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Resumo:

Pseudomonas aeruginosa € um importante agente de infeccbes
relacionadas a assisténcia a saude e multirresisténcia € um fendmeno
comum nesta espécie bacteriana, o que torna as opcdes terapéuticas para o
seu controle, muito limitadas. Dos agentes antimicrobianos que podem ser
ativos contra esta bactéria destacam-se os carbapenémicos, como o
meropenem. Estudos dos mecanismos de resisténcia antibacteriana podem
colaborar na compreenséo de como isolados de P. aeruginosa respondem e
se tornam resistentes aos antimicrobianos, como 0 meropenem, e assim
contribuir para as medidas de controle e prevencao desses multirresistentes.
Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar alteracbes
morfolégicas e estruturais de P.aeruginosa decorrentes da exposicdo a
concentracbes subinibitorias de meropenem. A avaliacdo foi realizada
empregando-se microscopia eletrénica de varredura (MEV) e transmissao
(MET) em P. aeruginosa sensivel (Pa ATCC) e resistente (Pa 1071) ao
meropenem. As alterac6es morfoldgicas observadas pela MET chamam a
atencao pelo arredondamento do bacilo e a destruicdo da parede celular em
consequéncia a exposicdo ao meropenem. O arredondamento celular
também foi a principal alteracdo observada na MEV. A amostra bacteriana
resistente apresentou maior porcentagem de alteracdo morfologica, com
destaque para um acumulo interno de parede celular, o0 que pode sugerir
uma tentativa de adaptacao bacteriana a acao do antimicrobiano.
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Introducao

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais agentes de infeccao
relacionada a assisténcia a saude. A importancia clinica dessa infeccao
caracteriza-se pela expressao de multipla resisténcia aos antibacterianos
associada a uma dificil erradicagdo da doenca, consequentemente com
elevados indices de morbidade e mortalidade (HIRSCH; TAM, 2010).

Carbapenémicos, como o meropenem, sao antimicrobianos de amplo
espectro, com atividade bactericida, por atuarem inibindo as proteinas
ligadoras de penicilina e consequentemente a sintese da parede celular. Os
carbapenémicos possuem consideravel estabilidade diante da maioria das
betalactamases, incluindo as de amplo espectro (ESBL), por essa razéo, os
carbapenémicos sao considerados farmacos de reserva e devem ser
preservados (RUPP et al., 2003).

Microscopia eletronica de transmissdo e de varredura representam
ferramentas importantes para avaliar a morfologia e ultra-estrutura das
bactérias e podem ser usadas para elucidar alvos celulares envolvidos nas
interacdes bactéria e anti-bacterianos (SIQUEIRA et al., 2014).

Materiais e métodos

Amostras bacterianas

Um isolado de P. aeruginosa resistente ao meropenem (Pa 1071),
proveniente da bacterioteca do setor de Bacteriologia Médica do Laboratorio
de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas, da Universidade Estadual de
Maringa foi empregada neste estudo. P. aeruginosa ATCC 27853 (Pa ATCC)
foi utilizada como amostra sensivel ao antimicrobiano estudado. A
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de meropenem
(AstraZeneca, Cotia, Brasil) foi definida pelo método de microdiluicdo em
caldo segundo CLSI (2014).

Avaliacdo da Morfologia e Ultraestrutura Celular por Microscopia Eletronica
Pa 1071 e Pa ATCC expostas ou ndo a 0,5 x CIM de meropenem por 3 e 12
h foram recolhidas por centrifugacao, lavadas em PBS e fixadas com 2,5%
de glutaraldeido em tampé&o cacodilato de sodio 0,1 M (EMS - Electron
Microscopy Science, Hatfield, PA, EUA) por no minimo 2 h a 4°C. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e de transmissédo (MET) foram
realizadas segundo Siqueira et al., (2014).

Resultados e Discussao
Pa 1071 foi resistente ao meropenem com CIM = 32 ug/mL, enquanto

Pa ATCC com CIM = 0,25 pg/mL foi usada como amostra sensivel ao
meropenem. As alteracdes morfoldgicas observadas pela microscopia de
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transmissdo (Figura 1) e varredura (Figura 2) chamam a atencao pelo
arredondamento do bacilo e a destruicio da parede celular em
consequéncia a exposicdo ao meropenem. A amostra bacteriana resistente
(Pal071) apresentou maior porcentagem de alteracdo celular que a amostra
sensivel (Tabela 1) e um acumulo de parede bacteriana no interior da célula
(Figura 1 H inset).

Figural- Eletromicrografias de P. aeruginosa obtidas por Microscopia Eletrénica de
Transmissdo. (A e C) Pa ATCC na auséncia do tratamento com 3 e 12 horas,
respectivamente. (B e D) Pa ATCC exposta a 0,5 x CIM de meropenem por 3 e 12 horas,
respectivamente. (E e G ) Pal071 na auséncia do tratamento com 3 e 12 horas,
respectivamente. (F e H) Pal071 exposta a 0,5 x CIM de meropenem em 3 e 12 horas,
respectivamente (Magnificagdo A — H = 40.000x, Hinset = 60.000x).

Figura 2-- Eletromicrografias de P. aeruginosa obtidas por Microscopia Eletrbnica de
Varredura. (A e C) Pa ATCC na auséncia do tratamento com 3 e 12 horas, respectivamente.
(B e D) Pa ATCC exposta a 0,5 x CIM em 3 e 12 horas, respectivamente. (E e G) Pa 1071
na auséncia do tratamento com 3 e 12 horas, respectivamente. (F e H) Pa 1071 exposta a
0,5 x CIM em 3 e 12 horas, respectivamente (Magnificacdo A-H = 6000x).

TABELA 1 - Porcentagem de alterag6es morfologicas e estruturais em Pseudomonas
aeruginosa sensivel (Pa ATCC) e resistente (Pa 1071) ao meropenem, apos 3 e 12 horas
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de incubacdo com ou sem 0,5 x a concentracdo inibitéria minima de meropenem, por
microscopia eletrénica de transmissao (MET) e varredura (MEV).

Alteracdes ATCC (%) Alteracdes (%) Pa 1071

Tratamento antimicrobiano

MET MEV MET MEV
Sem tratamento 3 h 34 0,73 2,6 2,59
Meropenem 3 h 12,4 20,27 20,4 9,38
Sem tratamento12h 7,6 1,18 5,9 3,03
Meropenem 12 h 11,0 25,75 72,7 52,52

Conclusodes

No presente estudo observamos que, em comparag¢ao com a bactéria
sensivel, o isolado resistente (Pal071) apresentou maior porcentagem de
alteracdo morfolégica e um acumulo interno de parede celular, sugerindo
uma tentativa de adaptacao bacteriana a acdo do antimicrobiano testado.
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