo e ao

estresse oxidativo; formacéo e manutencdo do biofilme e motilidade.

2.2.1 Mecanismos de resisténcia a dessecacao, a desinfec¢cao e ao estresse oxidativo

Em ambientes de saude para limpeza de materiais e superficies, sdo adotados
protocolos que incluem periodos prolongados de dessecacédo e de desinfec¢do, na tentativa de
inibir ou levar a morte patégenos que colonizam esses ambientes. A. baumannii se adaptou ao
estresse causado por esses métodos desenvolvidos, semelhante ao que ocorreu com a resisténcia
a antibiéticos (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

A dessecacdo é um estresse ambiental comum que representa muitos desafios para
as células bacterianas (AVERHOFF et al., 2021). A perda de &gua leva a diminuicdo da
distensdo da camada plasmatica e da parede celular e a alteragdes bioquimicas que podem
danificar as membranas celulares, e a secagem também pode causar desnaturacao de proteinas
intracelulares e alteracfes conformacionais no DNA (CHIANG et al., 2017). A resisténcia a
dessecacdo em A. baumannii € multifatorial e ainda néo foi totalmente definida (HARDING,
HENNON, FELDMAN, 2018). No entanto, a resisténcia a dessecacdo depende da capacidade
de A. baumannii de manter a viabilidade em condicdes de limitacdo hidrica (HARDING,
HENNON, FELDMAN, 2018).

Além da perda de agua durante os periodos de dessecacdo, a dessecacdo-reidratacao
pode causar varias lesdes no DNA. Para ajudar a prevenir alguns dos danos ao DNA induzidos
pela reidratacdo por dessecacdo, A. baumannii conta com o papel protetor da proteina RecA,
gue € uma enzima necessaria para recombinacdo homdloga e reparo por recombinacdo. Além
disso, o estresse oxidativo também é induzido em periodos de dessecacdo. Como resultado, A.
baumannii aumenta significativamente as proteinas que estdo associadas com a desintoxicacéo
reativa de espécies de oxigénio (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

Ainda nos ambientes hospitalares a clorexidina é bastante utilizada como
antisséptico para desinfeccdo de objetos, superficies e tecidos da pele, esta, por sua vez, €

bastante eficaz contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, sendo capaz de danificar e
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romper as membranas citoplasmaticas (ZHU, et al., 2019). No entanto a A. baumannii
demonstrou, em estudos recentes, ser capaz de bombear ativamente clorexidina para fora da
célula usando o efluxo de clorexidina (Acel) através de uma proteina, possivelmente
promovendo a sobrevivéncia da bactéria em condicOes de estresse (HARDING, HENNON,
FELDMAN, 2018).

2.2.2 Formagcao e manutencao do biofilme

Os biofilmes microbianos, que sdo comunidades envoltas em uma matriz
extracelular e aderidas a uma superficie sélida, sdo produzidos por muitas, sendo todas as
bactérias (GEDEFIE et al., 2021). E provavel que os biofilmes tenham um papel importante na
interacdo de A. baumannii com seu hospedeiro e a formacdo de biofilme contribui para
infeccOes associadas a dispositivos (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

Populagbes de A. baumannii em infeccbes de pele e tecidos moles formam
biofilmes robustos, ambos dentro da ferida e em curativos oclusivos (HARDING, HENNON,
FELDMAN, 2018). A. baumannii também forma comunidades de biofilme em grande parte das
superficies abidticas; incluindo equipamentos associados aos cuidados de salde, como tubos
endotraqueais, bem como policarbonato e aco inoxidavel. E bem estabelecido na comunidade
cientifica que as bactérias dentro das comunidades de biofilme, incluindo A. baumannii, tém
maior tolerancia a estresses extracelulares e, portanto, maior resisténcia aos antimicrobianos.
Tal como acontece com muitos organismos produtores de biofilme, a superficie de A.
baumannii apresenta apéndices, adesinas e estruturas superficiais protetoras, como
polissacarideos capsulares, que contribuem de forma significativa para a formacdo e
manutencdo de biofilmes (GEDEFIE et al., 2021).

A. baumannii também produz proteinas associadas ao biofilme (BapAb), que sdo
secretadas e medeiam a formac&o de biofilme. Uma proteina especifica, a Bap, tem um papel
na adeséo célula-célula e é necessaria para o desenvolvimento de estruturas de ordem superior
em materiais clinicamente relevantes como poliestireno e titdnio. Algumas cepas de A.
baumannii também codificam proteinas semelhantes a Bap-like, BLP1 e BLP2, que contribuem
coordenadamente para a maturacdo e formacdo de biofilme de forma semelhante ao BapAb
(GEDEFIE et al., 2021).
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Isolados clinicos de Acinetobacter incluindo A. baumannii e A. nosocomialis,
secretam abundantemente uma proteina contendo caracteristicas semelhantes ao RTX-like
através do sistema de secrecdo tipo I, presente em Pseudomonas putida, que medeiam
desenvolvimento de biofilme. Outros fatores notaveis na A. baumannii que podem ser cruciais
para formacdo de biofilme incluem a produgéo de poli-beta-(1-6)-N-acetilglucosamina
(PNAG), que é produzido por muitas espécies Gram-negativas.. Outros fatores que contribuem
para formacédo de biofilme, sdo polissacarideos capsulares, e um sistema auto transportador
(HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

2.2.3 Motilidade

Em diferentes bactérias, a motilidade apresenta relacdo direta com a capacidade de
um microrganismo de causar doenca e se tornar mais virulenta como é o caso da A. baumannii
(CORRAL et al., 2020). Estudos epidemiolégicos recentes de isolados clinicos de amostras
sanguineas de A. baumannii demonstraram ser mais mdveis quando comparados com isolados
de escarro, indicando que a motilidade pode fornecer uma vantagem de aptidao a depender do
tipo de isolado clinico (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

A motilidade das bactérias é regulada com precisdo por um sistema de quimiotaxia
que permite que as células detectem substancias quimicas especificas e, em seguida, direciona
0 movimento para elas ou para longe delas (MEA, YONG, WONG, 2021). Apesar do género
Acinetobacter ser considerado um bastonete imovel, A. baumannii tem se mostrado capaz de
realizar duas formas independentes de locomocéo bacteriana: motilidade associada a superficie
e motilidade por espasmos ou contracdo (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

A motilidade por espasmos (Figura 1) é uma forma de locomocao bacteriana
desenvolvida por muitos géneros de bactérias (HENRICHSEN, 1972), estando presente em A.
baumannii e A. nosocomialis e depende do funcionamento completo do Pili 1V, que s&o finos e
flexiveis filamentos encontrados na superficie de uma ampla gama de bactérias Gram-
negativas, realizando movimentos repetidos de extensdo e retragdo para puxar as células
bacterianas para frente (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).
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Figura 1 — Demonstracdo de movimento por espasmos

Superficie

Fonte: adaptado de Santos, 2011.

Movimento de superficie da bactéria que é alimentado pela extensédo do Pili, que em seguida anexa
a superficie e, posteriormente é recolhido puxando a célula para ficar mais proxima do local de
fixacdo.

Outra forma de motilidade, denominada motilidade de superficie por adeséo (Figura
2) ou deslizamento (HENRICHSEN, 1972), também foi observada em isolados clinicos de A.
baumannii (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

Figura 2 — Demonstracdo de movimento de superficie atraves do
complexo de adesdo

Complexo de adesao

e o )
® Corpodacélula
)
) e O

Superficie

Fonte: adaptado de Santos, 2011.
Movimento de superficie ativa que ndo necessita de flagelos ou pili e envolve-adesédo

focal complexa.

A motilidade associada a superficie de A. baumannii demonstrou depender da
sintese de 1,3-diaminopropano (DAP), sensor de superficie e producdo de lipo-oligosacarideo
(LOS). Dessa forma, é possivel que a sintese de DAP ou um derivado de DAP funcione como
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uma molécula de sinalizacdo importante para regular a motilidade associada a superficie via
deteccdo por sensor (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2018).

2.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

O desenvolvimento de novas terapéuticas para tratar infecgdes resistentes a drogas,
especialmente aquelas causadas por patogenos ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e Enterobacter spp.) tem sido prioridade da Organizacdo Mundial da Saide e uma
grande necessidade na atualidade. Terapias alternativas como uso de antibidticos em
combinacdo ou com adjuvantes, bacteriofagos, peptideos antimicrobianos, nanoparticulas e
Terapia Fotodindmica Antimicrobiana tem sido extensivamente estudado. Para combater a
crise de resisténcia aos medicamentos, além de prosperar no desenvolvimento de antibioticos
multialvo altamente eficientes e da descoberta de novos produtos naturais microbianos (NPs)
(HUTCHINGS et al., 2019), os fotoantimicrobianos parecem ser uma saida instantanea
promissora para esta questdo particularmente para infecgdes locais da pele e tecidos moles.

Originalmente descoberta e desenvolvida como uma tecnologia terapéutica anti-
cancerigena relativamente nova, a Terapia Fotodindmica (TF) evoluiu desde entdo e agora é
usada em muitas tecnologias terapéuticas. Por exemplo, é usado contra virus, bactérias, fungos
e parasitas, no tratamento de doencas neurovasculares, no controle de pragas, e em muitas
outras aplicacfes (SONGCA, ADJEI, 2022). A TFA é um método minimamente invasivo que
tem sido relatado como um tratamento alternativo de infec¢Bes causadas por varios patdgenos
tanto na forma de células plancténicas como em biofilmes formados. Além disso, tem se
mostrado um promissor efeito antimicrobiano sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
e fungos, por apresentar um método com mdltiplos alvos enquanto apresenta um baixo efeito
contra as células hospedeiras (YOUF, et al., 2021).

Basicamente, a TFA envolve a combinagdo sinérgica de um fotossensibilizador
(FS), oxigénio molecular e luz visivel de comprimento de onda apropriado, a fim de produzir
espécies reativas de oxigénio (ERO), o que leva a oxidacao de varios componentes celulares e
a répida inativacdo celular. Os fotossensibilizadores ndo apresentam toxicidade ou efeitos
colaterais e tem como primeiro e principal alvo agregados as estruturas externas, ou seja, a

parede celular das bactérias, a membrana celular ou capsideo e envelope do virus. Em seguida,
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as bactérias séo irradiadas com a luz visivel, ativando os fotossensibilizadores e fazendo com
que sejam produzidas ERO, que sdo citotoxicas e inativam as bactérias (MARTINS ANTUNES
DE MELDO, et al., 2021). Esta terapia apresenta algumas vantagens que podem superar 0S
problemas de resisténcia antimicrobiana, incluindo um amplo espectro de acdo, a inativacao
eficiente de cepas multirresistentes a antibioticos, o baixo potencial mutagénico e a falta de
selecdo de células microbianas foto resistentes (SONGCA, ADJEI, 2022).

De acordo com Cieplik e colaboradores (2018), um sistema TFA “ideal” deve
atender ao seguinte conjunto de requisitos gerais: (i) propriedades fisico-quimicas do FS: FSs
eficientes para TFA possuem mais frequentemente um alto indice de hidrofilicidade e pelo
menos uma carga catiénica promovendo interacdes com patdgenos, especialmente bactérias
Gram (-); (ii) fotossensibilidade do FS: apo6s a irradiacdo, um bom FS produz uma alta taxa de
espécies citotoxicas de oxigénio, dependendo notadamente de seu rendimento de O, sua
estabilidade e a0 meio ambiental; (iii) parametros da fonte de luz: uma irradiacdo eficiente de
FS deve levar em conta uma exposicdo coerente a luz garantindo uma boa eficiéncia de
transmitancia sem efeitos colaterais; (iv) seguranca: o FS deve ser especifico para o(s)
microrganismo(s)-alvo, induzindo poucos ou insignificantes efeitos colaterais para o
hospedeiro, incluindo nenhuma ou poucas respostas de imunidade; e (v) facilidade de
implementacdo na pratica clinica: a TFA deve ser relativamente facil de usar (devido a
aplicacdo rapida, ndo agressiva e ndo invasiva da luz), econdémica e acessivel.

Nesse sentido, nos ultimos anos, a aplicacdo da TFA no ambiente clinico se
expandiu de tumores malignos para doencas mais benignas. A TFA é considerada um método
eficaz para inativar varios microrganismos, e exerce um efeito bactericida em bactérias
resistentes a medicamentos e biofilme bacteriano. Devido a sua acdo robusta, baixa toxicidade
e efeitos colaterais, amplo espectro antibacteriano, resposta rapida, tratamento repetivel e falta
de resisténcia a medicamentos tem sido amplamente utilizado para tratar infec¢bes localizadas
superficiais (MAHMOUDI et al., 2018; HUANG et al., 2020).

2.4 Ozonioterapia

O o0z6nio, um gas composto por trés atomos de oxigénio com uma estrutura ciclica,
foi inicialmente descoberto como oxidante e desinfetante em 1834, exercendo eficacia médica

primeiramente para gangrena por arma de fogo (WEN, et al., 2022). A Ozonioterapia na
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Medicina e Odontologia atualmente ja é bastante propagada em alguns paises como Alemanha,
Cuba, Franca, Italia e Suica. Inimeras pesquisas comprovaram propriedades do 0zénio, como
acao antimicrobiana, anti-inflamatéria, imunoestimulante, oxigenadora, indutora de
proliferacdo tecidual e neoangiogénese (BORDIN et al., 2022).

Sabe-se que, devido ao seu alto poder oxidativo, 0 0zénio apresenta acdo rapida
contra bactérias, fungos, virus e protozoarios, com acdo desinfetante e esterilizante, além de
apresentar facil manipulacdo e baixo indice mutagénico (IORIO et al., 2016). Atualmente, 0
mecanismo terapéutico do ozbnio possivelmente estd associado a regulacdo de fatores de
crescimento enddgenos, capacidade antioxidante, modulagdes hemodinamicas, inativacdo de
patdgenos, mas ainda sem mecanismo de precisdo (WEN, et al., 2022).

O mecanismo de acdo antimicrobiana do ozdnio atinge bactérias, fungos e virus.
Nas bactérias, age através da inducdo da perda da integridade da sua membrana através da
oxidacdo das lipoproteinas e fosfolipidios, com perda da funcdo da organela. Também impede
o crescimento celular em alguns estagios nos fungos. Além disso, atua sobre 0s virus, causando
danos ao capsideo viral, dessa forma impossibilita o ciclo reprodutivo através da interrupgéo
do contato do virus com a célula. O fragil revestimento das células que as tornam susceptiveis
a invasdo dos virus, as tornam expostas a oxidacao e expulsdo do organismo (SILVA et al.,
2021).

O ozo6nio medicinal pode ser aplicado de diferentes formas e séo basicamente trés:
topica, infiltrativa e sisttmica. As aplicacdes topicas (i) aproveitam o poder germicida do
0zO6nio e seu efeito positivo nos processos de cicatrizacdo; geralmente é aplicado diretamente,
com o0 uso de bolsas ou sacos zip-lock, ou usando dgua ozonizada ou 6leos ozonizados. O
ozonio infiltrado (ii) em concentragdes entre 4 ¢ 30 pg/ml ¢ 1til no tratamento de doencas
musculoesqueléticas, como artrite, tendinite, miosite, fascite, neurite ou dor miofascial. A
Ozonioterapia sistémica (iii) consiste na administracdo da mistura de gases principalmente por
duas vias: a via intravenosa indireta (também conhecida como auto-hemoterapia) e a insuflacéo
retal. A administracdo intravenosa indireta consiste na extracdo de uma determinada quantidade
de sangue que, dentro de um circuito fechado, é colocada em contato com o gas, que se
dissolvera e reagird em poucos segundos, sendo imediatamente reinfundido, esse processo é
realizado em alguns paises através de dispositivos médicos certificados que séo utilizados para
este procedimento. A insuflacéo retal consiste em administrar 0 gas com uma sonda no reto,

onde reage com 0 muco retal e gera perdxidos. Estes sdo absorvidos pela mucosa, atingindo o
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plexo hemorroidario e o sistema de circulagdo venosa geral como qualquer outro tratamento
retal (HIDALGO-TALLON et al., 2022).

Na Odontologia 0 0zonio ja foi empregado como antisseptico em cirurgias bucais,
na irrigacao de feridas cirdrgicas e na hemostasia transoperatdria, favorecendo o processo de
reparo através do estimulo a vascularizagdo e maior oxigenacao local (SILVA et al., 2021).

Fitzpatrick, Holland e Vanderlelie (2018) realizaram um estudo de reviséo
sistematica acerca do tratamento de feridas crénicas através da Ozonioterapia. Como resultado
observaram que ndo ha evidéncias conclusivas da terapia com 0zénio como um tratamento
superior para feridas cronicas em comparagdo com o0s tratamentos ja padronizados. No entanto,
os resultados do estudo foram consistentes o suficiente para afirmar e favorecer a aplicacdo do
0z6nio como tratamento para feridas cronicas, sugerindo potencial para a préatica clinica
convencional.

A 4gua ozonizada surgiu como um importante agente antibacteriano oral e
adjuvante a terapia periodontal (URAZ, et al., 2019; DENGIZEK et al., 2019; DEEPTHIE,
BILICHODMATH, 2020; RAPONE et al., 2022). Além disso, na Odontologia, existem
diversas formas de aplicacdo, na limpeza de preparos cavitarios, aplicacdo de 0z6nio gasoso
pds exodontias ou para controle de dor e trismo, por exemplo (BASTOS, et al., 2022).

Nesse sentido a aplicacdo da Ozonioterapia nas diversas areas da Odontologia, além
da Periodontia, tem demostrado resultados satisfatérios e promissores, como por exemplo no
tratamento da dor e trismo em cirurgias de 3° molar (GLORIA et al., 2020); no tratamento de
canais radiculares e na periodontite apical (SINHA et al., 2021) e em microrganismos
encontrados em canais radiculares (MORAES et al., 2021), em contra partida o uso de terapias
para tratar a carie dentaria ainda necessita de mais estudos para ser indicada (SANTOS et al.,
2020).

29



3 OBJETIVO
3.1 Objetivo geral
Avaliar in vitro o efeito da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana e da

Ozonioterapia na inibi¢do de formag&o de biofilme por Acinetobacter baumannii multidroga-

resistente.
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4. METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Este estudo trata-se de uma pesquisa experimental in vitro para investigacdo da
atividade antimicrobiana da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana e Ozonioterapia em uma

cepa de A. baumannii multidroga-resistente e com gene de resisténcia bla oxa-23.

4.2 Aspectos éticos

Por se tratar de um estudo com utilizacdo de material bioldgico e respeitando 0s
aspectos éticos, conforme resolucdo N° 466/12 do Conselho Nacional de Salde, esta pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da Universidade Estadual Vale do
Acaral (Parecer 1.843.504/2016 — Anexo A/ Parecer 4.138.244 — Anexo B). As amostras da
bactéria foram cedidas pela pesquisadora Izabelly Linhares Ponte Brito e Prof. Dr. Francisco
César Barroso Barbosa do Laboratério de Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da

Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral.

4.3 Locais de realizacao do estudo

Laboratorio de Pesquisa do curso de graduacdo em Odontologia, e Laboratorio de
Microbiologia e Parasitologia (LAMP) ambos da Universidade Federal do Cearda - Campus

Sobral, Brasil.

4.4 Coleta dos dados

A cepa era proveniente de um paciente do sexo masculino, 57 anos de idade,
internado na unidade de terapia intensiva (UTI) do Hospital Santa Casa de Misericordia de
Sobral — CE com diagnéstico clinico de pneumonia, submetido a traqueostomia, colocado em
ventilacdo mecanica e sendo a causa da morte insuficiéncia respiratoria. A cepa utilizada foi

gentilmente cedida pela pesquisadora Izabelly Linhares Ponte Brito e Prof. Dr. Francisco César
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Barroso Barbosa. A identificacdo e o perfil de sensibilidade dos microrganismos foram
realizados no LAMP. O isolado bacteriano passou por teste no laboratdrio de microbiologia do
hospital de internacdo do paciente atraves do sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux,
Marcy-I'Etoile, France). Através do sistema citado anteriormente os microrganismos foram
testados para os seguintes antimicrobianos ampicillina/sulbactam, amicacina, ampicillina,
ceftriaxona, cefoxitina, ceftazidima, cefuroxima, cefuroxima axetil, ciprofloxacina, colistina,
gentamicina, cefepima, imipenem, meropenem, piperacillina/tazobactam e a multidroga
resisténcia (MDR) foi definida como resisténcia a trés ou mais classes dos farmacos testados
(CASTILHO et al., 2017). Adicionalmente, foi determinada a Concentracédo Inibitéria Minima
(CIM) pela técnica de microdiluicdo em caldo, de acordo com as recomendagdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018), para os isolados resistentes a tigeciclina.
Apbs isolamento, identificacdo e andlise do perfil de sensibilidade antimicrobiana
realizados no hospital de origem, o espécime foi armazenado e enviado em tubos contendo BHI
(Brain Heart Infusion) (Himedia ®, Mumbai, india) com glicerol a 20% ao Laboratorio de
Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da Universidade Federal do Ceara (UFC) onde foram

armazenados em freezer a -80°C para posterior analise.

4.5 Perfil de resisténcia da amostra testada

O isolado clinico de A. baumannii proveniente de um paciente internado no setor
de UTI da Santa Casa de Misericdrdia de Sobral, carreava o gene de resisténcia bla oxa-23, se
mostrou resistente clinicamente aos seguintes antimicrobianos: vancomicina, cefepima,

meropenem, teicoplanina, polimixina.

4.6 Reativacao do isolado clinico bacteriano

Todas as etapas laboratoriais desta pesquisa foram realizadas no Laboratério de
Microbiologia em estacao de trabalho com fluxo laminar, grau de seguranca classe 11, mediante
desinfeccdo prévia com alcool a 70% e 15 minutos em luz UV. A reativacdo dos espécimes
armazenados em freezer a -80°C foi realizada acrescentando-se uma aliquota de 50ul da cultura
em glicerol em um tubo de ensaio contendo 5,0ml de caldo BHI (Himedia®, Mumbai, india) e
mantido em estufa bacterioldgica por 18 horas a 37°C em anaerobiose, sendo dois tubos para

32



cada amostra e mais um tubo de controle negativo. Ap6s crescimento, o indculo foi semeado
em placa de Petri contendo Agar MacConkey (Sigma-Aldrich Brasil Ltda., S&o Paulo, Brasil)
utilizando-se uma alca bacterioldgica descartavel estéril e colocado em estufa a 37°C, por 24h,
juntamente com uma placa sem estriagem como controle negativo de contaminacdo dos meios
ou da propria estufa. Em seguida, utilizando-se de uma alca bacteriolégica estéril foram
transferidas 4 ou 5 col6nias isoladas da placa de Agar MacConkey para novos tubos de ensaio
contendo 5,0 ml de BHI caldo, em duplicata, mais um tubo de controle negativo, e colocados
na estufa a 37°C, durante 18 horas. Apds crescimento, foi confirmada a pureza da amostra com

a observacdo das caracteristicas morfo-tintoriais através da coloracdo de Gram.

4.7 Avaliacdo da atividade antimicrobiana em biofilmes em diferentes fases de

crescimento

4.7.1 Preparo do Fotossensibilizador

O fotossensibilizador utilizado no estudo foi 0 azul de orto-toluidina (Sigma, CI
52040). O sensibilizador foi diluido na concentracdo padréo inicial de 0,002mg/ml em agua de
osmose reversa estéril para o grupo de estudo TFA e 0,002mg/ml em agua ozonizada para 0
grupo TFA+OZ. A partir dessa concentracdo padrdo, foram feitas diluigdes seriadas de 0,2ug a
0,000002ug em tubos Falcon de 15ml estéril, envolvido com papel aluminio, em fluxo laminar
sem iluminacdo. Em seguida as dilui¢cBes do grupo TFA foram armazenadas em temperatura
ambiente longe do alcance de iluminac&o. Devido a estabilidade do o0zonio de apenas algumas
horas, o fotossensibilizador do grupo TFA+OZ foi preparado em cada dia de experimento.
Ambas as preparacdes do azul de orto-toluidina foram utilizados nos ensaios experimentais para

determinacédo da Concentracgdo Inibitéria Minima (CIM) e nos testes do experimento.

4.7.2 Preparo da agua ozonizada

Para a agua com ozonio foram utilizados dois equipamentos da Empresa
Philozon®, denominados Aparelho Gerador de Ozdnio Medplus MX; e Coluna de Ozonizagéo
de Agua 1L (Figuras 3A e 3B, respectivamente). Para ozonizacao, foi utilizado 1 L de &gua de

osmose reversa refrigerada estéril e o tempo de 5 minutos com concentracdo de 60pg/mL de
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oxigénio. A ozonizacdo foi realizada para cada dia teste de microdiluicdo em caldo e para cada
dia de tratamento, sendo a 4gua ozonizada o diluente do agente sensibilizador (azul de orto-
toluidina) nos grupos experimentais contendo 0z6nio e este material foi utilizado na primeira

hora ap6s a 0zonizacao.

Figura 3 — Gerador de Ozonio e Coluna de vidro

A B

Fonte: https://www.philozon.com.br i
A — Aparelho Gerador de Oz6nio Medplus MX; B — Coluna de Ozonizacgao de Agua 1L.

4.7.3 Fonte de luz

A luz utilizada para a Terapia Fotodindmica Antimicrobiana foi o Lince (Figura 4),
construido com tecnologia nacional pelo Instituto de Fisica de Séo Carlos, Universidade de Sdo
Paulo, com comprimento de onda predominante de 630 nm, intensidade luminosa: 150
mW/cm2+10% e area de irradiacdo de 20mm. O tempo de irradiacéo escolhido foi de 3 minutos
(estabelecido apos teste piloto). O equipamento possui Braco flexivel com suporte para o
aplicador de tratamento.
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Figura 4 — Equipamento para Terapia Fotodinamica

Fonte: https://mmo.com.br/lince

Equipamento comercial da MMO Tecnologia para Saude®, com
comprimento de onda predominante em 630 nm (620-640 nm),
poténcia de saida fixa em 150 mW/cm? com tempos de irradiacéo
de 3 minutos (71 Jcm- 2). A distancia entre a luz e a amostra foi de
3mm.

4.7.4 Concentragdo Inibitéria Minima e Concentragdo Bactericida Minima

Apbs 18h de crescimento, o caldo de cultura de A. baumannii foi ajustado a fim de
obter uma cultura na concentracdo de 1-2 x 10° células. Esse célculo foi obtido por
espectrofotometria baseados nos dados prévios de uma curva de crescimento bacteriano para
esse microrganismo e o teste de microdiluicdo em caldo foi realizado em placas de poliestireno
estéril de 96 pogos de fundo em “U” (CLSI, 2018).

Para o referido teste, foram realizadas diluiches seriadas na base de dois para
obtencéo de diferentes concentragdes. Cada pogo da placa foi preenchido com 100 pL do meio
de cultivo, 20 pL da bactéria e 80 uL da droga teste nas diferentes concentragdes testadas. Po¢os
contendo 80 pL meio de cultivo sem bactéria e 120 pL de sensibilizador nas diferentes
concentracdes foram utilizados como controles.

Adicionalmente, foram feitos controles positivos e negativos do crescimento

bacteriano utilizando respectivamente meios de cultivos inoculados e ndo inoculados. O
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esquema da placa preparada pode ser visualizado na Figura 5. As placas foram incubadas a 37
°C por 24 h. Apos incubacéo, foi realizada a medida de turbidez de cada po¢o com o auxilio do
espectrofotdmetro (Biotrak 1l Place, American Biosciences, Cambridge, Inglaterra) a 620 nm.
Foi considerado a CIM, a menor concentracao de sensibilizador capaz de inibir visualmente o
crescimento bacteriano (CLSI, 2020) e que apresentassem crescimento inferior a 0,05 em
espectrofotdbmetro a 620 nm. Apds a medigdo feita com o espectrofotdmetro, 0s pogos sem
crescimento no teste de CIM foram plaqueados em duplicata em placas de Agar Sangue
(HiMedia, Mumbai, india) suplementado com sangue desfibrinado de ovelha a 5% e
enriquecido com vitamina K-hemin (BHI) para contagem de microrganismos totais e

estabelecimento da Concentracdo Bactericida Minima (CBM).
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Figura 5 —

Placa de 96 pocos para microdilui¢cdo em caldo
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Meio+droga teste: 100uL BHI + 20pL bactéria + 80uL TBO

Controle de turbidez: 120pL BHI + 80pL TBO

Controle de contaminagio: 200pL BHI

Controle de crescimento: 180pL BHI + 20pL bactéria

Controle turbidez CHX : 120uL BHI + 80uL clorexidina
Controle positivo: 100uL BHI + 20pL bactéria + 80uL clorexidina

Controle negativo: 100pl. BHI + 20uL bactéria + 80pL diluente (agua
de osmose reversa estéril)

Poco nao utilizado

Fonte: Elaboracéo prépria

Esquema de distribuicdo de pocos para teste de microdiluicdo em caldo. Legenda com

informacdes acerca dos grupos.

Os resultados da CIM e CBM foram considerados a partir de dados obtidos no

estudo, sendo determinada a concentracdo de 0,2 pug/ml. Sabendo que a concentragéo de 0,2

png/ml € a CIM e CBM e para evitar que o sensibilizador e a agua ozonizada apresentassem

efeito antimicrobiano, optou-se por trabalhar com a concentracdo de 0,02 pg/ml para que o
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fotossensibilizador sozinho ndo tivesse efeito sobre a viabilidade do isolado de A. baumannii
testado.

4.8 Avaliacéo da atividade da Terapia Fotodinamica Antimicrobiana e Ozonioterapia na

inibigdo de A. baumannii em discos de tubo endotraqueal

4.8.1 Preparo dos discos

Para os testes de susceptibilidade em biofilme foram confeccionados discos a partir
de tubos endotraqueal utilizado nos procedimentos de traqueostomia (COMPER-MEDIX, N7.0
COM BALAO). Os espécimes foram pré-cortados, em formato de disco com 6 mm de diametro,
com o auxilio de um perfurador de metal (Jocar Office) e utilizados para aderéncia das bactérias,
com a finalidade de simular uma situagdo mais proxima a encontrada na situacédo clinica onde
a amostra foi coletada. Além disso o material do tubo (PVC) é considerado um material
compativel com o 0zoénio, diminuindo os riscos de modificacdo (OZONESOLUTION, 2021).

Antes dos testes, os discos foram autoclavados a 121 °C em tubo Falcon de 50ml,

contendo 15ml de &gua de osmose reversa estéril.

Figura 6 — Discos de PVC
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4.8.2 Grupos experimentais

Os grupos de tratamento dos discos estdo descritos no quadro a baixo (Quadro 2).

Quadro 2 — Grupos de tratamento nos discos de PVC

Cadigo

Tratamento realizado

S+L+ (TFA +02)

Tratado 5 minutos em sensibilizador com O3z e 3 minutos em fonte de luz

S-L+ (TFA+OZ)

Tratado 5 minutos em agua ozonizada e 3 minutos em fonte de luz

S+L- (TFA+0Z)

Tratado 5 minutos em sensibilizador com O3

S-L- (02) Tratado 5 minutos em agua ozonizada

S+L+ (TFA) Tratado 5 minutos em sensibilizador e 3 minutos em fonte de luz
S-L+ (TFA) Tratado 5 minutos em H,0 e 3 minutos em fonte de luz

S+L- (TFA) Tratado 5 minutos em sensibilizador

S-L- (TFA) Tratado 5 minutos em H,O

CHX Tratado 5 minutos em Clorexidina 0,12%

H20 Controle do meio

0z Controle do meio

Fonte: Elaboragéo propria.

4.8.3 Crescimento do bhiofilme

Para o crescimento do biofilme 50pul da bactéria A. baumannii, foram inoculadas

em 5ml de BHI caldo em duplicata com um controle negativo. Em seguida foram incubadas em

estufa bacterioldgica durante 18 horas, a 37°C. Apos 18h, foi utilizado para o in6culo inicial

dos discos de tubo endotraqueal na propor¢ao de 100uL para cada 45mL de meio de cultivo.

Esse caldo preparado foi agitado e 2ml da suspenséo foram adicionados em cada pogo em placa

de 24 pocos de poliestireno estéril (Figura 6). Foram feitos controles de contaminag¢do sem o

indculo. Em seguida os discos estéreis foram transferidos do tubo Falcon para cada pogo com

0 auxilio de pinga clinica esteril.
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Figura 7 - Placa de 24 pocos
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Fonte: elaborag&o propria.
pocos demonstrando os grupos de tratamento TFA (S+L+, S+L-, S-L+, S-L-) e TFA+OZ (S+L+,
S+L-, S-L+, S-L-), além dos controles positivo e controle do meio.

As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica (Nova Instruments, NI 1523i)
a 37°C em anaerobiose durante 24h, 72h e 120h em repouso considerando os estagios de
crescimento e maturacao do biofilme. O meio de cultivo foi trocado diariamente sem adicao do

inéculo.

4.8.4 Tratamento dos biofilmes/discos

Apos a formacdo inicial do biofilme sobre os discos (24h, 72h e 120h) as placas
foram retiradas da estufa e submetidas aos diferentes tratamentos dentro da camara de fluxo
laminar (Filtracom, Valinhos, SP, Brasil). Os tratamentos foram iniciados pelos discos dos
grupos de tratamento com agua ozonizada — S+L+ (0Z), S-L+ (0Z), S+L- (OZ) e S-L- (0Z2),
OZ — seguido dos grupos S+L+ (TFA), S-L+ (TFA), S+L- (TFA), S-L- (TFA), CHX, H0.
Antes dos tratamentos os especimes de tubo endotraqueal foram lavados 3 vezes em solucéo de
NaCl a 0,89% com o auxilio de pinca clinica estéril, a fim de remover o biofilme fracamente

aderido. A seguir cada amostra foi submersa em novo pogo contendo 1 ml da solugéo do seu
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respectivo tratamento por 5 minutos, apos isso os discos foram transferidos para uma tampa de
vidro estéril com 5mm de altura para serem submetidos a luz. Os grupos com tratamento pela
luz foram irradiados com o aparelho Lince com comprimento de onda predominante de 630
nm, intensidade luminosa: 150 mW/cm2+10% e area de irradiacdo de 20mm por 3 minutos e
em seguida o biofilme de cada disco foi coletado com o auxilio de swab estéril (Olen®, modelo
K41-0201B), e transferido para microtubo eppendorf estéril contendo 1ml de NaCl a 0,89%

estéril, tendo a haste cortada com auxilio de tesoura iris reta (Quinelato®) estéril.

4.8.5 Analise microbioldgica do biofilme formado

Para a contagem microbiolégica, as amostras dos biofilmes formados foram
coletadas em microtubos eppendfors contendo 1 mL de solucdo de NaCl a 0,89% estéril. Esse
contetdo foi vortexado (Vortex AP-56, Phoenix Industria e Comércio de Equipamentos
Cientificos Ltda, Araraquara, SP, Brasil) e sonicado a 6 watts (Sonicador Digital Sonifer™ 450,
50/60Hz, 4A, Branson Ultrasonics Corporation, Danbury, EUA), com 3 pulsos de 15 segundos,
com intervalo de 15 segundos em banho de gelo entre eles. A suspensdo foi diluida em série
decimal (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000, 1:1000000) e plaqueada em duplicata
em placas de BHI Agar. Em seguida, foram incubadas em estufa a 37°C, por 12 horas.
Decorrido o tempo de incubacdo, a contagem das unidades formadoras de colonia (Ufc) foi
realizada e o numero de Ufc/mg de biofilme foi estabelecido ap6s a determinacéo do peso seco
de cada amostra (DUARTE et al., 2006).

4.8.6 Determinacao do peso seco do biofilme

Para a determinacdo do peso seco do biofilme de cada tratamento, inicialmente
etanol a -20°C foi adicionado a amostra 3 vezes do volume do puro e estes foram armazenados
na geladeira -20°C por 18h. Apds a precipitacdo do biofilme, o swab de cada tubo foi descartado
e foi realizada a centrifugacdo a 9000 rpm & 4°C durante 10 minutos (Eppendorf, 5415 R). Os
sobrenadantes foram descartados, e os “pellets” resultantes foram lavados com 1 mL de etanol
frio e transferidos para microtubos de 2ml identificados e pré-pesados (um para cada unidade
experimental). Em seguida, o contetdo foi novamente centrifugado, o excesso de alcool foi

cuidadosamente removido por pipetagem, e os microtubos foram colocados em um dessecador
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a vacuo com vacuémetro (Nalcon, R-0810) e bomba de vacuo (Tecnal, TE-058) a vacuo por

48h apds isso foram pesados novamente (DUARTE et al., 2006).

4.9 Analise estatistica dos dados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata com 0s respectivos
resultados categorizados em Microsoft Excel (Versdo 2019 para Windows). As unidades
formadoras de col6nias (Ufc) para as analises de biofilme apds 24h, 72h e 120h de formacéo
foram transformadas em Ufc logio, cOm 0 objetivo de reduzir a heterogeneidade de variancia.
A distribuicdo de normalidade foi verificada no teste estatistico Kolmogorov-Smirnov. Para
a analise de diferencas entre os grupos foi realizado teste de ANOVA com p0s-teste de

Tukey com nivel de significancia de 5% (p <0,05).
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5 RESULTADOS

O efeito dos tratamentos na viabilidade de biofilmes de A. baumannii in vitro com
24h de formacdo pode ser observado (Grafico 1). Os resultados demonstraram que 0 uso do
sensibilizador sozinho nos grupos S+L- (TFA) e S+L- (OZ), ou da luz sozinha nos grupos S-
L+ (0OZ) e S-L+ (TFA) ndo apresentaram diferenca estatistica significativa na formacao inicial
dos biofilmes por A. baumannii multidroga-resistente. Além disso, a reducdo nas contagens
para 0s grupos submetidos a TFA foram estatisticamente significativas (p<0,05), com
contagens no grupo S-L- (TFA) de 1,9 x 10** + 2,1 x 10 sendo reduzidas para 5,1 x 10® + 8,4
x 10® no grupo S+L+ (TFA) representando uma redugdo de mais de 5 logs. De maneira
semelhante, o tratamento S+L+ (OZ) promoveu uma contagem de 1,9 x 10! + 3,2 x 101!
representando uma reducdo de aproximadamente 5 logs com relacdo ao grupo néo tratado S-L-
(0Z) que apresentou contagens de 6,1 x 10%° + 9,3 x 10%° ap6s 24h de formacao dos biofilmes.
Além disso, como esperado, o tratamento com clorexidina 0,12% inibiu completamente a
formacdo de biofilme de A. baumannii no modelo testado. Adicionalmente ndo foram
encontradas diferenca significativa no uso da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana utilizando
o0 sensibilizador feito com &gua ou agua ozonizada. Sendo assim, o tratamento da TFA por 3
minutos (S+L+ TFA) foi capaz de reduzir significativamente a viabilidade das bactérias
presentes nos biofilmes de 24h.
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Gréfico 1 — Analise da susceptibilidade de biofilmes de A. baumannii com 24h

Suceptibilidade de biofilmes de A.
baumannii com 24h de formacao a TFA e OZ
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Fonte: elaboragéo propria.

Efeitos do tratamento da TFA e TFA+ S+L+ (0Z), S-L+ (0Z), S+L- (0Z) e S-L- (0Z), OZ — seguido dos
grupos S+L+ (TFA), S-L+ (TFA), S+L- (TFA), S-L- (TFA), e grupo controle CHX, na viabilidade de biofilmes
de A. baumannii com 24h de formacdo. Os dados representam valores médios (n =3). As barras de erro
representam o desvio-padrdo e os dados seguidos por letras diferentes sdo 0s que apresentaram diferenga
estatistica (p<0,05).

Os resultados para o teste de TFA e OZ sobre biofilmes de 72h estao representados
no Grafico 2. De maneira semelhante, a reducdo nas contagens dos biofilmes com 72h de
formacédo para os grupos submetidos a TFA foram estatisticamente significativas (p<0,05). As
contagens no grupo S-L- (TFA) de 1,4 x 10% + 1,7 x 10*® foram reduzidas para 3,9 x 108 + 4,4
x 10% no grupo S+L+ (TFA) representando uma reducdo de mais de 6 logs. A TFA com
Ozonioterapia promoveu uma redugdo um pouco menor com contagens de 1,0 x 10'® + 1,3 x
10%6 S-L- (0Z) sendo reduzidas para 3,1 x 101° + 5,0 x 10'° no grupo S+L+ (OZ). O tratamento
com clorexidina 0,12% inibiu completamente a formacao de biofilme de A. baumannii e ndo
foram encontradas diferenca significativa no uso da Terapia Fotodindmica Antimicrobiana

utilizando o sensibilizador feito om &gua ou agua ozonizada.
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Gréfico 2 — Analise da susceptibilidade de biofilmes de A. baumannii com 72h
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Fonte: elaboragéo propria.

Efeitos do tratamento da TFA e TFA+ S+L+ (0Z), S-L+ (0Z), S+L- (0Z) e S-L- (0Z), OZ — seguido dos
grupos S+L+ (TFA), S-L+ (TFA), S+L- (TFA), S-L- (TFA), e grupo controle CHX, na viabilidade de biofilmes
de A. baumannii com 72h de formagdo. Os dados representam valores médios (n =3). As barras de erro
representam o desvio-padrdo e os dados seguidos por letras diferentes sdo os que apresentaram diferenga
estatistica (p<0,05).

No grafico 3 é possivel observar os resultados para o teste em biofilmes de A.
baumannii com 120h de formacao. Nesse caso, 0s grupos que apresentaram melhores resultados
na inibigdo de biofilmes foram os tratamentos com CHX com contagens de 1,2 x 108 + 2,1 x
108 e o tratamento S+L+ (TFA) com contagens de 7,5 x 10°+ 5,4 x 10°. Embora n&o tenha sido
observada diferenca estatistica entre esses grupos, ambos representaram uma reducao
significativa em relagdo ao controle ndo tratado S-L- (TFA) que apresentou contagem de 4,9 x
10*+5,3 x 10'. Em biofilmes maduros com 120h de formago o tratamento S+L+ (OZ) diferiu
apenas do seu controle ndo tratado, tendo efeito semelhante ao encontrado para a luz e para o

sensibilizador utilizados isoladamente.
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Gréfico 3 — Analise da susceptibilidade de biofilmes de A. baumannii com 120h

Suceptibilidade de biofilmes de A.
baumannii com 120h de formac¢ao a TFA e
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Fonte: elaboragéo propria.

Efeitos do tratamento da TFA e TFA+ S+L+ (0Z), S-L+ (0Z), S+L- (0Z) e S-L- (0Z), OZ — seguido dos
grupos S+L+ (TFA), S-L+ (TFA), S+L- (TFA), S-L- (TFA), e grupo controle CHX, na viabilidade de biofilmes
de A. baumannii com 120h de formagdo. Os dados representam valores médios (n =3). As barras de erro
representam o desvio-padrdo e os dados seguidos por letras diferentes sdo os que apresentaram diferenga
estatistica (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

As infeccdes causadas por microrganismos multidroga-resistentes tornaram-se um
problema de satude no mundo, além disso, a necessidade de buscar novos métodos de tratamento
para esses microrganismos tem sido discutida frequentemente. Este experimento destinou-se a
estudar a acdo de terapias alternativas, Terapia Fotodinamica Antimicrobiana e Ozonioterapia,
para inibicdo de biofilme de A. baumannii, a partir de um isolado clinico, que apresentou
resisténcia a diversos antimicrobianos a saber, vancomicina, teicoplanina, ambos da classe dos
glicopeptideos, cefepima da classe das cefalosporinas, meropenem pertencente a classe dos f3-
lactamicos, polimixina, da classe dos polipeptidios, e que culminou no 6bito do paciente.

A. baumannii é considerado um dos patdégenos mais importantes causadores de
Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), e esta na lista de patdgenos prioritarios
do documento Global Priority List of Antibiotic-resistant Bacteria To Guide Research,
Discovery, And Development Of New Antibiotics, da Organizacdo Mundial da Satide — OMS
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017), como microrganismo critico, prioridade 1
para pesquisa e desenvolvimento de novos antibidticos. Os fatores de risco para colonizacéo e
infeccdo por A. baumannii incluem: longos periodos de internacéo, cirurgia recente, internacdo
em UTI, uso de cateteres e outros dispositivos invasivos, traqueostomia, ventilagdo mecanica,
dieta parenteral, prematuridade em recém-nascidos e terapia antimicrobiana prévia com
fluoroquinolonas, cefalosporinas de amplo espectro ou carbapenémicos (CDC, 2019). Esses
achados da literatura e dos 6rgdos de saude evidenciam a importancia de estudos como este.

O isolado de A. baumannii utilizado nesse estudo, é proveniente de um paciente que
estava em internacdo hospitalar na UTI, acometido de pneumonia associado a ventilacdo
mecanica e que apresentou resisténcia a diversas classes de antimicrobianos e carreava o gene
bla oxa-23. No estudo de revisdo de Ayukekbong, Ntemgwa e Atabe (2017) os autores buscaram
realizar um levantamento das possiveis causas de resisténcia antimicrobiana em paises em
desenvolvimento e estratégias para o controle, sendo apontadas a qualidade das drogas, a falha
na regulacdo do uso, a prescri¢do incorreta, a auto-medicacdo e a industria animal as possiveis
causas da resisténcia das bactérias. Entre as estratégias de controle e prevencgdo de infeccéo os
autores elencam a educacdo em saude, a vacinacdo, medidas de higiene e saneamento e ainda

terapias alternativas como as principais estratégias para esse grande problema de saide. Dessa
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forma podemos considerar a resisténcia antimicrobiana aos antibidticos do isolado utilizado no
estudo estar associado a alguns desses fatores citados anteriormente.

Os isolados do complexo Acinetobacter apresentam como 0s principais grupos de
carbapenemases do tipo OXA semelhantes a OXA-23, OXA-24/40, OXA-58, OXA-143 e a
OXA-51. Estes tipos de OXA intrinseco pode ser superexpresso e associado a resisténcia aos
carbapenémicos. No Brasil os isolados clinicos de Acinetobacter resistentes a carbapenémicos
costumam produzir OXA-23, estes dados s@o apresentados em alguns estudos em hospitais de
diferentes regides do pais (CARVALHO et al., 2009; FERREIRA et al., 2011; CORREA et al.,
2012; KOBS et al., 2016; SCHUERTZ et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2019), assim como a
presenca ao gene bla oxa-23 do isolado de A. baumannii desse estudo.

Além disso como citado mais acima, a cepa de A. baumannii foi proveniente de um
paciente internado em UTI, com diagnéstico de pneumonia associado a ventilagdo mecanica.
Duszynska e colaboradores (2020) realizaram um estudo prospectivo em um hospital
universitario na Polénia, dentre os dados apresentados no estudo desses pesquisadores o
patdgeno mais comum em casos de paciente com pneumonia associada a ventilagcdo mecanica
e em UTI foi Acinetobacter baumannii, compreendendo 53% e 31% do namero geral de
patdgenos, respectivamente. Esses dados corroboram com as condicGes clinicas do paciente,
que foi utilizado o isolado clinico para esse estudo.

No ano de 2017 a OMS divulgou uma lista global com diversas bactérias resistentes
a antibioticos. Os microrganismos presentes nessa lista incluem as bactérias ESKAPE, que
aparecem no topo, com alta prioridade de atencdo e controle. Nesse mesmo documento a OMS
chama a atencdo para a necessidade de desenvolvimento de novos farmacos e agentes que
possam minimizar os problemas causados pela resisténcia aos antibiéticos. Marturano e Lowery
(2019), afirmam que os patdgenos desse grupo estdo diretamente associados a periodos mais
longos de internacdo, aumento do custo de atendimento e mortalidade em comparacdo com
outros patdgenos. O CDC estimou que nos Estados Unidos os custos em salde apenas com
casos envolvendo A. baumannii chegou a cerca de U$ 281.000.000 no ano de 2017 (CDC,
2019). Isso justifica a necessidade de busca por terapias alternativas, que é o objetivo principal
desse estudo.

Os custos com a TFA e OZ em hospitais pode variar de acordo com a
disponibilidade dos equipamentos nos servicos de saude, haja vista que estes podem fazer parte

dos equipamentos disponiveis para uso na rotina clinica. O aparelho de luz Lince (MMO
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Tecnologia para Saude®) utilizado nesse estudo, foi desenvolvido para evidenciacdo e
tratamento de cancer de pele, fazendo parte de um dos equipamentos médicos ja disponiveis
em alguns hospitais. Apresenta um baixo custo quando comparado aos custos utilizados com
farmacos e internacGes causadas por patdgenos multidroga-resistentes (CDC, 2019).

Uma outra terapia alternativa que vem sendo estudada e tem apresentado efeitos
antimicrobianos em estudos laboratoriais e clinico é a Ozonioterapia (RANGEL, et al., 2022;
IZADI, et al., 2022). O interesse pela sua aplicacdo em ambientes hospitalares se da pela
disponibilidade do gas O para ser ozonizado e pelo baixo custo dos equipamentos geradores
do mesmo. Rangel e colaboradores (2022) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar a
concentracdo minima do gas ozénio (O3) necessarios para controlar e matar um conjunto de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas crescidas de forma plancténica sensiveis ou
multidroga-resistentes. Apesar de ndo terem observado reducdo na contagem de col6nia das
cepas estudadas, foi observada diminuigdo na viabilidade celular de alguns patégenos, sendo
um deles A. baumannii. Através dos resultados encontrados por Rangel e colaboradores surge
0 interesse e a necessidade de utilizar e pesquisar sobre a OZ neste estudo e em estudos futuros.

Em Odontologia o uso da Ozonioterapia vem sendo utilizado nas diversas areas
(BASTOS et al., 2022), um ensaio clinico randomizado de Rapone e colaboradores (2022) com
0 objetivo de comparar a Terapia Periodontal associada ao tratamento adjuvante com o uso de
0z0nio gasoso com a Terapia Periodontal tradicional (raspagem e alisamento coronoradicular),
para promover uma resposta a cicatrizacao tecidual, em pacientes saudaveis com periodontite
generalizada moderada ou grave, apds 3 ou 6 meses de tratamento os resultados demonstraram
uma melhora significativa nos individuos que foram submetidos a terapia com 0 0zénio gasoso
associado ao tratamento periodontal. Esses dados mostram a possibilidade do uso do 0zonio em
diferentes apresentacdes e com resultados clinicos satisfatorios, torna-se importante realizar
pesquisas laboratoriais para avaliar o uso da Ozonioterapia em diferentes microrganismos, ja
que sdo diversas as bactérias encontradas na cavidade oral, assim como na doenga periodontal.

No presente estudo, foi avaliado o efeito da TFA e da OZ na inibi¢&o de biofilmes
de A. baumanni, crescidos sobre discos de PVC oriundos de tubo endotraqueal em diferentes
tempos de formacgao (24h, 72h, 120h). Os resultados do presente estudo mostraram que o grupo
de tratamento utilizando apenas o sensibilizador ou apenas a luz ndo apresenta atividade
inibitdria contra o biofilme nos parametros testados (MARTINS ANTUNES DE MELDO, et al.,

2021). Adicionalmente, foi possivel observar que a TFA associada ou ndo a OZ apresentou
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efeito inibitério em todos os tempos de formacao do biofilme, desde os estdgios iniciais (24h)
até o biofilme maduro (120h). A partir do isolado clinico desse estudo foi possivel observar a
atividade inibitoria da TFA e da TFA associada a OZ, porém a TFA isolada apresentou
resultados mais satisfatorios, sendo assim, ndo ha a necessidade de associacdo das duas terapias
para que o efeito antimicrobiano desejavel acontega.

Este é o primeiro estudo utilizando a TFA com azul de orto-toluidina e associando
ao uso de agua ozonizada, para inibir biofilmes de A. baumannii. Figueiredo-Godoi e
colaboradores (2022) estudaram o efeito da TFA mediada por fotenticina e azul de metileno no
crescimento planctonico, biofilmes e infecgdes por queimaduras de Acinetobacter baumannii,
e encontraram resultados satisfatorios para TFA utilizando azul de metileno, que é um corante
bastante utilizado para essa finalidade, porém para o grupo de teste com fotenticina sobre 0s
biofilmes os autores observaram que a cepa apresentou resisténcia. Ja para os testes em culturas
plancténicas de A. baumannii os autores observaram reducgdo na quantidade de células viaveis.
Dessa forma € interessante realizar estudos futuros aplicando a mesma metodologia adotada
nesse estudo, mas, sobre culturas planctonicas.

E importante lembrar que j4 existe na literatura estudos que detectaram isolados de
A. baumannii em amostras da cavidade oral ou da regido orofacial (PEREIRA et al., 2019;
KIARI, MEDDAH, MEDDAMH, 2018). A. baumannii surgiu como um patégeno nosocomial
oportunista e representa um desafio clinico por causa de sua emergente resisténcia aos
antibidticos, as infec¢bes causadas por esse patdgeno podem ocorrer inclusive através da
corrente sanguinea. Pereira e colaboradores (2019) apresentam o relato de 2 casos de celulite
facial associada a infeccdo por A. baumannii, 0 mesmo deve ser considerado um patégeno

potencialmente multirresistente de interesse também para a Odontologia.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados desse estudo in vitro podemos concluir que:

- A TFA associada ou ndo a OZ apresentaram efeito inibitério em biofilme de A.
baumannii em diferentes dias de tratamento, exceto em 120h para o tratamento com OZ;

- A TFA sem associacdo a OZ apresentou os melhores resultados para inibigdo de
biofilmes de A. baumannii;

- Torna-se importante a realizacdo de mais estudos na area, utilizando outros
sensibilizadores, diferentes concentracGes, que possam contribuir para a discusséo abordada
nessa pesquisa.
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