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RESUMO

A perspectiva One Health reconhece a interligagdo entre salude humana, animal e
ambiental. A resisténcia antimicrobiana € um desafio global e afeta humanos e animais,
com impactos importantes. Neste estudo, foram investigadas as respostas de seis isolados
de Pseudomonas aeruginosa a duas formulagdes veterinarias antimicrobianas em
diferentes condi¢des de Demanda Bioguimica de Oxigénio (DQO) sobre a formacéao de
biofilme, motilidade e producéo de piocianina. Foram ao todo testadas 16 condicdes. A
hidrofobicidade da parece celular variou entre 91% e 110%. A producédo de piocianina
foi de 1,46 a 3,26 pg/L. O biofilme do isolado JVD 05 foi inibido em 83,3%, comparado
ao controle (0,15/0,12 mg/mL de florfenicol e sulfametoxazol+trimetoprima), no entanto,
a adesao aumentou nos isolados JVDO05 e JVDO07 na presenca do florfenicol isoladamente
(0,30 mg/mL). A DQO influenciou significativamente nos resultados. Quanto a
resisténcia antimicrobiana, observou-se que, em concentraces mais elevadas de
sulfametoxazol+trimetoprima (0,24 mg/mL) para o isolado JVD 05, houve niveis
significativos de resisténcia, especialmente em condi¢bes de DQO de 2.000 e 20.000
mg/L. A presenca de florfenicol (0,30 mg/mL) e a auséncia de
sulfametoxazol+trimetoprima mostraram resisténcia em comparag¢do com a condicao de
20.000 mg/L de DQO. No entanto, o baixo nivel de DQO, especificamente 400 mg/L,
ndo pareceu contribuir para a resisténcia. Além disso, na presenca de florfenicol (0,30
mg/mL), o isolado JVD 05 experimentou uma significativa redu¢do na motilidade apds
24 horas, com reducbes de 100% na motilidade swimming, 82,8% na motilidade
swarming e 77% na corrida twitching, em comparacdo com os controles. O florfenicol
promoveu a formacdo de biofilmes classificados como forte adesdo em dguas com maior
carga de matéria organica. Concentracdes elevadas de florfenicol resultaram em um
aumento significativo na adesdo de Pseudomonas aeruginosa.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, Florfenicol, Adesdo, Biofilme
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ABSTRACT

The One Health perspective acknowledges the interconnection between human, animal,
and environmental health. Antimicrobial resistance is a global challenge and affects
humans and animals with significant impacts. This study investigated the responses of six
isolates of Pseudomonas aeruginosa to two formulations of veterinary antimicrobials
under different Chemical Oxygen Demand (COD) on biofilm formation, motility and
pyocyanin production. There were tests 16 conditions. The hydrophobicity of the cell wall
ranged from 91% up to 110%. Pyocyanin production was between 1.46 up to 3.26 pg/L.
Biofilm of the isolate JVD 05 reduced 83.3% inhibition of biofilm with the combination
of 0.15/0.12 mg/mL of florfenicol and sulfamethoxazole-trimethoprim. Biofilm
adherence, however, increased for JVD 05 and JVD 07 when florfenicol was tested alone
(0.30 mg/mL). DQO has influenced significally in the results. Regarding antimicrobial
resistance, it was observed that at higher concentrations of sulfamethoxazole-
trimethoprim (0.24 mg/mL) for isolate JVD 05, there were significant levels of resistance,
especially under DQO conditions of 2,000 and 20,000 mg/L. The presence of florfenicol
(0.30 mg/mL) and the absence of sulfamethoxazole-trimethoprim showed resistance
compared to the condition of 20,000 mg/L DQO. However, the low DQO level,
specifically 400 mg/L, did not seem to contribute to resistance. Additionally, in the
presence of florfenicol (0.30 mg/mL), isolate JVD 05 experienced a significant reduction
in motility after 24 hours, with reductions of 100% in swimming motility, 82.8% in
swarming motility, and 77% in twitching, compared to controls. Florfenicol promoted the
formation of biofilms classified as strong adherence in waters with higher organic matter
load. Elevated concentrations of florfenicol resulted in a significant increase in
Pseudomonas aeruginosa adherence.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; Florfenicol; Adhesion; Biofilm
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1. INTRODUCAO

No contexto da satde pablica e da medicina veterinaria, a perspectiva One Health
reconhece a interconexdo entre a salde humana, animal e ambiental. Nessa perspectiva,
a resisténcia antimicrobiana é um desafio global que afeta humanos e animais, com
implicacdes significativas para a saude e o bem estar de ambos (Wang et al., 2023). A
resisténcia aos antimicrobianos é particularmente preocupante quando se trata de
infeccBes causadas por Pseudomonas aeruginosa, uma vez que essa bactéria demonstra
uma capacidade intrinseca de desenvolver resisténcia a uma ampla gama de agentes
antimicrobianos (Poole, 2011).

A resisténcia antimicrobiana é uma ameaca global a satde publica, e a utilizagao
de antimicrobianos na medicina veterindria desempenha um papel significativo na
disseminacéo e selecdo de isolados bacterianas resistentes (Kim; Ahn, 2022; Rousham et
al., 2018). Entre os antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria, florfenicol e
sulfametoxazol associada a trimetoprima sdo exemplos importantes, amplamente
empregados no tratamento de infeccbes bacterianas em animais de producdo e de
companhia (Chen et al., 2023; Wang et al., 2019).

P. aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa amplamente reconhecida por sua
versatilidade e capacidade de adaptar-se a uma variedade de ambientes, tornando-se um
patdgeno oportunista de importancia clinica significativa (Qin et al., 2022; Wood et al.,
2023). Ela é comumente encontrada no solo, agua e diversos habitats naturais, além de
ser um colonizador comum de superficies hospitalares e equipamentos médicos. Sua
prevaléncia e resisténcia a uma ampla gama de agentes antimicrobianos fazem dela uma
ameaca persistente, especialmente para pacientes imunocomprometidos, causando
infeccOes graves, incluindo pneumonias, infec¢bes do trato urinério e infecgdes de feridas
(Liao et al., 2022).

Uma das caracteristicas fundamentais que contribuem para a viruléncia e
persisténcia de P. aeruginosa é sua capacidade de formar biofilmes. Os biofilmes séo
comunidades microbianas complexas envolvidas por uma matriz extracelular de
polimeros, que conferem protecdo contra agentes antimicrobianos, como
antimicrobianos, e o sistema imunoldgico do hospedeiro (Ciofu; Tolker-Nielsen, 2019;

Tuon et al., 2022). A formacdo de biofilme facilita a persisténcia em ambientes hostis e
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contribui para a cronicidade das infecc¢des, tornando-as mais dificeis de tratar e erradicar
(Gellatly; Hancock, 2013).

Considerando que linhagens de P. aeruginosa manifestariam variacfes
fenotipicas em resposta a exposi¢do a antimicrobianos de uso veterinario, este trabalho
teve por objetivo avaliar a formacdo de biofilmes de isolados de P. aeruginosa expostos
a formulacdes antimicrobianas para uso veterinario. Esta abordagem esté alinhada com a
necessidade urgente de pesquisas que abordem a resisténcia a formulacdes de

antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Avaliar aspectos fenotipicos relacionados a formacdo de biofilmes de isolados
de Pseudomonas aeruginosa expostos a formulacdes de dois antimicrobianas para uso

veterinario.

2.2. Objetivos Especificos
e Isolar espécimes em amostras de agua de ambientes selvagens e hospitalar de P.
aeruginosa,;
e Extrair e quantificar a piocianina produzida pelos isolados;
e Auvaliar a hidrofobicidade da parede celular dos isolados;
e Efetuar testes de sensibilidade a antimicrobianos nos isolados;
e Classificar o tipo da adesao celular;

e Testar a interferéncia dos antimicrobianos sobre a motilidade.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria monoflagelada em forma de bastdo, com
teste de Gram, negativo e suas dimens6es sdo aproximadamente 0,5-1,0 um de largura e
1,0-1,5 um de comprimento (Abdull-Hussein; Atia, 2016). Comumente encontrada em
diversos ambientes, como solo, plantas e tecidos de mamiferos (Li; Wu, 2015). Sua
persisténcia no ambiente é notavel, multiplicando-se seja na agua, seja fixando-se em
variadas superficies (Ambreetha; Singh, 2023). Por conseguinte, a P. aeruginosa é
amplamente distribuida em cenérios naturais e artificiais, ocupando desde lagos até
ambientes hospitalares, bem como encanamentos e tubulagdes (Remold et al., 2011; Tuon
etal., 2022).

Além disso, P. aeruginosa destaca-se por sua habilidade de adaptacdo as
mudangas no ambiente, manifestando réapida resisténcia a antimicrobianos e exibindo
uma ampla gama de fatores de viruléncia. Alguns desses fatores séo: sintese de fenazinas,
cianeto de hidrogénio, sideréforos, ramnolipidios, polissacarideos, efetores de sistemas
de secrecdo tipo Ill, toxinas e enzimas liticas (Jurado-martin et al., 2021; Moradali et al.,
2017; Qin et al., 2022).

Sendo tdo bem adaptada a ambientes diversos e desafiadores, P. aeruginosa pode
decompor compostos persistentes e € altamente resiliente como microrganismo
ambiental, capaz de prosperar em ambientes com escassez de nutrientes e suportar uma
ampla variacdo de temperatura, desde 4 até 42 °C. Sua notavel adaptabilidade e habilidade
de se manter em oligotrofia permite que suas células sejam viaveis por até 6 meses em
superficies secas e ndo bioldgicas dentro de ambientes hospitalares (Diggle; Whiteley,
2020), porém ha registros de ao menos ter mantido a viabilidade por 5 anos em aguas
minerais engarrafadas (Legnani et al., 1999).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) destacou P. aeruginosa como uma
espécie prioritaria, para a qual novos antibidticos devem ser desenvolvidos visando
prevenir suas infec¢des (Tacconelli et al., 2018). Até o0 momento, a terapia antibiotica
empirica tem sido empregada para tratar casos de infecgdes por Pseudomonas
aeruginosa. No entanto, 0 uso excessivo de antibioticos nessa terapia pode resultar no
desenvolvimento de genes multirresistentes de P. aeruginosa, levando a falha no
tratamento antibidtico empirico contra essa bactéria (El Solh; Alhajhusain, 2009; Hirsch;
Tam, 2010; Park et al., 2012).
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P. aeruginosa também é conhecida por sua capacidade de produzir pigmentos.
Esses pigmentos desempenham papéis essenciais e especificos da fisiologia e
patogenicidade da bactéria. H& pelo menos seis tipos: fluoresceina (amarelo), pioverdina
(verde), piomelanina (marrom), aeruginosina A e B (vermelho-ferrugem) e piocianina
(azul). Os trés ultimos pigmentos mencionados pertencem a classe das fenazinas (Abu et
al., 2013; Sa-correia et al., 2012; Ferguson et al., 2017; Viana et al., 2017; Yin et al.,
2017).

A piocianina dissolve-se bem em cloroférmio e em &gua, sendo produzida
idealmente em um pH entre 7,4 e 8,4. Este composto é notavel por sua cor azul intensa e,
na sua forma oxidada, e mostra dois picos distintos de absor¢éo, entre 230 e 380 nm, e
um pico menor proximo de 700 nm, associados as formas protonada e desprotonada do
pigmento (Kurachi, 1958; Moayedi et al., 2017; Muller, 2011). A piocianina € um
metabolito secundario com atividade redox, cuja estrutura molecular € identificada como
5-metil-1-hidroxifenazina. Este composto é mais produzido na fase estacionéria tardia do
crescimento bacteriano (Marrez; Mohamad, 2020).

A piocianina é um fator de viruléncia nas linhagens de P. aeruginosa,
contribuindo para a patogenicidade da bactéria, com capacidade de extrair ferro do
ambiente extracelular. Ela é importante no metabolismo do ferro, participando em
processos de reducdo que ajudam a liberar ferro da transferrina. Este pigmento sollvel
em agua também pode ser toxico para diversos Orgdos, pois gera espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Hassan; Fridovich, 1980; Jayaseelan et al., 2014; Little et al., 2018).

A piocianina contribui para a liberagdo de DNA extracelular (¢€DNA) no ambiente,
0 que aumenta a interacdo entre células. 1sso ocorre devido a mudancas nas caracteristicas
da superficie celular e nas interacGes fisico-quimicas, aspectos cruciais para a formacao
e estabilidade de biofilmes (Das; Manefield, 2012). O complexo formado entre piocianina
e eDNA afeta a hidrofobicidade celular, facilitando a criacdo de condic¢des propicias para
0 desenvolvimento de biofilmes mais resistentes (Sismaet et al., 2014). O pigmento
desempenha um papel crucial na respiragdo celular, pois um aumento na concentracao de
piocianina leva a um incremento na absorcdo de oxigénio pela célula. Adicionalmente,
ele atua como um sinalizador fisioldgico para a ativacao de genes dos sistemas de quorum
sensing (QS) durante a fase estacionaria do crescimento bacteriano (Cox, 1986). Outra

vantagem importante da expressdo da piocianina e de outras fenazinas ativas
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intermediarias da sintese de piocianina ¢ o fato do estresse oxidativo fornecer uma
estratégia comum no mundo microbiano (Castafieda-Tamez et al., 2018).

Ademais, a resiliéncia aos agentes antibidticos ndo parece estar correlacionada
com a producéo de piocianina. As discrepancias no padréo de resisténcia indicam que P.
aeruginosa emprega mecanismos multifacetados de maneira concomitante. Contudo, as
linhagens que demonstram producao de piocianina tendem a exibir uma maior incidéncia
de resisténcia a uma variedade de farmacos, bem como uma maior quantidade de
caracteristicas virulentas, quando comparadas as linhagens que ndo produzem
(Goncalves; Vasconcelos, 2021).

Como um patogeno oportunista multifacetado, P. aeruginosa possui a capacidade
de desencadear infeccGes agudas e crbnicas, com potencial letal, especialmente em
individuos com comprometimento do sistema imunoldgico, como aqueles com cancer,
apos procedimentos cirurgicos, vitimas de queimaduras graves, portadores do virus da
imunodeficiéncia humana, doencas pulmonares crénicas e implantes cirdrgicos (Abadi et
al., 2019; Gale et al., 2015; Gomila et al., 2018; Li; Wu, 2015), destaca-se como um dos
principais agentes patogénicos hospitalares, impactando pacientes internados e
demonstra intrinseca resisténcia a uma diversidade significativa de antimicrobianos
(Ambreetha; Singh, 2023), pode causar infec¢es em diversos tecidos humanos, incluindo
ceratite, otite, foliculite, osteomielite, pneumonia, endocardite, infeccdo do trato urinario
e infeccdo de feridas (Doustdar et al., 2019; Rosenthal et al., 2020). No ano de 2017, a P.
aeruginosa foi identificada como uma das bactérias de maior ameaca a vida, sendo
designada como um patdgeno prioritario para pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos pela Organizacdo Mundial da Saude (Who, 2017).

Do ponto de vista ecoldgico, P. aeruginosa pode adotar dois modos de vida
distintos: vida planctonica e vida séssil. O estado plancténico é encontrado em culturas
liquidas, enquanto, na natureza ou em superficies sintéticas, essa bactéria pode formar
aglomerados aderentes, caracterizados por uma secre¢do de matriz adesiva e protetora,
resultando em rearranjos permanentes. Esse agrupamento aderente € denominado por
biofilme e neste trabalho sera definido como o aglomerado celular que representa uma
comunidade bacteriana adaptada que responde a ambientes menos propicios ao
crescimento na forma plancténica (Filloux; Vallet, 2003; Vu et al., 2009). Em
complemento, P. aeruginosa é o modelo de estudo para a formacao de biofilmes (Tuon

et al., 2022), como descrito na proxima sec
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3.2. Biofilmes

A habilidade de colonizar biofilmes é um tragco comum as bactérias. Essas
estruturas sdo comunidades multicelulares unidas por uma matriz extracelular. A
organizagdo em biofilmes é comum em ambientes naturais, industriais e hospitalares. Os
biofilmes podem ser patogénicos e tém a capacidade de liberar toxinas no ambiente
circundante. Os biofilmes também se formam em tratos digestivos de humanos e animais,
em filtros de tratamento de 4gua e em corpos d'agua, muitas vezes de maneira simbidtica,
contribuindo para a contaminacao da agua utilizada em processos industriais e causando
bioincrustacao, afetando negativamente a qualidade higiénica da agua potavel (Costerton,
1981; Flemming, 2011; Flemming; Wingender, 2011).

Os biofilmes apresentam uma grande heterogeneidade em sua estrutura,
morfologia e fisiologia tridimensional. Segundo Evans et al. (2020) e Franklin; Stewart
(2008), a morfologia do biofilme varia amplamente, podendo ser lisa, plana, aspera ou
filamentosa. Como descrito por Flemming; Wingender (2010), caracteristicas chave da
estrutura madura de um biofilme incluem poros, canais para troca de gases e nutrientes,
e regibes densas de células compactadas (Lawrence et al., 1991, Robinson et al., 1984;
Stoodley et al., 1994). A morfologia e a composi¢éo estrutural dos biofilmes contribuem
para a formacdo de uma variedade de arquiteturas, desde formas planas e indiferenciadas
e até macrocol6nias semelhantes a cogumelos (Chung et al., 2014; Klausen et al., 2003).
A matriz dos biofilmes de P. aeruginosa é predominantemente constituida por
polissacarideos, proteinas, DNA extracelular e lipidios, sendo variavel de acordo com a
linhagem bacteriana, assim como as condic¢des de crescimento e a maturidade do biofilme
(Pamp; Tolker-Nielsen, 2007). Muitas linhagens tém a capacidade de produzir trés
tipos de exopolissacarideos - Pel, Psl e alginato - que desempenham um papel crucial na
formagéo do biofilme, atuando como componentes estruturais da matriz (Hoiby et
al., 1974; Matsukawa; Greenberg, 2004; Overhage et al.,, 2008). Além dos
exopolissacarideos, diversas proteinas como o pili tipo 1V, fimbria, adesinas,
lectinas e fibras amildides também podem fazer parte da matriz do biofilme de P.
aeruginosa (Borlee et al., 2010; Diggle et al., 2006; Dueholm et al., 2013; Giltner et al.,
2006; Kolter; O'Toole, 1998). Adicionalmente, o DNA extracelular (eDNA)
desempenha um papel significativo como componente essencial da matriz nos biofilmes
de P. aeruginosa, a ruptura das células libera DNA no ambiente, e esse DNA

extracelular (¢€DNA) é um componente vital dos
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biofilmes (Allesen-Holm et al., 2006; Whitchurch et al., 2002). A lise celular pode ser
desencadeada por estresses ambientais, como tratamento antimicrobiano, através da
atividade endolitica da enzima Lys, que é codificada nos agrupamentos de genes R- e F-
piocina. além disso, ha evidéncias que sugerem o envolvimento dos ramnolipidios na
formag&o de microcolonias em P. aeruginosa (Turnbull et al., 2016).

A forma como as bactérias formam biofilmes variam e dependem das condi¢cbes
ambientais e das caracteristicas especificas de cada linhagem (Dutt et al., 2022). Esse
modo de crescimento permite que as células permanecam préximas aos nutrientes,
facilitem a troca de material genético e oferecam protecdo contra diversos estresses
quimicos e ambientais (Davey; O’toole, 2000).

Biofilmes microbianos sdo identificados em diversas superficies, como
dispositivos médicos, implantes dentérios, materiais de sutura, cateteres, tecidos humanos
e animais. Eles também sdo encontrados em ambientes aquaticos, estruturas umidas,
sejam em condicBes naturais, sejam artificiais, além de se desenvolverem nas raizes de
plantas, podendo desencadear doencas e liberar toxinas na matriz circundante (Donlan,
2002; Percival et al., 2011). Adicionalmente, os biofilmes sdo encontrados nos tratos
gastrointestinais humanos e outros animais, bem como em filtros de aguas residuais ou
corpos aquaticos (Costerton et al., 1981). Eles sdo mais comuns em ambientes naturais e
sdo frequentemente responsaveis por desencadear infeccbes em humanos e animais
devido & sua resisténcia aos antimicrobianos (Mah, 2012; Singh et al., 2000).

A matriz extracelular fornece suporte estrutural e protecdo para as bactérias
presentes nos biofilmes (Haussler; Parsek, 2009). Além disso, ela desempenha um papel
em diversos outros processos, como aderéncia a superficies, comunicacdo entre células e
tolerancia (Vetrivel et al., 2021). Ela age como um suporte estrutural para a adeséo a
superficies, sejam bidticas, sejam abioticas, e serve como reflgio para bactérias durante
condicBes adversas, por exemplo, exposicao a antimicrobianos e as respostas imunes do
hospedeiro. Adicionalmente, ela fornece uma diversidade de recursos compartilhados,
incluindo nutrientes essenciais, enzimas e proteinas citosolicas, beneficiando a
comunidade de biofilmes. Essa matriz também desempenha um papel fundamental na
comunicagdo entre as células (Jackson et al., 2004; Ryder et al., 2007; Strempel et al.,
2013). Ademais, em biofilmes de P.aeruginosa a matriz é composta de trés

exopolissacarideos - Psl, Pel e alginato (Billings et al., 2013; Ghafoor et al., 2011). O
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desenvolvimento do biofilme passa por cinco etapas distintas como apresentadas na

Figura 1.

Figura 1 — Representacdo do ciclo de desenvolvimento do biofilme de Pseudomonas
aeruginosa
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Fonte: Guzmén-Soto et al. (2021) — (1) Fixacdo inicial (adsorcéo); (2) Forte adesdo e colonizagdo de
superficie (monocamada); (3) Desenvolvimento inicial (microcolénias); (4) Maturacdo (macrocolénias);
(5) Dirperséo.

Tudo se inicia com as células bacterianas que se fixam a uma superficie usando
apéndices celulares como flagelos e pili tipo IV (Kolter; O’toole, 1998; Klausen et al.,
2003). O movimento limitado dos flagelos é sugerido como mediador da motilidade e da
biossintese de exopolissacarideos necessarios para a adesao a superficie (Hickman et al.,
2005). Essa adesdo é reversivel. Logo apoés, as células bacterianas transitam de uma
ligacdo reversivel para uma irreversivel. Na proxima etapa: ocorre a propagacao das
bactérias aderidas, formando uma estrutura mais organizada chamada de microcolonias.
Conseguinte, essas microcoldnias se desenvolvem em estruturas tridimensionais
extensas, semelhantes a cogumelos, marcando a maturagdo do biofilme. Na Gltima etapa:
no ndcleo da microcoldnia, ha ruptura da matriz pela autolise celular para liberar células
dispersas (Ma et al., 2009), seguida pela transi¢cdo das células sesseis para 0 modo de
crescimento plancténico, semeando espacos ndo colonizados (Etapa V1), permitindo o
ciclo de formacdo do biofilme se repetir (Rasamiravaka et al., 2015).

A etapa final no desenvolvimento do biofilme é o desprendimento. Diversos

mecanismos de descolamento foram descritos, tais como eroséo, descamacéo e dispersao
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(Kim; Lee, 2016). Esse desprendimento do biofilme marca a transicdo das células do
biofilme para 0 modo de crescimento planctonico (Rumbaugh; Sauer, 2020), levando as
células a se fixarem em outras superficies biomoleculares ou a iniciar um novo ciclo de
desenvolvimento do biofilme, porém ndo é um fendmeno meramente passivo. A estrutura
dos biofilmes formados é influenciada pela motilidade, com biofilmes planos resultantes
de bactérias altamente moveis, enquanto os biofilmes em forma de cogumelo séo gerados
por células com baixa motilidade. A taxa de motilidade foi mostrada como sendo

especifica ao nutriente (Shrout et al., 2006).

3.3. Abordagem One Health

"One Health" é uma abordagem de Sadde Unica global que reconhece a
interconexdo da salde humana e animal com o ecossistema em que coexistem (Aslam et
al., 2021). A evolucdo e a preservacdo da Terra sdo sustentadas por uma interacdo
simbiodtica multiespécies e 0 ecossistema compartilhado (Amuasi et al., 2020).
Consequentemente, a antecipacdo de desafios de saude globais e possiveis pandemias
futuras requer uma atencéo especifica para compreender as complexidades das interagdes
entre seres humanos, vida animal, ecossistemas e a diversidade de sistemas agricolas,
abordando seus niveis de biosseguranca, prevencao de doencas e resposta rapida a surtos
(Aarestrup et al., 2021).

Considerando a relevancia e a interconexdo dos componentes humanos, animais
e ambientais na resisténcia aos antimicrobianos, € justificavel abordar essa questdo sob a
perspectiva da abordagem "Uma sé Saude" (Mcewen; Collignon, 2018). A abordagem
"One Health" tem o potencial de estabelecer conexdes e canais de comunicacdo entre
diferentes setores, promovendo a colaboracdo na pesquisa, no desenvolvimento, na
implementacdo de programas, politicas e legislacao.

E relevante observar que os corpos de dgua doce, que recebem descargas de aguas
residuais, desempenham o papel de reservatérios de agua potavel e podem ser utilizados
como zonas recreativas (Baquero et al., 2008). A disseminacdo facilitada de bactérias
altamente resistentes do ambiente para seres humanos e animais representa um fator
significativo (Mouiche et al., 2019). Os ecossistemas de agua doce sdo considerados
locais naturais suscetiveis a contaminagao por antimicrobianos provenientes de diversas
fontes, como escoamento de fertilizantes, descarga de aguas residuais e infiltracdo de

atividades agricolas proximas. A presenca de antimicrobianos no ambiente, combinada
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com a elevada concentracdo de bactérias ativas na agua doce, favorece o surgimento e
desenvolvimento de genes de resisténcia aos antimicrobianos (Chen et al., 2017; Marti et
al., 2014).

De acordo com Chen et al. (2006); Li (2014) diversos agentes antimicrobianos
ndo sdo completamente metabolizados durante o tratamento terapéutico, resultando na
estimativa de que de 30 a 90% sdo excretados como compostos ativos na agua residual.
Isso ocasiona a deteccdo generalizada de diversas classes de antimicrobianos em varias
instalagOes de tratamento de aguas residuais urbanas e nos ambientes receptores ao redor

do mundo.

3.4. Antimicrobianos e desenvolvimento da resisténcia microbiana

Os antimicrobianos representam poluentes organicos persistentes que tém
despertado preocupagdo emergente devido aos seus reconhecidos efeitos de longa
duragdo no ecossistema. Consequentemente, a resisténcia antimicrobiana (RAM) deve
ser vista como um fendmeno natural ao qual qualquer antibidtico contribui. A ameaca da
resisténcia antimicrobiana (RAM) € principalmente atribuida ao uso excessivo e
inadequado de antimicrobianos, frequentemente sem necessidade ou sem prescricao
médica. Adicionalmente, 0 uso de antimicrobianos em animais (sejam eles de producéo
alimentar, domésticos ou exdticos) tem contribuido significativamente para a selecéo e
propagacdo de bactérias resistentes (Varela et al., 2021; Von wintersdorff et al., 2016).
Os agentes antimicrobianos sdo considerados um elemento essencial na criacdo e
propagacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos (ARB) e genes de resisténcia
antimicrobiana (ARGs) (Guo et al., 2022; Wang et al., 2020).

A Organizac¢do Mundial da Satde (OMS) classifica a resisténcia antimicrobiana
(RAM) como "uma das dez maiores ameacas a saude publica global”, com projecdes
indicando que até 2050 podera ser responsavel por mais de 10 milhdes de mortes anuais,
resultando em uma perda econémica superior a 100 trilhGes de délares em escala mundial
(Brogan; Mossialos, 2016). A epidemiologia da resisténcia antimicrobiana (RAM) ¢
multifacetada e vai além da mera quantidade total de antimicrobianos consumidos, sendo
influenciada por diversos fatores. A propagacdo horizontal de genes de resisténcia a
antimicrobianos (ARGsS), inadequacdes no saneamento, deslocamentos populacionais e o
comeércio de animais vivos e produtos carneos sdo apenas alguns exemplos (Caneschi et

al., 2023). Além disso, existe uma relacdo intricada entre o uso inadequado de
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antimicrobianos e a evolucdo e propagacdo da resisténcia aos antimicrobianos na
microbiota humana, vegetal, animal e ambiental (Figura 2) (Ribeiro et al., 2018,). O uso
excessivo de antimicrobianos pode acelerar o aparecimento de bactérias e genes
resistentes aos antimicrobianos, diminuindo assim a eficicia terapéutica desses
medicamentos contra patdgenos em humanos e animais (Eze et al., 2018; Higuera-
Llantén et al., 2018). Portanto, a progressdo da resisténcia aos antimicrobianos esta
associada as pressdes seletivas resultantes do uso indiscriminado desses medicamentos
(He et al., 2018).

Figura 2 — Elementos que influenciam a resisténcia aos antimicrobianos (ABR) dentro
do contexto da abordagem One Health.
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Fonte: Adaptado de Ahmad et al. (2023) — (1) O uso de antimicrobianos na pecuéria, agricultura e
medicina veterinaria promove o desenvolvimento de genes de resisténcia, em animais (2) sdo excretados
no ambiente, que por sua vez contaminam aguas, redes de esgoto e solo (3) ao chegar no ambiente leva
ao contato com o ser humano (4) os genes podem ser transmitidos diretamente para os seres humanos
por meio de produtos e alimentos contaminados (5) o uso indiscriminado de antimicrobianos na satde
humana contribui para a disseminagdo da resisténcia em ambientes hospitalares (6) com potencial
subsequente de propagacéo para a comunidade.

3.5. Impacto dos medicamentos antimicrobianos usados na medicina veterinaria na

Resisténcia Antimicrobiana (RAM)
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Na area da medicina veterinaria, P. aeruginosa foi identificada em cées com uma
variedade de condi¢bes, incluindo otite externa crbnica, pioderma, conjuntivite,
septicemia, infeccbes do trato urinario inferior, pneumonia e endocardite bacteriana
(Degi et al., 2010). Os medicamentos antimicrobianos utilizados na medicina
veterinaria, frequentemente pertencem as mesmas classes dos antimicrobianos utilizados
em humanos, como demostrado no Quadro 1, havendo uma consideravel sobreposicao,
isto é, de antimicrobianos empregados para diversos propositos (Who, 2017). Por
exemplo, bactérias presentes em animais tratados com antimicrobianos podem
desenvolver resisténcia a essas substancias, e tais bactérias, portadoras de genes de
resisténcia, tém potencial de ser transmitidas dos animais para 0s seres humanos.
Devido a sobreposicao no uso de antimicrobianos ha uma preocupacéo crescente de que
0 uso extensivo desses medicamentos em uma populacdo possa contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos utilizados na outra (Rahman;
Hollis, 2023; Tang et al., 2017).

Os antimicrobianos empregados em medicamentos veterinarios ultrapassam cerca
de duas vezes o volume utilizado em humanos. Notavelmente, a producdo pecuéria,
englobando suinos, bovinos e aves, representa a maior parte dessa aplicacdo na pecuaria
(Kim; Ahn, 2022). Na agricultura, os antimicrobianos desempenham um papel
significativo no controle de doencas, agindo como agentes biocidas na producdo de
culturas e plantas ornamentais. Além disso, em alguns paises, existe a liberacdo para o
uso como fatores de crescimento na criacdo de animais voltados para a producéo de carne,
leite ou ovos, como porcos, gado, aves e peixes (Silbergeld et al., 2008).

No Brasil, existem regulamentacfes que proibem o uso de antimicrobianos com
tal finalidade, como a Instrucdo Normativa MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento) n° 17, de 18 junho de 2004; que proibe a administracdo, por qualquer
meio, na alimentacdo e producdo de aves, de substancias com efeitos tireostaticos,
androgénicos, estrogénicos ou gestagénicos, bem como de substéancias 3-agonistas, com
a finalidade de estimular o crescimento e a eficiéncia alimentar; a Instru¢cdo Normativa
SDA/MAPA n° 35, de 14 novembro de 2005, proibe a fabricacdo, a importagdo, a
comercializacdo e 0 uso de produtos destinados & alimentacdo animal contendo a
substancia quimica denominada Carbadox e a Instru¢cdo Normativa SDA/MAPA n° 34,
de 13 setembro de 2007 — que proibe o registro e a autorizacdo para a fabricacédo, a

importacdo, a comercializacdo e para o uso de produtos destinados a alimentacdo animal
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contendo a substancia quimica denominada Violeta Genciana (Cristal Violeta), com a
finalidade de aditivo tecnologico antifungico, sdo normativas da legislacdo brasileira,
com o intuito de controlar o uso de antimicrobianos em animais (MAPA, 2021). A mais
recente atualizagéo foi realizada por meio da Instru¢cdo Normativa n° 1, de 13 de janeiro
de 2020, emitida pelo MAPA, que revisou a relagdo de aditivos melhoradores de
desempenho ndo autorizados: que proibe em todo o territério nacional a importacao,
producdo, comercializacdo e uso de aditivos melhoradores de desempenho contendo os
antimicrobianos tilosina, lincomicina e tiamulina, classificados como essenciais na
medicina humana.

Os antimicrobianos podem entrar no ambiente por diversas fontes, tais como
residuos provenientes de atividades humanas, praticas veterinarias e residuos gerados
pela pecuéria (Gillings, 2013). Antimicrobianos sdo administrados a animais produtores
de alimentos para diversos propositos, como uso terapéutico, metafilatico, profilatico e,
também, como promotores de crescimento. Este ultimo envolve a administracdo de doses
baixas (subterapéuticas) de antimicrobianos na racao ou na dgua ao longo de um periodo
prolongado para aprimorar o crescimento e a eficiéncia da producdo. Apesar de terem
sido proibidos como promotores de crescimento na maioria dos paises, 0S
antimicrobianos ainda sdo extensivamente empregados para essa finalidade em regifes
especificas (Anh et al., 2021; Canton et al., 2021; Hassan et al., 2018; Muaz et al., 2018).
O uso excessivo e descontrolado pode levar a presenca de niveis baixos e subinibitorios
do composto nos tecidos e intestinos dos animais tratados, conforme descrito por Lim et
al. (2020), assim como no ambiente, conforme observado por Khan et al. (2013).

Adicionalmente, a disseminacdo de Genes de Resisténcia a Antimicrobianos
(ARB) para humanos através de produtos de origem animal tem sido observada por mais
de trés décadas, especialmente em situacdes em que os agricultores hospedam ARB
semelhantes aos encontrados na microbiota intestinal dos animais de fazenda, como
destacado por Bartlett et al. (2013).
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Quadro 1 — Classes de principais antimicrobianos empregados em animais

CLASSE DE ANTIBIOTICO

ACAO

APLICACOES

Antimicrobianos de importancia critica- prioritarios

Cefalosporina de
32 e 42 geracao

Cefoperazona;
Ceftriaxona; Cefovecina,
Cefquinoma (uso

veterinario: Ceftiofur)

Inibem a sintese da
parede bacteriana e
provocam a morte do
microrganismo.

A maioria dos bacilos Gram-
negativos,  principalmente
Enterobacteriaceae.
Mannheimia, Actinobacillus
pleuropneumoniae,

Pasteurella multocida,
Salmonella choleraesuis,
Haemophilus e
Streptococcus.

Macrélideos Eritromicina; Inibe as bactérias por | Bactérias aerébias Gram-
Espiramicina; (uso sua ligacéo a | positivas. contra patégenos
veterinario: subunidade 50S | respiratorios como
Tulatromicina; Tilosina; | ribossomal e  pela | Pasteurella multocida,
Tilmicosina) inibicio da sintese | Mannheimia haemolytica e

proteica bacteriana Histophilus somni.
Clostridium e
Campylobacter sdo
normalmente sensiveis,
Lawsonia intracellularis é
sensivel.

Polimixinas Colistina Interagem com o | A maioria dos bacilos
fosfolipidio da | aerdbios  Gram-negativos,
membrana celular. Sdo | Pseudomonas aerugiosa,
capazes de penetrar a | Acinetobacter spp.
membrana celular de
bactérias e romper sua
estrutura.

Quinolonas Ciprofloxacina; Age pela inibicdo da | Staphylococcus, Escherichia

Norfloxacina; (uso
veterinario:
Enrofloxacing;
Danofloxacina;
Marbofloxacina)

DNA girase na bactéria
inibindo a sintese de
DNA e RNA.

coli, Proteus, Klebsiella e
Pasteurella. A Pseudomonas
aeruginosa é
moderadamente sensivel ao
antimicrobiano,

Antimicrobianos de importancia critica- Elevada prioridade

Aminoglicosideos | Gentamicina; Inibe a sintese da | Staphylococcus e bacilos
Estreptomicina; proteina bacteriana por | Gram-negativos das
Apramicina; Neomicina | meio da sua ligacdo ao | Enterobacteriaceae.
ribossomo 30S
Ansamicinas Rifampicina; Rifaximina | Inibe a sintese de RNA | Gram-positivas
bacteriano (Staphylococcus spp.,
Mycobacterium spp.,
Haemophilus spp., Neisseria
spp. e Chlamydia spp.
Penicilinas Penicilina; Ampicilina, Inibe a sintese da | Streptococcus e
Amoxilicina; parede celular | Staphylococcus ndo
Amoxilicina x Acido bacteriana. produtores de beta-

clavulanico; Ticarcilina

lactamase, além de outros
cocos e bacilos Gram-
positivos, algumas espécies
de Proteus, Pasteurella
multocida e Histophilus.

Antimicrobianos de elevada importancia
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Anfenicois

Uso veterinario:
Florfenicol

Estd envolvido na
inibicdlo da  sintese
proteica, por meio da
ligagdo a ribossomos.

todos 0S organismos
sensiveis ao cloranfenicol,
bacilos Gram-negativos,
cocos  Gram-positivos e
micoplasma.

Cefalosporinas
de 1%e 2% geragdo

Cefalexina; Cefalotina;
Cefazolina

Inibem a sintese da
parede bacteriana e
provocam a morte do
microrganismo

espécies de Streptococcus e
Staphylococcus e alguns
bacilos Gram-negativos,
como

Pasteurella, Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae,

Lincosamidas

Clindamicina; (uso
veterinario: Pirlimicina)

Inibe a sintese proteica
bacteriana por inibicéo
ribossomal

principalmente contra
bactérias

Gram-positivas, como
Staphylococcus,
Streptococcus e bacilos
Gram-positivos, como

Corynebacterium.

Sulfonamidas Sulfadiazina; Competem com o acido | Bactérias ~ Gram-positivas,
Sulfametazina; para-aminobenzoico Gram-negativas e alguns
Sulfatiazole (PABA) pela enzima | protozoarios
gue sintetiza o é&cido
diidrofélico bacteriano
Sulfonamidas e Sulfametoxazol + Os sulfonamidas séo | Gram-negativas e Gram-

Diaminopiridinas | trimetropim inibidores competitivos | positivas
da sintese do
dihidrofolato. A
trimetoprimainibe a
enzima di-hidrofolato
redutase.
Tetraciclinas Tetraciclina; ligar-se a subunidade | Possui um amplo espectro de
Oxitetraciclina; ribossomal 30S e inibir | acdo, incluindo bactérias,
Doxiciclina a sintese da proteina | alguns protozoarios,

bacteriana

Rickettsia e Ehrlichia.

Fonte: adaptado de OIE (2015); Papich (2012); Who (2019).

O florfenicol, € um antibidtico de amplo espectro, visto que sua presenga no

ambiente, resulta em um impacto inevitdvel sobre os microrganismos, conforme

documentado por Kim et al., (2022), este antibidtico é particularmente prevalente no setor

de aquicultura, sendo um dos mais utilizados globalmente (Norambuena et al., 2013). O

florfenicol é um antimicrobiano analogo fluorado do cloranfenicol e tianfenicol (Park et

al., 2012). O mecanismo de acdo do florfenicol baseia-se na inibi¢do da sintese proteica

por meio da ligacdo a fracdo 50S do ribossomo bacteriano (Orlando et al., 2016).

Este antibidtico demonstra alta atividade contra patdgenos respiratérios primarios,

incluindo Mycoplasma spp., Pasteurella multocida e Actinobacillus pleuropneumoniae,

frequentemente associados a doencas respiratorias em animais de criagdo (Yang et al.,

2023). O florfenicol tambem ¢ utilizado no tratamento de infeccdes em peixes, devido ao

seu espectro, abrangendo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo, mas ndo
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se limitando, Aeromonas salmonicida, A. hydrophyla, Flavobacterium psychrophilum,

Yersinia ruckeri e Vibrio anguillarum (Carraschi et al., 2011).

Figura 3 — Estrutura quimica do florfenicol

Cl

Cl

Fonte: Yang et al., (2023)

Na China, o uso de florfenicol na aquicultura é particularmente extensivo,
atingindo um volume anual de cerca de 10.000 toneladas (Qiao et al., 2018; Zhang et al.,
2015). Assim, considera-se o florfenicol um dos antimicrobianos mais usados
exclusivamente em animais (Li et al., 2013). Devido a seu alto consumo, descarga no
meio ambiente e persisténcia, o florfenicol foi frequentemente detectado em diversos
ambientes aquaticos (Dong et al., 2016; He et al., 2018).

A sulfametoxazol (4-amino-N-(5-metil-3-isoxazolil) benzenossulfonamida) é um
representante chave das sulfonamidas, e atualmente é o medicamento mais empregado
dessa categoria, tornando-se uma das substancias mais frequentemente encontradas no
ambiente (Hanna et al., 2018; Loos et al., 2018).

As sulfonamidas sdo excretadas parcialmente em sua forma original,
principalmente através da urina (Prescott, 2013). A presenca destes compostos em
diversas matrizes aquaticas ambientais foi amplamente documentada em varias regides
ao longo das ultimas décadas na entrada e saida de estacdes de tratamento de esgotos

(ETE), em paises como Alemanha, Portugal e Quénia (Santos et al., 2013).
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Figura 4 — Estrutura quimica do sulfametoxazol (A), estrutura quimica de
trimetoprima(B).
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Fonte: Cordeiro; Peralta-zamora, (2008)

A trimetoprima, uma diaminopirimidina paradigmatica, é frequentemente
utilizado em conjunto com sulfonamidas para intensificar o efeito bactericida através de
um mecanismo sinérgico. Esta combinagdo, particularmente, trimetoprima com
sulfametoxazol, é amplamente utilizada. A presenca de trimetoprima foi identificada em
estacOes de tratamento de &guas residuais e efluentes hospitalares em diversos paises,
incluindo o Reino Unido, Croacia, Grécia, Italia e Suécia (Kasprzyk-Hordern et al., 2009;
Kosma et al., 2014; Santos et al., 2013; Verlicchi et al., 2012).

O mecanismo de acdo resulta do efeito sinérgico da inibicdo do metabolismo do
acido folico em bacteérias, atribuida & acdo combinada das sulfonamidas, que atuam como
inibidores competitivos na sintese do di-hidrofolato, e da trimetoprima, que inibe a
enzima di-hidrofolato redutase. A combinacéo sulfametoxazol+trimetoprima é utilizada
no tratamento de diversas infeccdes em cdes, abrangendo o trato urinario inferior,
gastrointestinal, infecces cutaneas e de tecidos moles, infec¢des prostaticas, pneumonia
e infeccbes do sistema nervoso central (SNC). Em equinos, € empregada para tratar
infeccBes respiratorias, articulares, abdominais, bem como infec¢des em tecidos moles e
no SNC. A combinacdo também é ocasionalmente empregada no tratamento de infec¢des
causadas por protozodarios, como infecgdes por coccidios e toxoplasma (Papich, 2012).

Segundo Boxxal et al. (2003), florfenicol, sulfametoxazol/trimetroprima, dentre
outros antimicrobianos, representam algumas das substancias antibiéticas com elevado
risco de propagacdo ambiental. Este fendmeno é impulsionado principalmente pelo uso
intensivo desses antimicrobianos na pecuéria e na aquicultura. A forma como esses

medicamentos sdo administrados, geralmente por vias topica ou oral, e a sua baixa taxa
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de metabolizacdo no organismo dos animais contribuem para sua disseminacao no

ambiente.

3.6. Impacto dos antimicrobianos em ambientes aquaticos

A existéncia e os impactos dos compostos farmacologicamente ativos no meio
aquatico tém emergido como uma preocupacao crescente no campo da quimica ambiental
(Heberer, 2002). Awad et al. (2014) observaram concentracdes elevadas de tetraciclinas
e sulfonamidas na agua do rio adjacente a uma instalacdo de compostagem de residuos
suinos na Coreia do Sul. Da mesma forma, Cheng et al. (2019) relataram a presenca de
quinolonas, tetraciclinas, anfenicois e sulfonamidas em amostras de agua coletadas em
rios do norte da China, com concentrac@es variando de 0,2 a 421 ng/L.

Adicionalmente, a préatica da aquicultura em si representa uma fonte consideravel
de contaminagdo ambiental por antimicrobianos. O uso extensivo de uma variedade de
antimicrobianos tem sido associado ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana a esses
agentes nos ecossistemas aquaticos, bem como a modificacdes nas comunidades
bacterianas. Em 2005, os antimicrobianos mais comumente utilizados na aquicultura
eram a flumequina (cerca de 40%), oxitetraciclina (aproximadamente 25%), &cido
oxolbnico (cerca de 20%) e florfenicol (em torno de 15%). J& em 2016, o florfenicol
emergiu como o mais prevalente, sendo utilizado em mais de 80% dos casos, seguido pela
oxitetraciclina, empregada em menos de 20% das situacdes (Bojarski et al., 2020). Ja
Holmstrom et al. (2003) relataram que na carcinicultura tailandesa, os agentes
antibacterianos, tais como tetraciclinas, quinolonas, sulfonamidas, e outros, sao
frequentemente utilizados seja no tratamento de doencas, seja como medida profilatica.

A preocupacdo com a presenca de residuos de antimicrobianos nos tecidos
comestiveis dos peixes tratados, os riscos ambientais associados e o0 desenvolvimento de
bactérias resistentes sdo considerados temas de grande relevancia (Monteiro et al., 2018).
Os estudos anteriores, a maioria dos dados obtidos, os quais s&o provenientes da China,
revelaram a presenca de 11 grupos de agentes antibacterianos nos ecossistemas aquaticos.
Sulfonamidas foram os mais frequentemente detectados, representando 33% dos
registros, seguidos pelas fluoroquinolonas (23%), tetraciclinas (18%), macrdélidos (12%),
diaminopirimidinas (7%) e antibidticos fenicol (2,6%). Relatos sobre a presenca de

aminoglicosideos, B-lactamicos, lincosamidas e pleuromutilinas sdo menos frequentes
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(Cui et al., 2018; Deng et al., 2016; Fisch et al., 2017; Ma et al., 2018)

Um aumento consideravel na frequéncia de bactérias resistentes a oxitetraciclina,
quinolonas, sulfametoxazol/trimetoprima, florfenicol e amoxicilina foi observada em
fazendas de aquicultura onde esses antibiéticos foram empregados (Cabello et al., 2013).
Os antimicrobianos persistem no meio aquatico em concentracdes significativas ao longo
do tempo, exercendo uma pressdo seletiva para o desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana nas bactérias. A pratica da aquicultura pode ampliar a incidéncia de
resisténcia aos antibidticos em patdgenos bacterianos humanos e animais, uma vez que
as instalagcdes de aquicultura frequentemente recebem esterco animal e urina contendo

antibidticos, além de bactérias portadoras de genes de resisténcia (Di Cesare et al., 2013).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local do estudo
Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Ambiental
(LAMA), localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade Federal da

Paraiba — UFPB campus | — Jodo Pessoa.

4.2. Medicamentos

Os produtos médicos veterinarios empregados foram comprados em uma farmécia
veterinaria e de produtos agricolas, e consistiram no antibiético de amplo espectro
Florfenicol 30% (VETFLOR®, JA Salde Animal, Patrocinio Paulista-SP) em formato
injetavel, disponivel em frasco de 30 mL, composto por 30 g de florfenicol e 100 mL de
veiculo quantum suficit. O segundo medicamento utilizado foi o
Trimetroprima/Sulfametoxazol (TRISSULFIN®, Ourofino, Cravinhos-SP) injetavel,
apresentado em frasco de 50 mL, contendo 10 g de sulfametoxazol, 2 g de trimetoprimae
um veiculo quantum suficit 50 mL. O critério de selecdo para ambos seguiu a classificacao
de antimicrobianos de amplo espectro, considerando aqueles mais utilizados e

frequentemente encontrados em amostras aquaticas.

4.3. Isolamento e identificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Para a obtencdo dos espécimes, utilizou-se 0 método 9213F da APHA; AWWA,
WEF (2012) para isolamento em amostras de agua e efluentes. O método 9213E é baseado
na utilizacdo de um meio seletivo, para promover o crescimento de P. aeruginosa e inibir
0 crescimento de outros microrganismos presentes na amostra.

Em condigdes assépticas foram coletados 500 mL de agua em diferentes pontos
no perimetro irrigado de Sdo Gongalo distrito do municipio de Sousa-PB (Quadro 2). As
amostras foram obtidas dos seguintes locais: duas amostras do agude S&o Gongalo
(6,85187° S, 38,32468° W); duas do Hospital Veterinario Adilio Santos de Azevedo,
coletadas da torneira do ambulatério 1 na clinica médica de pequenos animais e da
lavanderia (6,84243° S, 38,29885° W); e de torneiras do laboratorio de alimentos e do
banheiro feminino no bloco do curso de Agroindustria do Instituto Federal da Paraiba
(6,84219° S, 38,29891°W).
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Quadro 2 - Demonstrativo acerca das amostras de aguas coletadas em um
estabelecimento de salde veterinaria, uma instituicdo de ensino e um agude.

Data da coleta | Nomenclatura Local Coordenadas Ca_dastro
SisGen
Laboratorio de
JvDO03 Alimentos 6,84219° S, AAAB559
38,29891° W

JVD 04 Banheiro Feminino A78C5F3

14/09/2022 JVD 05 Ambulatério — HV 6,84243° S, ABAID5SA
JVD 06 Lavanderia— Hv | 38:29885°W | Aq4gBAS
JVvD 07 AQUde 1 6,851870 S, ADO6CFAA

JVD 08 Acude 2 38,32468° W | AC65073

Fonte: elaboragéo propria

A etapa do isolamento foi realizada em dois estagios, denominados por ensaio
presuntivo e ensaio confirmativo (Figura 5). No ensaio presuntivo, aliquotas de 10 mL
das amostras coletadas foram transferidas para tubos de ensaio contendo 10 mL de caldo
asparagina visando obter crescimento de Pseudomonas spp., presumido pela observacao
da formacéo de turbidez e fluorescéncia sobre lampada UV a 360+20 nm (CRS, modelo
DL-01), apds incubacdo a 29+1 °C por 24-48h.

O ensaio confirmativo foi realizado com a inoculacdo de aliquotas de 1mL dos
tubos positivos do caldo asparagina para novos tubos contendo 10 mL de caldo acetamida.
Apos incubacdo por 24-48h a 30 °C, observou-se a mudanca da coloragdo vermelha para
facsia. Dos tubos positivos, foram tomadas alcadas para semeadura em agar cetrimida
(meio especifico) dispensado em placas de Petri. Esse teste visou confirmar P. aeruginosa
em base sélida pela producéo e difusdo de piocianina, elemento chave para identificacdo
dos isolados para este trabalho. A incubagdo ocorreu a 29+1 °C por 24-48h (APHA,
AWWA; WEF, 2012).
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Figura 5 — Ensaios de isolamento de Pseudomonas aeruginosa das amostras de agua: (a)
amostras em caldo asparagina positivo no teste presuntivo; (b) meio confirmativo de
Pseudomonas aeruginosa, caldo acetamida positivo; e (c) placas de agar cetrimida com
indculo e (c) placas de agar cetrimida com inoculo e piocianina difundida no ensaio
confirmativo em meio SO|Id0

Fonte: Arquivo pessoal

4.4. Producéo de piocianina

Todos os isolados foram inoculados por esgotamento em 20 mL de &gar cetrimida
(MERCK) composicéo (Peptona 20 g/L; MgCl. 1,4 g/L; K2SO4 10 g/L; Cetrimida 0,3
g/L, Agar-Agar 13,6 g/L, Glicerol 10 mL/L), dispensado em placas de Petri com 90 mm
de didametro e incubados por 48 horas a uma temperatura de 29 + 1 °C. Apds o crescimento
e a observagdo do pigmento espalhado na placa, caracterizado por coloracdo azul ou

verde, procedeu-se a extracdo e quantificagéo.

4.5. Extracgdo e quantificagdo de piocianina

A extracdo da piocianina foi conduzida segundo adaptacdo do método da base
solido (Devnath at al., 2017). Apds o crescimento das células, a superficie do agar
cetrimida foi lavada com &gua destilada esterilizada e todo o &gar foi cortado em
pequenos cubos, posteriormente transferidos para tubos de centrifugacdo com capacidade
de 50 mL, aos quais foram adicionados 20 mL de cloroférmio 99% (Quemis, Joinville,
Brasil). Apds agitacdo em vortex por 10 minutos, a fase organica (com coloragéo azul)
foi separada e em seguida, acidificada com HCI 0,2 mol/L sendo novamente agitada.

Apds um breve repouso, a fase acidificada, contendo a piocianina protonada (com
coloracdo vermelha), (Figura 6) foi neutralizada com gotas de solucéo-tampéo Tris-Base
concentrada (1,5 mol/L), retornando a coloracdo azul. A absorbancia desta solugdo foi
medida a 520 nm (Kasvi, K37-VIS) e concentracdo de piocianina foi determinada a partir

da equacdo determinada por curva padrao realizada com piocianina 98% (Sigma Aldricht,
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St. Louis, USA). Uma vez conhecida a concentracdo de piocianina em pg/mL, foi
realizada a converséo considerando o volume do cilindro formado com o agar na placa
(20 mL). Todo o ensaio foi realizado em triplicata, sob as mesmas condi¢bes para 0s
espécimes. A equacio construida com base na curva padrdo: PYO = [OD580 — 6x10™]
+ 14,026 (r = 0,9999), preparada com PYO 98% (Merck KGaA, Alemanha).

Figura 6 — Quantificacdo da piocianina
(em vermelho, fase acida contendo ioc_i_an,ina protonada)

Fonte: arquivo pessoal

4.6. Teste da Hidrofobicidade

A hidrofobicidade da membrana celular se refere a caracteristica da membrana
que apresenta uma estrutura predominantemente impermeavel a gua e a outras moléculas
polares. O teste baseia-se na observacdo de que as células aderem ao hidrocarboneto, o
que resulta na reducdo da densidade dptica na fase aquosa. Isso reflete a capacidade de
aderéncia das células a uma superficie. Utilizou-se a técnica Adesdo Microbiana
Modificada a Hidrocarbonetos (MATH) com modificagdes descrita por Tyfa et al. (2015).
O ensaio MATH é uma técnica utilizada para avaliar a hidrofobicidade das células
bacterianas. As células sdo suspensas em solucGes tamponadas e misturadas com Xileno.
Apos incubacdo e homogeneizacdo, as fases orgénica e aquosa sdo separadas e a
densidade Optica da fase aquosa é medida. A porcentagem de adesdo celular aos
hidrocarbonetos é entdo calculada, permitindo categorizar o grau de hidrofobicidade dos
espécimes bacterianas (Tyfa et al., 2015).

Inicialmente suspensdes dos espécimes de P. aeruginosa de crescimento recente
foram preparadas em tampdao PBS (pH 7,2), com a absorbancia variando entre 0,4-0,6 a
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600 nm (Ai). Em seguida, 0,5 mL de xileno foi adicionado a 2,5 mL da suspensao, a
amostra foi homogeneizada em vartex por 1 minuto, apds repouso de 10 minutos a 25 °C,
os tubos foram novamente agitados por 1 minuto em vortex e deixados em repouso por
50 minutos. Foram medidas as absorbancias da fase aquosa a 600nm nos intervalos 10 e
60 minutos (Af) em espectrofotometro (Kasvi, K37-VIS). A porcentagem da
hidrofobicidade foi determinada usando a formula: [(1-Ai)+Af] x 100. A hidrofobicidade

foi classificada como forte (> 50%), moderada (20-50%) ou fraca (<20%).

4.7. Antibiograma

Devido a origem desses organismos em ambientes considerados hostis e a recente
separacao desses espécimes, foi essencial realizar uma triagem para determinar o perfil
de resisténcia aos antimicrobianos especificos da terapia empirica antipseudomonas. O
teste foi conduzido com o objetivo de escolher os isolados para o ensaio do biofilme e foi
realizado pelo método Kirby-Bauer (NCCLS, 2003).

Inicialmente realizou-se a preparacdo dos indculos pelo método de suspensdo
direta das coldnias em solugéo salina NaCl 0,9% de modo a obter densidade equivalente
ao padrdo de turbidez 0,5 da escala de MacFarland. Utilizando um swab esterilizado, a
suspensdo foi inoculada em é&gar Mueller-Hinton (MH), espalhando o indculo
uniformemente. Apo6s secagem da placa, os discos de antimicrobianos (CECON, Séo
Paulo, Brasil) foram gentilmente aplicados na superficie. Foram utilizados os seguintes
antimicrobianos: Tobramicina (10 pg), Imipenem (10 pg), Ciprofloxacina (5 pg),
Levofloxacina (5 ug), Polimixina B (300 Ul), Norfloxacina (10 pg), Meropenem (10 ug),
Aztreonam (30 pg), Ofloxacina (5 ng), Amicacina (30 ug), Piperacilina e Tazobactan
(100/10 pg), Gentamicina (10 pg), Acido Nalidixico (30 ug), Cefepime (30 pg),
Ceftazidima (30 pg). As placas foram incubadas a 30° C por 18 h e apos incubagéo foi
realizada a medicdo dos halos em mm, com uma régua e os valores interpretados nas

tabelas de leitura de antibiograma contra P. aeruginosa, com base no CLSI.

4.8. Agua residuaria

O meio projetado para o cultivo de biofilmes foi cuidadosamente elaborado para
simular diferentes niveis de contamina¢do da agua de maneira sintética. A Tabela 1
contém informacgfes sobre a composicdo da solucdo mée utilizada como base. Essa

solucdo maée (20.000 mg/L) foi preparada com precisdo e, em seguida, submetida a
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diluicdo para produzir concentracdes especificas de 400 e 2.000 mg/L. Esse processo de
diluicdo foi executado de acordo com procedimentos padronizados para garantir a

consisténcia e a reprodutibilidade dos resultados experimentais.

Tabela 1 Composicdo da agua residuaria sintética utilizada para formac&o de biofilmes
de Pseudomonas sp.
Quantidades em mg/L

DQO
Composto
20.000 ppm

Sacarose 17
Extrato de levedura 3,92
Ureia 1,24
Cloreto de célcio 0,055
Sulfato de magnésio 0,045
Fosfato acido de potassio 0,065
Fosfato diacido de potassio 0,055
Cloreto de ferro IlI 0,005

Fonte: Reyes-Lara e Reyes-Mazzoco (2009)

4.9. Testes in vitro da formacgéo do biofilme

Foi realizado o ensaio empregando a técnica da microdiluicdo em placas de
poliestireno com 96 pocos e fundo em U. Os pocos foram preenchidos com agua
residuaria, variando-se a Demanda Quimica de Oxigénio, bem como da concentracdo dos
antimicrobianos (Tabela 2).

As concentragdes dos antimicrobianos foram testadas isoladamente e em associagéo.
Para o florfenicol foram preparadas solugdes diluidas em DMSO dimetilsulfoxido, (1%)
de 0,30, 0,15 e 0,08 mg/mL, a partir da solucéo padréo, isto &, a forma como é adquirida
no mercado e nas concentracfes 1/2 e 1/4. Do mesmo modo, foram preparadas em DMSO
(1%) as solucBes de sulfametoxazol+trimetoprima, de 0,24, 0,12 e 0,06 mg/mL,
considerando para esta formulagéo, a concentracdo do principio ativo, sulfametoxazol. O
propdsito final desse experimento foi determinar os isolados mais resistentes as

concentracdes diluidas desses medicamentos.
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Suspensdes dos isolados foram preparadas em solucéo de cloreto de sédio (NaCl) a
0,9%, com turbidez ajustada para 0,5 na escala de MacFarland. Em placas de
microdiluicdo de fundo “U” foram inseridos 100 uL de &gua sintética residuaria (DQO =
400, 2.000 e 20.000 mg/L), 100 uL das soluc¢des dos medicamentos, incluindo o controle
e 10 uL da suspensdo do inoculo. As placas foram incubadas por 4h, a 30°C e todo teste
foi realizado em triplicata. Apos o periodo de incubacdo as placas foram visualizadas em
leitor de placas (BIOTEK EL800) ao comprimento de onda de 630 nm, para a
quantificacdo das células planctonicas.

Tabela 2 — Condigdes do ensaio in vitro de inibi¢do do biofilme
de Pseudomonas aeruginosa

Condicles FFC SXT Condicoes FFC SXT
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 0,00 0,00 9 0,30 0,12
2 0,00 0,24 10 0,30 0,06
3 0,00 0,12 11 0,15 0,24
4 0,00 0,06 12 0,15 0,12
5 0,30 0,00 13 0,15 0,06
6 0,15 0,00 14 0,08 0,24
7 0,08 0,00 15 0,08 0,12
8 0,30 0,24 16 0,08 0,06

Fonte: elaboracédo propria
FFC — florfenicol; SXT — sulfametoxazol + trimetoprima

Para quantificar o biofilme formado foi utilizada a técnica do cristal violeta
(Batista et al., 2017), adaptado. Apoés incubacdo por 4 horas a 30 °C, os pogos foram
lavados com agua destilada esterilizada para remover as células em suspensdo. Em
seguida, 210 pL da solucédo de cristal violeta 1% (PROC9, Canoas, Rio Grande do Sul,
Brasil) foram adicionados e permaneceram durante 20 minutos nos pOCOS.
Posteriormente, o corante foi removido e o excesso lavado com agua destilada. Apos a
secagem, 0s pocos foram preenchidos com 210 L de etanol 99,6% (Quimica Moderna,
Baueri-SP), e apos um periodo de repouso de 15 minutos, a absorbancia da solucgéo cristal
violeta-etanol foi medida a 570 nm utilizando um leitor de placas (BIOTEK EL800). Os

resultados foram apresentados como o valor da densidade dptica em gréfico de
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combinacédo e como a porcentagem de formacéo de biofilme, em comparacéo ao controle,
ou seja, crescimento apenas no meio de cultura.

A adesdo celular foi classificada de acordo com Charlton et al. (2008), em que se
consideram as células fraca (< 40%), moderada (40-80%) ou altamente aderidas (> 80%).
Por outro lado, o efeito antibiofilme foi considerado se a inibigdo, comparada ao controle
foi superior a 80%. Esta classificacdo € fundamental para a avaliacdo e interpretacdo do
comportamento de biofilmes em diversos contextos microbioldgicos, fornecendo uma
base clara para a compreensédo da intensidade com que diferentes linhagens bacterianas
aderem a superficies sob variadas condi¢Bes experimentais ou ambientais. A aplicacao
desses critérios permite uma analise mais precisa e padronizada da capacidade de
formacdo de biofilme por diferentes organismos, um aspecto crucial tanto na pesquisa
basica como em aplica¢cfes praticas no controle de infecgdes e no desenvolvimento de
estratégias antibiofilme.

Foi realizado um teste piloto com DQO de 20.000 mg/L. As células plancténicas
em todos os testes foram quantificadas pelo sobrenadante removido e determinacdo da

absorbancia a 620 nm.

4.10. Testes de Motilidade

Preparou-se uma suspenséo recente de P. aeruginosa JVD 05 e JVD 07, ajustando
a turbidez ao padréo 0,5 da escala de McFarland. Os meios de cultura foram preparados
de maneira independente, com a adi¢do de um Unico antibidtico, cada. O florfenicol foi
incorporado a uma concentracdo de 0,30 mg/mL em um dos meios, enquanto O
sulfametoxazol foi adicionado em uma concentracdo de 0,24 mg/mL no outro meio de
cultura. E importante ressaltar que os antibi6ticos foram introduzidos nos meios de
cultura individualmente, e ndo em combinagdo ou simultaneamente. A suspensdo dos
espécimes foi inoculada em agar BHI semissolido para avaliar a motilidade do tipo
swimming, na superficie do agar BHI para testar a motilidade do tipo swarming, e no
fundo de uma placa de Petri coberta por agar BHI para verificar a motilidade do tipo
twitching, conforme descrito por Rossi et al. (2018). As placas foram incubadas por 48
horas a 30 £ 1 °C. Apo0s a incubacdo, mediu-se o diametro da zona de corrida (em
milimetros) a partir do ponto de inoculagdo. Como controle, foi utilizado meios sem

antimicrobianos e os halos foram medidos ap6s 24 e 48 horas de incubacgéo. A velocidade
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foi calculada com a distancia da corrida (S, em micrometros), pelo tempo (t, em

segundos), empregando a formula: VMg =S (mm)* 1000/t (84.6000)

4.11. Analise Estatistica

Os testes foram conduzidos em triplicata. Os valores foram expressos na forma de
média do percentual + desvio padrdo. Os dados foram tratados utilizando o software R,
versdo 4.2.1, open access, em que foram aplicados o teste de Shapiro-Wilk para avaliar a
normalidade dos dados. O resultado do teste indicou uma distribui¢do ndo normal. Devido
a ndo conformidade dos dados com uma distribuicdo normal, optou-se pela aplicacdo do
Teste de Kruskal- Wallis.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento

Baseado na producéo de piocianina no agar cetrimida, foram obtidos seis isolados
de P. aeruginosa, de amostras exclusivamente de agua, os quais foram identificados por
meio das siglas JVD03, JVDO04, JVD05, JVDO06, JVDO07 e JVDO08 (Figura 7). Todos esses
isolados estdo devidamente registrados no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimonio
Genético e do Conhecimento Tradicional Associados (SisGen) sob o0s numeros
AAAB559, A7T8C5F3, ABAID5A, A048BA8, AD6CFAA e AC65073, respectivamente.

Figura 7 — Isolados em meio agar cetrimida, confirmatério para
Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: arquivo pessoal

5.2. Extracéo e quantificacdo de Piocianina

Baseado no fato da identificacdo dos isolados de P. aeruginosa foi pela expressao
de piocianina, houve a necessidade de investigar a quantificacdo do pigmento. A
concentracdo de piocianina produzida variou de 0,56 pg/L (JVD 08) a 3,26 pg/L (JVD
05), (Tabela 3). De forma mais especifica, destacaram-se os isolados JVD 05, JVD 04 e
JVD 03, que demonstraram uma produgdo notavelmente superior de piocianina, quando
comparada aos demais isolados. As concentracfes medidas para estes isolados foram,
respectivamente, 3,26; 2,69; e 1,46 ug/L, indicando uma variacdo significativa na
eficiéncia de producéo desse pigmento entre os diferentes isolados. Este achado sugere
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uma diversidade na expressdo genética e na atividade metabdlica associadas a producéo
de piocianina entre os isolados de P. aeruginosa estudados.

Foi observado um contraste notavel na quantidade de pigmento produzido entre
os diferentes isolados. Os espécimes JVD 06, JVD 07 e JVD 08 apresentaram valores
mais baixos de piocianina, registrando 0,69; 1,41; e 0,56 pg/L, respectivamente. Este
padrdo de producdo varia significativamente entre os isolados, indicando uma diversidade

fenotipica quanto a producéo de piocianina entre diferentes espécimes de P. aeruginosa.

Tabela 3 — Quantificacdo de piocianina dos isolados de Pseudomonas aeruginosa
Isolado Concentracéo de PYO (ug/L)

JVvD 03 1,46
JVvD 04 2,69
JVvD 05 3,26
JVD 06 0,69
JvD 07 141
JvD 08 0,56

Fonte: elaboracdo prépria

5.3. Teste de Hidrofobicidade

Observou-se uma variacao no nivel de hidrofobicidade entre os diferentes isolados
bacterianos testados no ensaio MATH entre 90 e 110%. Os resultados indicaram que
todos os isolados bacterianos testados apresentaram valores superiores a 90% (Tabela 4),
classificando-os como fortemente hidrofobicos, isto €, apresentam um elevado grau de
repeléncia a agua em suas superficies celulares.

Entre os isolados, JVD 03, JVD 05 e JVD 07 se sobressairam com as maiores
porcentagens. Especificamente, a linhagem JVD 03 apresentou um valor de 110%,
enquanto as linhagens JVD 05 e JVD 07 registraram valores de 106% e 107%,

respectivamente.
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Tabela 4 — Classificagdo da hidrofobicidade (MATH) dos isolados de Pseudomonas
aeruginosa de amostras de agua

Isolado Hidrofobicidade (%) Classificacéo

JvD 03 110 Fortemente Hidrofobica
JvD 04 94 Fortemente Hidrofobica
JVvD 05 106 Fortemente Hidrofdbica
JVD 06 90 Fortemente Hidrofdbica
JVvD 07 107 Fortemente Hidrofdbica
JvD 08 97 Fortemente Hidrofébica

< 20% - Hidrofilica; 20-50 moderadamente hidrofobica; > 50% fortemente hidrofébica
Fonte: elaboracéo propria

5.4. Antibiograma

O perfil de susceptibilidade a antimicrobianos antipseudomonas mostrou uma
elevada frequéncia de sensibilidade, entretanto observou-se resisténcia em 5 dos 6
isolados testados para 0s seguintes antimicrobianos: meropenem, aztreonam, acido
nalidixico e cefepime e cefazidima (Tabela 5). Com excecdo de JVD 03, dois isolados
foram resistentes a um antibi6tico e quatro isolados a pelo menos trés antimicrobianos de
classes diferentes.

JVD 03 demonstrou uma notavel sensibilidade a doze dos treze antimicrobianos
testados. Contudo, para o &cido nalidixico, este isolado foi classificado na categoria
intermediaria, indicando uma eficacia moderada do antimicrobiano. Observacdes
paralelas foram registradas para os isolados JVD 04 e JVD 05. Estes demonstraram um
perfil de resisténcia exclusivamente ao acido nalidixico, enquanto exibiram sensibilidade
a todos os demais antimicrobianos avaliados. Esta analise detalhada contribui para o

entendimento do perfil de resisténcia antimicrobiana.
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Tabela 5 — Distribuicdo do Padréo de Suscetibilidade Antimicrobiana dos isolados de
Pseudomonas aeruginosa.

Antimicrobianos JvD JvD JvD JvD JvD JVD
03 04 05 06 07 08
Tobramicina S S S S S S
Imepenem S S S S S S
Ciprofloxacino S S S S S I
Levofloxacino S S S S | |
Polimixina B S S S S SC SC
Norfloxacino S S S S S S
Meropenem S S S R S R
Aztreonam S S S R R R
Ofloxacina S S S S S S
Amicacina S S S S S S
Piperacilina e Tazobactan S S S S I S
Gentamicina S S S S S S
Acido Nalidixico | R R R R R
Cefepime S S S R R RC
Ceftazidima S S S | S R

S - sensivel; |- intermediario; R- resistente; SC- sensivel com crescimento; RC- resistente com
crescimento
Fonte: elaboracédo propria

A linhagem JVD 06 exibiu resisténcia a quatro agentes antimicrobianos
especificos, a saber: meropenem, &cido nalidixico, cefepime e aztreonam. Revelou
também um perfil de resisténcia antimicrobiana ainda mais complexo com a identificacdo
de uma resposta intermediaria ao antibiotico ceftazidima. A linhagem JVD 06, cujo perfil
de resisténcia antimicrobiana se mostrou impar, foi isolada de uma fonte ambiental
critica: a torneira da lavanderia do hospital veterinario.

JVD 07 revelou um perfil complexo e preocupante de resisténcia antimicrobiana.
Este isolado demonstrou resisténcia a trés antimicrobianos distintos: aztreonam, cido
nalidixico e cefepime. Além disso, foi observada uma resposta de grau intermediario ao
levofloxacina e a combinacéo de piperacilina e tazobactam. A anélise de JVD 08, isolada
de um acude assim como a linhagem JVD 07, revelou um perfil de resisténcia
antimicrobiana semelhante, distinguindo-se como o isolado mais resistente entre as
linhagens estudadas. Este isolado apresentou resisténcia a uma gama de antimicrobianos,
incluindo meropenem, aztreonam, acido nalidixico, cefepime e ceftazidima. Além disso,
mostrou uma resposta de grau intermediario a levofloxacina e a ciprofloxacina como

demostrado na Tabela 5.



48

5.5. Ensaio in vitro da formagéo do biofilme

Inicialmente testou-se um meio com DQO de 20.000 mg/L com os isolados JVD
05, JVD 07 e JVD 08 com fins de observar tendéncias sobre adesdo e inibicéo das células
em biofilme, nas combinagdes dos antimicrobianos e isoladamente. Os resultados foram
similares. Para o isolado JVD 05 observou-se que sulfametoxazol+trimetoprima em
concentragdes de 0,06, 0,12 e 0,24 mg/mL, bem como de florfenicol em concentragdes
de 0,08 e 0,15 mg/mL, resultaram numa inibicdo estatisticamente significativa dos
biofilmes, com a absorbancia variando de 0,136 a 0,257. Estes dados estdo apresentados
na Figura 8, na qual os valores na cor roxa permaneceram estatisticamente iguais em todas

essas combinagdes.

Figura 8 — Perfil de ades&@o do biofilme de JVD 05 em meio com DQO de 20.000 mg/L
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Eixo y da Figura representa as concentracdes de sulfametoxazol+trimetroprima, 0,06, 0,12, 0,24 mg/mL.
No eixo x representa as concentracdes de florfenicol em 0,08, 0,15 e 0,30 mg/mL. Os valores de cada
quadrado corresponde ao valor em absorbancia de reduc¢do (cor roxa) ou formacdo do biofilme nas cores
(amarelo, ver e azul).

Fonte: elaboracéo propria

Por outro lado, a adeséo do biofilme foi classificada como alta, nas combinacdes
de concentracbes de florfenicol 0,30 mg/mL sem a adicdo de
sulfametoxazol+trimetoprima. Especificamente, quando florfenicol foi testado,
isoladamente, na concentracdo de 0,30 mg/mL, observou-se uma taxa de adesdo do
biofilme de 92% (absorbéncia 2,433). Surpreendentemente, a associacdo com

sulfametoxazol+trimetoprima nesta concentragcdo de florfenicol resultou em uma leve
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variacdo nas taxas de adesdo: uma combinacdo de 0,06 mg/mL de
sulfametoxazol+trimetoprima com 0,30 mg/mL de florfenicol apresentou uma taxa de
adesdio de 92,3%, enquanto a combinacdo de 0,12 mg/mL de
sulfametoxazol+trimetoprima com 0,30 mg/mL de florfenicol resultou em uma taxa de
forte adesdo de 88,5%, a adesédo corresponde as cores amarelo e verde da Figura 8.

Quanto a formacédo de biofilmes, em JVD 05 constatou-se que a variacdo nas
concentracdes de antimicrobianos influenciou o comportamento do biofilme, quanto a
adeséo e inibigéo. Foi observado que a combinacdo de 0,15 mg/mL de florfenicol e 0,12
mg/mL de sulfametoxazol+trimetoprima resultou na mais efetiva atividade antibiofilme,
evidenciando uma inibicdo de 83,3% na formacédo de biofilme. Em contraste, a maior
adesdo foi registrada na presenca de 0,30 mg/mL de florfenicol e na auséncia de
sulfametoxazol+trimetoprima.

Para o isolado JVD 07, quando administrado sulfametoxazol+trimetoprima em
concentragdes de 0,06, 0,12 e 0,24 mg/mL, isoladamente, observou-se uma inibicédo na
formagé&o de biofilme, caracterizada por uma néo adesdo ou, em alguns casos, uma adesao
significativamente baixa (<40%). Similarmente, a aplicagdo de florfenicol nas
concentracdes de 0,08 e 0,15 mg/mL com 0,06, 0,12 e 0,24 mg/mL
sulfametoxazol+trimetoprima também resultou em inibicéo (Figura 9).

Demostrando a mesma caracteristica da linhagem anterior, observou-se um
aumento marcante na adesdo de biofilmes quando o florfenicol foi utilizado na
concentracdo de 0,30 mg/mL, seja isoladamente ou em combinacdo com
sulfametoxazol+trimetoprima. Na auséncia de sulfametoxazol+trimetoprima, a
concentracdo de 0,30 mg/mL de florfenicol apresentou uma taxa de adesdo de biofilme
de 92,5%. Interessantemente, a adicdo de sulfametoxazol+trimetoprima, esta
configuragcdo impactou as taxas de adesdo: a combinacdo de 0,06 mg/mL de
sulfametoxazol+trimetoprima com 0,30 mg/mL de florfenicol registrou uma taxa de
adesdo de 90,9% e a combinacéo de 0,12 mg/mL de sulfametoxazol+trimetoprima com
0,30 mg/mL de florfenicol resultou numa taxa de adeséo de 81,1%.
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Figura 9 — Perfil de adesé&o do biofilme do isolado JVD 07 em meio com DQO de
20.000 mg/L
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Eixo y da Figura representa as concentracGes de sulfametoxazol+trimetoprima, 0,06, 0,12, 0,24 mg/mL.
No eixo x representa as concentragdes de florfenicol em 0,08, 0,15 e 0,30 mg/mL. Os valores de cada
quadrado correspondem ao valor em absorbancia de reducéo (cor roxa) ou formagdo do biofilme nas
cores (amarelo, ver e azul).

Fonte: elaboracdo prdpria (2023)

Para o isolado JVD 08, observou-se inibicdo de 90,8% da ades&o, quando exposto
a combinacdo de 0,08 mg/mL de florfenicol e 0,24 de sulfametoxazol+trimetoprima
(Figura 10). Por outro lado, foi identificada maior adesao (87,1%) na associacdo de 0,30
mg/mL de florfenicol e 0,12 mg/mL de sulfametoxazol+trimetoprima, destacado em
amarelo (Figura 10). Esses resultados seguiram a mesma tendéncia observada

anteriormente, em que florfenicol favoreceu o crescimento e adeséo de biofilmes.
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Figura 10 — Perfil de adeséo do biofilme do isolado JVD 08 em meio com DQO de
20.000 mg/L
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Eixo y da Figura representa as concentraces de sulfametoxazol+trimetroprima, 0,06, 0,12, 0,24 mg/mL.
No eixo x representa as concentracdes de florfenicol em 0,08, 0,15 e 0,30 mg/mL. Os valores de cada
quadrado corresponde ao valor em absorbancia de reducdo (cor roxa) ou formagdo do biofilme nas cores
(amarelo, ver e azul).

Fonte: elaboracéo propria (2023).

Assim, para uma DQO de 20.000 mg/L, as linhagens exibiram caracteristicas
semelhantes de adesdo ao biofilme e crescimento. Nas concentracBes que envolvem
sulfametoxazol+trimetoprima (eixo y), foi observada uma reducdo da adesdo, ao
aumentar a concentracdo da sulfa na presenca da maior concentracdo de florfenicol. A
(Tabela 6) resume os valores expressos em porcentagens, das Figuras 8, 9 e 10.

Dada a propensdo a adesdo observada em resposta a maior concentracdo de
florfenicol, essas linhagens foram selecionadas para experimentos adicionais, com
variacfes na DQO de forma a simular em &guas com diferentes niveis de contaminacao
(20.000 e 2.000 mg/L), comparados a uma agua bruta (400 mg/L) e as combinacdes
florfenicol — sulfametoxazol+trimetoprima (F/S) de 0,00/0,24; 0,30/0,00 e 0,30/0,24
mg/mL.

Com DQO de 400 mg/L, observou-se uma maior reducdo da adesdo celular no
isolado JVD 08 (34%) na combinacéo 0,00/0,24 mg/mL de FFC/SXT, enquanto a maior
adesédo ocorreu em JVD 07, com 4,5%, em concentracGes de (0,30/0,24 mg/mL). No DQO
de 2.000 mg/L, a maior reducdo foi observada no isolado JVD 08 (42,8%), e a maior
adesdo, comparada ao controle foi de 15,8% no isolado JVD 07, ambos os resultados na

combinacdo FFC/SXT de 0,30/0,24 mg/mL. Na repeticdo do experimento com DQO de
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20.000 mg/L, observou-se que a maior reducdo ocorreu com o isolado JVD 08 (45,8%)
na combinacdo FFC/SXT de 0,30/0,24 mg/mL, enquanto a maior adesdo celular foi
registrada no isolado JVD 07 (11,8%) na combinacdo FFC/SXT de 0,30/0,00 mg/mL.

Tabela 6 — Avaliacdo da adesédo e inibicdo de biofilme em meio com
DQO de 20.000 mg/L.

Condicoes

FFC/SXT JvD05 JvDO7 JvD 08
(mg/mL)

0,00/0,24 39 -17,3 -34,6
0,00/0,12 9,2 -2,3 -33,5
0,00/0,06 2,9 -56,6 -8,4
0,30/0,00 92,0 92,5 -54,7
0,30/0,24 71,0 69,8 75,9
0,30/0,12 88,5 81,1 87,1
0,30/0,06 92,3 90,9 86,3
0,15/0,00 -48,9 -68,4* -75,7
0,15/0,24 -17,9 -14,9 -79,8
0,15/0,12 -83,3* -52,0 -68,5
0,15/0,06 -30,3 -31,0 -68,1
0,08/0,00 45,5 -6,7 -56,3
0,08/0,24 14,3 16,1 -90,8*
0,08/0,12 -65,0 42,4 -56,3
0,08/0,06 -2,1 14,8 -21,5

FFC- florfenicol, SXT- sulfametoxazol+trimetoprima. Sinais negativos indicam
reducdo da adesdo (%) em comparacdo ao controle. Com asterisco (*) estéo
destacadas as maiores reducdes do biofilme.

Fonte: elaboracdo propria

Em resumo, as maiores reducgdes ocorreram com DQO mais altas e o florfenicol
quando presente colabora nesse processo. Apesar disso, a maioria das redugdes foram

consideradas fracas.
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Tabela 7 — Perfil de adesdo de isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa expostas
aos antimicrobianos em diferentes DQO

DQO (mg/L) FFC/SXT Isolados / Adesé&o (%0)

\ (mg/mL) JVDO0O5 JVDO07 JvDO8
400 0,00/0,24 12 13 -34,0
400 0,30/0,00 -18,4 31 -33,8
400 0,30/0,24  -22,3* 45 -36,7*
2000 0,00/0,24 08 1,2 24,1
2000 0,30/0,00  -14,1* -2,1* -41,5
2000 0,30/0,24 -10,1 15,8 -42,8*
20000 0,00/0,24 09 -13,7 -38,3
20000 0,30/0,00 118 -37,9* -31,9
20000 0,30/0,24 7,7* -31,1 -45,6*

FFC — florfenicol, SXT- sulfametoxazol+trimetoprima; numeros em negrito
representam aumento da adesdo, comparada ao controle e sinais negativos,
reducdo do biofilme. As maiores para cada DQO, estdo destacadas com o asterisco
(*); Fonte: elaboragdo propria

5.6. Ensaio células plancténicas em DQO de 20.000 mg/L

Na quantificacdo da populacdo planctonica foi observada uma tendéncia de
aumento na densidade dessas células. Os valores de absorbancia de JVD 05, JVD 07 e
JVD 08 foram mais altos, em comparacdo com o controle estabelecido. Esses aumentos
variaram de 6,1% até 180%, conforme observado na Tabela 8. Entretanto, as reduc6es
mais acentuadas (p= 5,367x10° foram observadas na presenca de
sulfametoxazol+trimetoprima e auséncia de florfenicol. Além disso, de maneira geral,
concentracdes mais elevadas de florfenicol estiveram associadas a uma maior densidade
de células plancténicas.

Para o isolado JVD 05, foi observado que sulfametoxazol+trimetoprima em
concentragdes de 0,06, 0,12 e 0,24 mg/mL, bem como florfenicol em concentracGes de
0,08, 0,15 e 0,30 mg/mL, resultaram em aumento significativo de células, com valores de
absorbéancia variando de 0,068 (cor roxa) a 1,892 (cor amarela) como observado na Figura
11, representando um aumento de 10,7% até 180,4%, respectivamente. Foi observado que
na auséncia de florfenicol (0/0,06; 0/0,24 mg/mL), esse aumento foi significativamente
menor (absorbancia de 0,064 e 0,072), representando aumentos de apenas 10,7% e 18%
em comparagdo quando expostos ao florfenicol. Contudo, na presenca de florfenicol,

sozinho ou em combinagdo com sulfametoxazol+trimetoprima, houve um consideravel
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aumento de células, como observado nas concentracdes de 0,15/0,12 mg/mL, resultando

em um aumento de 180,4% (absorbancia de 1.506).

Figura 11 — Perfil de células planctdnicas de JVD 05, JVD 07 e JVD 08 em
meio com DQO de 20.000 mg/L
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Eixo y da Figura representa as concentracfes de sulfametoxazol+trimetroprima, 0,06, 0,12, 0,24 mg/mL.
No eixo x representa as concentragdes de florfenicol em 0,08, 0,15 e 0,30 mg/mL. Os valores de cada
quadrado representam o valor em absorbancia da densidade celular de células planctonicas para cada
combinacdo. A cor roxa, representa valores estatisticamente semelhantes ao controle. Amarelo, verde e
azul, representam aumento no namero de células plancténicas

Fonte: elaboragdo propria (2023)

Esse padrédo observado em JVD 05 foi repetido nas demais linhagens, JVD 07 e
JVD 08, onde os maiores aumentos foram registrados nas concentracoes de florfenicol.
Em JVD 07, houve um aumento de 127,7%, (Tabela 8) com uma absorbéancia de 1.172
na concentracdo de 0,15/0,12 mg/mL de florfenicol. J& em JVD 08, o aumento foi de
97,6%, com uma absorbancia de 1,282 na concentragdo de 0,30/0 mg/mL de florfenicol

e sulfametoxazol+trimetoprima.
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Tabela 8 — Dindmica do numero de células plancténicas de isolados selvagens de
Pseudomonas aeruginosa expostas aos antimicrobianos em meio com DQO de 20.000

mg/L

FEC/SXT Aumento (%)
(mg/mL) JVD 05 JVvD 07 JVD 08
0,00/0,24 18,0 6,1 20,0
0,00/0,12 33,3 25,3 41,1
0,00/0,06 10,7 451 49,5
0,30/0,00 974 97,0 97,6
0,30/0,24 97,1 95,4 95,4
0,30/0,12 97,1 96,9 96,7
0,30/0,06 96,8 96,7 96,9
0,15/0,00 95,8 96,9 97,1*
0,15/0,24 97,3 86,3 87,0
0,15/0,12 180,4* 127,7* 81,2
0,15/0,06 95,1 95,4 95,4
0,08/0,00 95,6 88,6 96,3
0,08/0,24 86,3 68,7 72,7
0,08/0,12 21,9 78,4 39,8
0,08/0,06 72,4 90,6 69,1

FFC - florfenicol, SXT- sulfametoxazol+trimetoprima valores
acompanhados de asterisco (*) representam 0s maiores aumentos de
células planctdnicas, comparadas ao controle.
Fonte: elaboracdo prdpria (2023)

5.7. Ensaio células planctdnicas em DQO de 400, 2.000 e 20.000 mg/L

As células planctdnicas em diferentes valores de DQO apresentaram aumentos

consideravelmente reduzidos em comparagdo com o primeiro teste piloto. Os maiores

aumentos foram observados em DQO de 400 para JVD 07, com aumentos de 31,7% e

25,3% em concentragdes de 0,30/0,24 mg/mL de florfenicol/sulfametoxazol+trimetopri

ma e de 0,30/0 mg/mL de florfenicol, respectivamente.
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Tabela 9 — Dindmica do numero de células planctdnicas de isolados selvagens de

Pseudomonas aeruginosa expostas aos antimicrobianos em diferentes DQO
FEC/SXT Isolados /Aumento / Reducao

DQO (mg/L) (%)
(mg/mL) ~3vDos JvDO7 JVDOS
400 0,00/0,24 20,7 24,4 9,9
400 0,30/0,00 16,9 25,3* 9,1
400 0,30/0,24 14,1 31,7* 1,1
2000 0,00/024 29,8 9,4 7.2
2000 0,30/0,00 11,4 16,9 10,9
2000 0,30/0,24 1 115 2,7
20000 0,00/0,24 17,4 14,6 14,8
20000 0,30/0,00 17,4 19,4 19.8
20000 0,30/0,24 59 138 5,3

FFC — florfenicol, SXT- sulfametoxazol+trimetoprima; valores acompanhados de
asterisco (*) representam aumento no nimero de células plancténicas, comparada
ao controle.

Fonte: elaboragdo prépria (2023)

5.8. Ensaio de Motilidade

Na presenca de florfenicol (0,30 mg/mL), foi observada uma notavel diminuicéo
na motilidade do isolado JVD 05 em um periodo de 24 h. Os valores da corrida para 0s
controles de motilidades dos tipos swimming (flagelo), swarming (flagelo) e twitching
(fimbria) foram de 13, 29 e 13 mm, valores esses que na presenca de florfenicol reduziram
para, 0, 5 e 3 mm, observando reducbes de 100%, 82,8% e 77% como apresentado na
Figura 10. Observou-se uma reducdo de 100% na velocidade de corrida de natagcéo na
presenca de florfenicol.

Para o isolado JVD 07, os resultados demonstraram uma diminui¢do notavel na
motilidade em resposta ao tratamento com florfenicol. A velocidade de corrida no
controle foi de 0,22 um/s. No entanto, na presenca de florfenicol, ndo houve motilidade
do tipo swimming (0,00 um/s). Na motilidade do tipo swarming o controle apresentou
deslocamento de 25 mm, a presenca de florfenicol reduziu para 8 mm, representando uma
reducédo de 68%. De maneira similar, a motilidade do tipo twitching foi reduzida em 53%

(17 mm no controle e 8 mm no teste).
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Figura 11 — Velocidade de corrida dos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa
expostos a 0,30 mg/mL de florfenicol.

40

w
o

Velocidade (um/s)
N
o
—
—

=
o

: I

Swimming Swarming Twitching

T

controle JVDO5 controle JvD07

Fonte: elaboracéo propria (2023)

Além do florfenicol, a influéncia da combinacéo de sulfametoxazol+trimetoprima
(0,24 mg/mL) na motilidade dos isolados JVD 05 e JVD 07 foi avaliada, como observado
na Figura 11. Os resultados indicaram uma reducdo na motilidade para ambas, embora
com variagdes. No estudo da influéncia do sulfametoxazol+trimetoprima na motilidade
da linhagem JVD 05, observou-se uma diminuicdo notavel da corrida para todas as
modalidades de motilidade avaliadas. Na motilidade tipo swimming, essa corrida foi
reduzida de 13 para 5 mm, (62%). Em relacdo a motilidade do tipo swarming, foi
registrada uma redugéo significativa da 29 para 8 mm (72%). Da mesma forma, a
motilidade das células twitching apresentou uma reducdo comparada ao controle, de 77%,
ou seja, 13 para 3 mm.

J& o isolado JVD 07, na combinacdo de sulfametoxazol+trimetoprima também
reduziu a motilidade, embora em uma escala menos acentuada do que o observado com
o0 isolado JVD 05. Especificamente, na modalidade de motilidade do tipo swimming, a
JVD 07 diminuiu 26% (de 19 para 14 mm). A corrida das células tipo swarming reduziu
um pouco mais, 56% (de 25 para 11 mm). Finalmente, a corrida das células tipo twitching

exibiu uma ligeira reducédo de 12%, passando de 17 para 15 mm.
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Figura 12 — Velocidade de corrida dos isolados selvagens de Pseudomonas aeruginosa
expostos a 0,24 mg/mL de sulfametoxazol/trimetoprima.
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6. DISCUSSAO

6.1. Variacao fenotipica dos isolados de Pseudomonas aeruginosa

O objetivo principal deste estudo foi avaliar os aspectos fenotipicos de isolados
de P. aeruginosa em resposta a exposi¢do a antimicrobianos desenvolvidos para uso
veterinario. E importante notar que, embora possa haver mudangcas na legislacéo sobre o
uso de antimicrobianos, isso pode ndo se refletir imediatamente na presenca de
microrganismos resistentes em um determinado ambiente ou contexto. A resisténcia
antimicrobiana € um problema complexo e multifacetado, influenciado por uma
variedade de fatores, incluindo o uso indiscriminado de antimicrobianos em humanos,
animais e na agricultura, bem como préticas inadequadas de higiene e saneamento. Esta
abordagem esta alinhada com a necessidade urgente de pesquisas que abordem a
resisténcia a formulacdes de antimicrobianos utilizados na medicina veterinaria. Em
razdo da global utilizacdo de antimicrobianos veterinarios e sua persistente detecgdo em
solos, ambientes aquaticos e animais destinados a producdo alimentar. Tais esforgcos
colaboram ndo apenas na esfera da salude humana, mas também na satde animal, em
conformidade com a perspectiva One Health (Ahmad et al., 2023; Carvalho; Mariotini,
2020).

P. aeruginosa foi encontrada em uma ampla variedade de locais, desde agua
destilada até solos contaminados, pias de hospitais, mar aberto, pocos de petréleo, solo
contaminado com pesticidas, saidas de agua, chuveiros, flores, animais, seres humanos e
até mesmo em instrumentos cirargicos e implantes médicos (Bayssari et al., 2015; Khan
et al., 2007; Warburton et al., 1994). Além disso, destaca-se que P. aeruginosa €
conhecida por sua capacidade de adaptacdo, incorporando novos elementos genéticos e
ajustando seu metabolismo de acordo com o ambiente (Mathee et al., 2008). Isso é
facilitado pela producéo de varios fatores de viruléncia e moléculas secretoras, como
fenazinas, enzimas liticas e ramnolipidios (Jurado-Martin et al., 2021).

Embora reconhecida como um contaminante frequente em ambientes hospitalares,
P. aeruginosa também representa uma preocupagdo significativa em ecossistemas
aquaticos. Esta preocupacdo é embasada por uma série de estudos que evidenciam a
presenca deste patdgeno em tais ambientes (Hajjartabar, 2004; Webb et al., 2004). A
persisténcia e a detecgdo de P. aeruginosa em habitats aquaticos ndo s6 amplia o escopo

de sua relevancia epidemioldgica, mas também desafia a compreenséo
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dos mecanismos de adaptacdo e persisténcia desta bactéria em diferentes ambientes. Ela
demonstra uma capacidade notavel de prosperar tanto em atmosferas com teores normais
de oxigénio como em ambientes com baixa concentracdo de oxigénio (Oraezukor et al.,
2021). Esta caracteristica permite que colonize uma ampla gama de ambientes, naturais e
ndo selvagens, demonstrando sua adaptabilidade robusta e versatilidade ecoldgica (Mao
etal., 2015).

Os resultados obtidos nesse estudo, em termos da producdo de piocianina pelos
isolados de P. aeruginosa, séo consistentes com a literatura (Nowroozi et al., 2012), isto
é, uma alta prevaléncia de exibicdo do pigmento em isolados clinicos (95%) e ambientais
(100%). Além disso, é interessante ressaltar que a producdo de piocianina pode ser
influenciada pelo ambiente em que a bactéria esta crescendo. Contudo, Legnani et al.
(1999) observaram que a producdo de piocianina € menor quando a bactéria estd em
contato com &gua, em comparagdo com meios de cultura enriquecidos ou solo. 1sso sugere
que o ambiente pode desempenhar um papel importante na regulacdo da producéo de
piocianina.

De acordo com Belenky et al. (2015), P. aeruginosa pode desenvolver uma
tolerdncia coletiva aos antibidticos, mediada pela piocianina. Todos os antibidticos
expostos as linhagens provocaram o aumento da concentracdo de piocianina e ela por ser
expressa, conferiu tolerdncia a todos os antibioticos, com excecdo da polimixina B, que é
ativa contra a bactéria porque atua em nivel da membrana. Em complemento, Zhu et al.
(2019) observaram que piocianina conferiu tolerancia a todos os antibidticos testados. A
presenca ou a producdo do pigmento reduziu a suscetibilidade aos efeitos dos antibidticos,
indicando que existe um papel crucial do pigmento na defesa global contra
antimicrobianos, sem ainda desconhecido o mecanismo.

A produgéo de piocianina, é uma caracteristica exclusiva da P. aeruginosa, sendo
esta bactéria a Unica fonte natural desse composto. Cerca de 90-95% dos espécimes de P.
aeruginosa sintetizam piocianina (Abdelaziz et al., 2023; Mavrodi et al., 2001; Saleem
etal., 2021). A expressao de piocianina por P. aeruginosa esta diretamente relacionada a
sua capacidade de resposta a pressdes seletivas ambientais (Bahari et al., 2017; Martins
et al., 2008). Além de desempenhar um papel crucial na promog&o da viabilidade celular
em ambientes desafiadores, a piocianina contribui significativamente para a colonizagéo

e persisténcia da P. aeruginosa. A piocianina também esta associada a formacao de
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biofilme, um modo de vida bacteriano que confere resisténcia a antimicrobianos e protege
as celulas bacterianas (Das et al., 2013; Shouman et al., 2023; Zhu et al., 2019).

Ademais, uma membrana hidrofobica indica uma falta de afinidade por moléculas
de agua, tornando mais facil a passagem de moléculas hidrofobicas através da membrana
plasmética. A hidrofobicidade da superficie celular bacteriana emerge como um fator
crucial que influencia a adesdo bacteriana a varias superficies (Mirani et al., 2018 Vij et
al., 2020). No caso de P. aeruginosa, sua resisténcia intrinseca € atribuida a baixa
permeabilidade de sua membrana externa (Strateva; Yordanov, 2009). Estima-se que a
permeabilidade da membrana externa de P. aeruginosa seja de 10 a 100 vezes menor do
que a de Escherichia coli, apresentando uma menor capacidade de absorcao (Breidenstein
etal., 2011).

Microrganismos que exibem elevada hidrofobicidade tendem a aderir mais
eficientemente a superficies com propriedades semelhantes, por exemplo dispositivos
médicos implantaveis, tais como cateteres, valvulas cardiacas mecanicas ou marcapassos,
fabricados a partir de materiais hidrofébicos (como silicone, plastico, teflon et cetera).
Microrganismos hidrofébicos tém uma maior propensao para aderir a esses dispositivos
(Krasowska; Sigler, 2014). Esta tendéncia de adesdo esta intrinsecamente ligada as
propriedades hidrofébicas ou hidrofilicas dos microrganismos. Adicionalmente, foi
documentada uma preferéncia microbiana por superficies mais porosas, como indicado
em estudos anteriores (Bos et al., 2000; Chang; Merritt, 1994; Scheuerman et al., 1988).
Em ambientes aquosos, a maioria das células plancténicas apresenta uma carga negativa
na superficie (Poortinga et al., 2001). Observa-se que, quanto maior a hidrofobicidade da
célula, mais intensa tende a ser sua adesdo a uma superficie especifica (Collin et al.,
2020).

6.2. Ensaio de susceptibilidade a antimicrobianos

A substancia que apresentou a mais elevada taxa de resisténcia foi o &cido
nalidixico, com um indice de 83%, sendo que cinco dos seis espécimes isolados
demonstraram resisténcia a este antibidtico. Nos estudos realizados por Maia et al.
(2009), que envolveram P. aeruginosa isoladas de pescados e frangos, também observou
um alto indice de resisténcia ao acido nalidixico entre os isolados, alcan¢ando 96,8%.
Essa identificacdo de resisténcia ao acido nalidixico, um antibiotico frequentemente

utilizado em animais produtores de alimentos para controle, prevencédo e tratamento de
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doencas, bem como seu uso como promotor de crescimento, destaca uma preocupagdo
significativa em termos de saude Unica e manejo de resisténcia a antimicrobianos (Maia
et al., 2009). Os isolados de torneiras (JVD 03, 04 e 05) demonstraram um perfil de
sensibilidade mais amplo em comparagéo com os isolados selvagens. Por outro lado, estes
isolados exibiram uma maior tendéncia a resisténcia quando comparados aos isolados de
torneiras, eles apresentaram resisténcia a trés ou mais antimicrobianos.

No geral, os espécimes apresentaram resisténcia a varios antimicrobianos beta-
lactdmicos, entre eles, meropenem, aztreonam, cefepime e ceftazidima. Isso sugere que a
resisténcia a B-lactdmicos € comum entre P. aeruginosa. Esta resisténcia é atribuida a
fatores intrinsecos, como a baixa permeabilidade da membrana e a producéo da enzima
B-lactamase AmpC (Ansari et al., 2016; Mishra et al., 2012; Rafiee et al., 2014). A
exposicdo ambiental aos antimicrobianos contribui para o aumento da resisténcia
bacteriana, uma vez que proporciona condic¢des para a sele¢do e propagacao de isolados
resistentes (Singer et al., 2016). Além disso, 0 uso de antimicrobianos seja em ambientes
hospitalares, seja na comunidade, desempenha um papel crucial na selecdo de bactérias
resistentes a esses agentes terapéuticos (Corréa et al., 2003). Na perspectiva One Health,
existe um consenso crescente de que a andlise da infecciosidade e da resisténcia aos
antimicrobianos de P. aeruginosa deve adotar a abordagem de Sadde Unica, levando em
conta sua colonizacdo em uma variedade de ecossistemas ambientais (Laborda et al.,
2021).

Durante o0s estagios iniciais dos ensaios fenotipicos, foi observada uma
homogeneidade nos padrbes apresentados pelas linhagens analisadas. No entanto, optou-
se por selecionar trés isolados para investigar a formacao do biofilme. O isolado JVDO05
foi escolhido devido a sua eficacia na produgdo de piocianina, enquanto os isolados
JVDO07 e JVvDO08, provenientes de um ambiente aquatico, foram selecionados por
apresentarem distintos perfis de resisténcia, conforme evidenciado nos testes de
susceptibilidade. Essa selecdo € de particular relevancia, pois destaca a importancia das
instalacbes hospitalares como potenciais reservatorios para patdgenos resistentes a

maultiplos medicamentos.

6.3. Avaliacao de células planctonicas
Foi relatado por Balaban et al. (2004) e Lewis (2007) que varios mecanismos

moleculares desempenham papeis cruciais na resisténcia das bactérias aos
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antimicrobianos, podendo atuar de forma isolada ou em conjunto para conferir essa
capacidade adaptativa. Esses mecanismos incluem a multiplicacdo "lenta”, resposta SOS,
respostas ao choque frio e estresse, desintoxicacdo e modificagdes na permeabilidade das
membranas. Esses processos permitem que as bactérias enfrentem e proliferem a
exposi¢do aos compostos antimicrobianos, adaptando-se ao ambiente hostil.

O aumento significativo na densidade de células planctonicas, variando de 6,1%
a 180% em relacdo ao controle, indica um cenario propicio para a migracdo e
multiplicacdo das células bacterianas sob as condi¢Ges experimentais estabelecidas. Esse
fendmeno sugere que as condic¢des do experimento podem ter estimulado a proliferacdo
bacteriana, resultando em um incremento na populacgéo total de células plancténicas ao
longo do tempo. Essa observacdo € congruente com 0s mecanismos adaptativos
frequentemente observados em bactérias, como a multiplicacdo "lenta" resultando em
"persisténcias” e as respostas ao estresse. Tais mecanismos, discutidos por
Mangalappalli-Illathu et al. (2008), podem promover a resiliéncia e a proliferacdo
bacteriana em ambientes desafiadores.

O aumento observado nas ceélulas planctdnicas de P. aeruginosa pode ser
interpretado como um indicador dos riscos associados a multiplicacdo microbiana. A
rapida proliferacdo bacteriana pode levar a disseminacdo de doencas infecciosas e a
contaminacdo de ambientes, produtos e superficies, representando uma ameaca
significativa a saude publica. Além disso, a multiplicacdo bacteriana esta frequentemente
associada a formacao de biofilmes. Esses riscos sdo apoiados por informacdes disponiveis
na literatura: Belenky et al. (2015) demonstraram que a multiplicacdo bacteriana induzida
por antibidticos pode resultar em perturbacdes metabdlicas toxicas que causam danos
celulares, enquanto Zhu et al. (2019) ressaltaram que a multiplicacdo bacteriana pode
levar a producdo de metabdlitos tdxicos, como a piocianina, contribuindo para a

resisténcia universal aos antibioticos em P. aeruginosa.

6.4. Ensaio da formac&o do biofilme

Durante experimentos laboratoriais, ao expor isolados de P. aeruginosa aos
antimicrobianos,  observou-se que 0 aumento na  concentracdo  de
sulfametoxazol+trimetoprima na presenca de florfenicol resultou em uma maior inibi¢do
da formacéo do biofilme. Esse achado sugere que a combinagéo desses antimicrobianos

pode ter um efeito inibitdrio sobre a capacidade da P. aeruginosa de formar biofilme, isto
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é, uma possibilidade de que a exposicao ao florfenicol, um antibiotico bacteriostatico que
inibe a sintese de proteinas, pode potencializar os efeitos da sulfametoxazol+trimetoprima
de varias maneiras. Primeiramente, sugere-se que haja um sinergismo na inibicdo da
sintese proteica. O florfenicol e a trimetoprima atuam em diferentes estagios desse
processo: o florfenicol interfere com a formacdo do peptidil transferase no ribossomo,
bloqueando a ligacdo dos aminoacidos durante a sintese proteica, enquanto a
trimetoprima afeta a sintese dos precursores essenciais para essa producao (Ren et al.,
2017). Dessa forma, acredita-se que a combinacdo desses dois antimicrobianos pode
levar @ uma inibicdo mais completa da sintese proteica bacteriana, comprometendo a
capacidade das células bacterianas de produzirem os componentes necessarios para a
formacéo do biofilme. A consequéncia desse efeito sinérgico poderia ser uma reducao
significativa na formacdo do biofilme, especialmente quando a concentracdo de
sulfametoxazol+trimetoprima é aumentada na presenga de florfenicol.

A exposicdo ambiental aos antimicrobianos contribui para o aumento da
resisténcia bacteriana, uma vez que proporciona condi¢fes para a selecdo e propagacao
de isolados resistentes (Singer et al., 2016). Além disso, o uso de antimicrobianos seja em
ambientes hospitalares, seja na comunidade, desempenha um papel crucial na selecéo de
bactérias resistentes a esses agentes terapéuticos (Corréa et al., 2003). Hoiby et al. (2010)
observaram que concentracdes subinibitorias de certos antimicrobianos, como a
ciprofloxacina, podem induzir a formagéo de biofilme em P. aeruginosa.

Observou-se que todos os isolados, quando expostos ao florfenicol, especialmente
na concentracdo mais alta, 0,30 mg/mL, tiveram um aumento na formacéo de biofilme.
Esses resultados sugerem uma possivel resisténcia ao antibi6tico por parte desses
isolados. Uma hipotese para explicar essa resisténcia € que esses isolados podem ter
desenvolvido mecanismos de resisténcia, como a presenca de genes de resisténcia ou a
ativacao de sistemas de efluxo que removem ativamente o florfenicol da célula, reduzindo
sua eficacia (Mutuku et al., 2022). Além disso, € possivel que as bactérias tenham
adaptado seus mecanismos de formacédo de biofilme para se protegerem do florfenicol,
tornando-se mais resilientes a sua agcdo. Esses mecanismos podem incluir mudancas na
expressdo de genes relacionados & formacédo de biofilme ou alteracdes na composicao e
estrutura do biofilme para impedir a entrada do antibiético (Rattanapanadda et al., 2019;
Silva et al., 2018).
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A deteccdo do gene determinante de resisténcia ao florfenicol, floR, foi detectado
inicialmente em Vibrio damsela, um patdgeno de peixes, sugere fortemente a
transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos de bactérias aquaticas para
patdgenos veterindrios de importancia humana e terrestre (Bolton et al., 1999). Essa
associacdo molecular pode ser correlacionada com a observacéo de linhagens bacterianas
mais resistentes que formaram biofilme na presenca de florfenicol. O gene floR,
reconhecido como responsavel pela resisténcia ao florfenicol, é conhecido por codificar
uma bomba de efluxo (Du et al., 2004). O gene j& foi documentado em diversas espécies
bacterianas, tais como Edwardsiella ictaluri (Welch et al., 2009), Escherichia coli (Du et
al., 2004) e Salmonella spp. (Doublet et al., 2004), conferindo resisténcia especifica ao
florfenicol.

Os sistemas de efluxo desempenham um papel crucial na protecédo celular contra
antimicrobianos, transportando ativamente os compostos para fora do citoplasma e/ou
periplasma, reduzindo seu acimulo em locais onde exercem sua acdo. Esses achados
sugerem uma relacdo entre a presenca do gene floR e a resisténcia ao florfenicol, junto
com a capacidade das bactérias de formar biofilme, possivelmente impulsionada pelo
papel dos sistemas de efluxo na protecdo contra antimicrobianos (Lynch, 2006).

A resposta bacteriana ao estresse, incluindo a exposicdo a antimicrobianos, é
crucial para a persisténcia e adaptacdo. As bactérias podem ativar sistemas de reparo do
DNA para corrigir danos genéticos causados pelo antibi6tico, ajustar seu metabolismo
para otimizar a producdo de energia e nutrientes, aumentar a expressao de genes de
resisténcia para neutralizar o antibiético e regular a divisdo celular para maximizar as
chances de persistir no ambiente hostil (Fisher et al., 2017; Harms et al., 2016). Em P.
aeruginosa, a estratégia mais comum para adquirir resisténcia adaptativa aos
antimicrobianos ¢ através da formacao de biofilmes (Cohen et al., 2013; Maurice et al.,
2018). Acredita-se que fatores como a composicao do lipopolissacarideo (LPS), proteinas
da membrana externa e citoplasmatica, composicdo de acidos graxos, conteudo e carga
da membrana citoplasmatica, bem como a hidrofobicidade e efluxo ativo de agentes,
desempenhem papéis significativos nesse cenario de resisténcia bacteriana (Braoudaki;
Hilton, 2005; Levin; Rozen, 2006)

Quanto a relacdo entre a DQO e a formacdo dos biofilmes, destaca-se que na
auséncia e na concentracdo 0,24 mg/mL de sulfametoxazol+trimetoprimapara JVDO05,

foram observados niveis significativos de resisténcia, especialmente em concentracdes
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mais elevadas, como 2.000 e 20.000 mg/L. Da mesma forma, na concentracdo de 0,30
mg/mL de florfenicol e auséncia de sulfametoxazol+trimetoprima, notou-se uma
resisténcia em comparacdo com a concentracdo de 20.000 mg/L. No entanto, em
concentragdes menores, 2.000 e 400 mg/mL, tais resisténcias ndo foram observadas. Foi
constatado que baixo nivel de DQO, especificamente 400, ndo contribuiu com a
resisténcia, mesmo porque esta DQO € encontrada em aguas naturais, livres de poluicéo.
Um reservatorio com alta DQO propicia a colonizacdo por biofilme devido a
abundancia de matéria orgénica, que serve como uma fonte nutritiva para 0s
microrganismos presentes no ambiente, estimulando seu crescimento e multiplicacdo. Em
resposta a disponibilidade de nutrientes, esses microrganismos frequentemente aumentam
a producdo de polissacarideos extracelulares, os quais desempenham um papel crucial na
formagdo da matriz do biofilme e na adeséo das células bacterianas. Adicionalmente, o
biofilme oferece protecdo contra condicGes adversas, incluindo variagfes de temperatura,
pH e concentracBes de nutrientes, revelando-se particularmente vantajoso em ambientes
com altas cargas organicas. Por fim, a presenca de matéria organica pode tornar as
superficies mais atrativas para a adesao bacteriana, facilitando assim a formacdo inicial
do biofilme (Raffo; Ruiz, 2014; WEF, 2000).

6.5. Avaliacdo da motilidade

Observam-se em P. aeruginosa diferentes tipos de movimentos. Isso inclui a
movimentacdo natatoria impulsionada pelo flagelo, além dos movimentos de enxame e
contracdo na superficie, os quais sdo principalmente controlados pela hiperflagelacéo e
pelos pili tipo 1V, respectivamente (O'May; Tufenkji, 2011).

Os resultados evidenciam uma marcada reducdo na motilidade bacteriana em
decorréncia da exposicdo a antimicrobianos, como o florfenicol e a combinacdo de
sulfametoxazol/trimetoprima. O florfenicol exerceu uma inibicdo significativa da
motilidade em todas as linhagens testadas, resultando em reducbes expressivas na
velocidade da corrida em todas as formas de movimento bacteriano, incluindo natacao,
enxameacdo e  espasmos. Da mesma forma, a  associacdo  de
sulfametoxazol+trimetoprimatambém demonstrou uma reducdo notavel na motilidade
bacteriana, embora em uma escala ligeiramente inferior quando comparada ao florfenicol.
A motilidade desempenha um papel crucial na colonizacdo, na expressdo total de

viruléncia e na formacdo de biofilme da P. aeruginosa, sendo fundamental para sua
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patogénese (Hu et al., 2013; Zhao et al., 2013). A exposi¢do aos antimicrobianos afetou
significativamente as motilidades de enxame, contracdo e natacdo, sugerindo que esses
compostos podem interferir nas funcées dos flagelos e pili tipo IV. Como a motilidade da
P. aeruginosa € regulada pelo sistema quorum sensing (QS), (Glessner et al., 1999) é
possivel que os antimicrobianos inibam essa motilidade interferindo com o QS ou agindo
diretamente sobre os flagelos e pili tipo IV. Isso contribui parcialmente para a inibicdo da
adesdo, dispersao do biofilme e reducédo da expressédo de outros fatores de viruléncia (Luo
etal., 2017).

Em relacdo aos resultados obtidos, onde as linhagens apresentaram uma reducéo
na motilidade, especialmente quando expostas ao florfenicol, isso sugere uma correlacédo
direta entre a exposi¢do ao antibidtico e a diminuicdo na capacidade de movimento das
bactérias. Essa reducdo na motilidade pode ter contribuido para uma adesdo mais estavel
das células bacterianas as superficies de cultura, promovendo assim a formacdo de
biofilmes mais coesos e densamente estruturados. A partir desses resultados, é possivel
inferir que o florfenicol, ao inibir a motilidade bacteriana, pode ter favorecido a formagéo
de biofilmes mais robustos, o que tem implicagdes importantes na resisténcia e
persisténcia das infeccdes bacterianas. Essa relacdo entre a reducdo da motilidade e a
formacédo de biofilme é crucial para compreender 0os mecanismos subjacentes a resisténcia
bacteriana e para desenvolver estratégias eficazes de combate a biofilmes indesejados
(Morgenstein; Rather, 2012; O'May; Tufenkji, 2011).

Ahmed et al. (2020), estudando as trajetorias evolutivas de P. aeruginosa em
biofilme e modos de crescimento planctnico expostos a ciprofloxacina, relataram que
ndo houve diferenga significativa na motilidade swimming entre os isolados
ciprofloxacina e o controle. Entretanto, observaram que os isolados resistentes a
ciprofloxacina em ambos os grupos apresentaram uma diminuicdo na motilidade
swimming em comparagcdo com as colonias ancestrais. Notavelmente, as col6nias
resistentes a ciprofloxacina de populacGes evoluidas com controle exibiram uma
motilidade swarming significativamente menor e uma motilidade twitching

significativamente maior em comparagdo com populacées evoluidas com ciprofloxacina.
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7. CONCLUSAO

Verificou-se a variacdo fenotipica nos seis isolados de Pseudomonas aeruginosa
expostas a antimicrobianos de uso veterinario. Todos os isolados foram produtores de
piocianina, com destaque para JVDO05, de origem hospitalar. Além disso, em todos
isolados detectou-se forte hidrofobicidade da parede celular. Metade deles demonstraram
resisténcia a trés ou mais dos antimicrobianos, indicativo de multirresisténcia, incluindo
nos isolados selvagens. Concentracdes elevadas de florfenicol resultaram em um aumento
significativo na adesdo dos isolados, por outro lado, observou-se uma supressao
substancial da adesdo bacteriana quando os isolados foram expostos a concentracées mais
elevadas de sulfametoxazol/trimetoprima. A exposi¢ao aos antimicrobianos levou a uma
diminuicdo nos trés tipos de motilidade exercidos por P. aeruginosa: nata¢do (swimming),
enxameamento (swarming) e tremulacdo (twitching). Ja o florfenicol permitiu que as
céulas se aderissem a superficie de maneira forte adesdo, nas condi¢ées com maior DQO.
Pode-se considerar como direcionamento para aprofundar esses achados, a
exploracdo dos mecanismos subjacentes a resisténcia antimicrobiana e a viruléncia em P.
aeruginosa exposta a antimicrobianos de uso veterinario. Isso pode envolver estudos
moleculares para identificar genes de resisténcia e fatores de viruléncia. Além disso, hé a
possibilidade de investigar a eficacia de novos antimicrobianos ou combinacfes
terapéuticas contra linhagens multirresistentes de P. aeruginosa, utilizando testes in vitro
e em modelos animais para avaliar a eficacia e a seguranca dos novos tratamentos.

Outra area de pesquisa potencial é o desenvolvimento de estratégias para prevenir
a formacdo de biofilmes de P. aeruginosa em ambientes com alta carga de matéria
organica, como aguas residuarias. Isso pode incluir o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos especificos para combater biofilmes ou o uso de tecnologias de
tratamento de agua mais eficazes. Além disso, é importante avaliar o impacto da
disseminacdo de linhagens multirresistentes de P. aeruginosa no meio ambiente e na
salde publica, especialmente em ambientes onde ha uso extensivo de antimicrobianos de
uso veterinario. Por fim, desenvolver e avaliar estratégias de controle de infeccdo para
prevenir a disseminagdo de P. aeruginosa multirresistente em ambientes hospitalares e
veterinarios é uma area de pesquisa crucial, envolvendo medidas de higiene, protocolos

de isolamento e monitoramento de infecgoes.
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