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RESUMO

O surgimento de bactérias patogénicas com resisténcia a varios antimicrobianos tem gerado
elevada preocupacdo no meio cientifico e a Organizacdo Mundial da Saude, pois essas bactérias,
quando ocasionam infec¢Bes a salde humana, geram doencas de dificil tratamento, podendo
aumentar o numero de morbidades e, até mesmo, promover 0 aumento no caso de Obitos,
principalmente em casos de septicemia hospitalares. Dentre os fatores que contrinuem para o
aumento da resisténcia antimicrobiana, conforme o relatério do Programa Ambiental das Nacdes
Unidas, destacam-se: o indice de pobreza, a falta de saneamento béasico, o0 aumento de poluentes
emergentes. Neste contexto, a resisténcia antimicrobiana (AMR) é um tema de elevada
relevancia mundial, pois se ndo for combatida cientifica e eficazmente, podera ocasionar uma
crise global na saude humana denominada de pan-resisténcia. Em estudos feitos nas aguas do rio
Lageado do Pardo que margeia o municipio de Frederico Westphalen-RS/Brasil, foram
identificadas bactérias do género Pseudomonas com resisténcia multipla aos antibi6ticos das
classes: B-Lactdmicos, Macrolideos e Quinolonas. A avaliacdo foi realizada através de
antibiogramas em placa de Petri em meio Mueller-Hinton (Bauer et al., 1966) e analisado
conforme National Committee for Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2020/Br-Cast,
2023).

Palavras-chave: antibiograma, resisténcia antimicrobiana (AMR), extrato hidroalcodlico,
pseudomonas, super-bactéria.

ABSTRACT

The emergence of pathogenic bacteria with resistance to various antimicrobials has caused great
concern in scientific circles and the World Health Organization, because when these bacteria
cause infections in human health, they lead to diseases that are difficult to treat and can increase
the number of morbidities and even lead to an increase in the number of deaths, especially in
cases of hospital septicemia. Among the factors contributing to the increase in antimicrobial
resistance, according to a report by the United Nations Environmental Program, the following
stand out: the poverty rate, the lack of basic sanitation, the increase in emerging pollutants. In
this context, antimicrobial resistance (AMR) is a highly relevant issue worldwide, because if it
is not combated scientifically and effectively, it could lead to a global crisis in human health
known as pan-resistance. In studies carried out on the waters of the Lageado do Pardo river,
which borders the municipality of Frederico Westphalen-RS/Brazil, bacteria from the genus
Pseudomonas were identified with multiple resistance to antibiotics from the classes: 3-Lactams,
Macrolides and Quinolones. The evaluation was carried out using antibiograms in Petri dishes in
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Mueller-Hinton medium (Bauer et al., 1966) and analyzed according to the National Committee
for Clinical and Laboratory Standards (CLSI, 2020/Br-Cast, 2023).

Keywords: antibiogram, antimicrobial resistance (AMR), hydroalcoholic extract, pseudomonas,
super-bacteria.

RESUMEN

La aparicién de bacterias patdgenas resistentes a diversos antimicrobiano ha causado gran
preocupacion entre los cientificos y la Organizacion Mundial de la Salud, porque cuando estas
bacterias causan infecciones en la salud humana, dan lugar a enfermedades dificiles de tratar y
pueden aumentar el nimero de morbilidades e incluso provocar mas muertes, sobre todo en casos
de septicemia hospitalaria. Entre los factores que contribuyen al aumento de la resistencia a los
antimicrobianos, segun un informe del Programa de las Naciones Unidas para el Medio
Ambiente, se encuentran: la tasa de pobreza, la falta de saneamiento basico, el aumento de los
contaminantes emergentes. En este sentido, la resistencia a los antimicrobianos (RAM) es un
tema de gran relevancia en todo el mundo, ya que si no se combate de forma cientifica y eficaz,
podria provocar una crisis global en la salud humana conocida como panresistencia. En estudios
realizados en las aguas del rio Lageado do Pardo, que bordea el municipio de Frederico
Westphalen-RS/Brasil, se identificaron bacterias del género Pseudomonas con resistencia
multiple a antibidticos de las clases: B-Lactamicos, Macrélidos y Quinolonas. La evaluacién se
realiz6 mediante antibiogramas en placas de Petri en medio Mueller-Hinton (Bauer et al, 1966)
y se analizaron segun el National Committee for Clinical and Laboratory Standards (CLSI,
2020/Br-Cast, 2023).

Palabras clave: antibiograma, resistencia antimicrobiana (RAM), extracto hidroalcohdlico,
pseudomonas, superbacterium.

1 INTRODUCAO

Em termos de saude publica, tanto no Brasil como em nivel mundial, a bactéria do
género Pseudomonas, principalmente da espécie Pseudomonas aeruginosa, tem sido o principal
agente de infec¢do hospitalar em casos de pneumonia, principalmente quando é utilizado o
sistema de ventilacdo mecanica (Gales, Sader e Jones, 2002; Gaynes e Edwards, 2005). A
relevancia se torna maior na area da salde quando essa espécie se torna resistente a antibidticos
tradicionais que sdo utilizados nos tratamentos das infecgdes. E mister o desenvolvimento de
pesquisas que permitam identificar o aparecimento de bactérias resistentes e multiressistentes
aos antibidticos nos compartiementos ambientais, como a agua, a fim de gerar medidas
preventivas ao controle de infestacbes que podem gerar doencas, endemias e, até mesmo,

pandemias. Ressalta-se que a 4gua é a fonte vital das populacfes, assim como aos meios de
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producdo, como a producao agricola (alimentos de origens vegetais e animais), razao pela qual

esse estudo prezou em analizar, microbiologicamente, a qualidade da &gua do Lageado do
Pardo, rio que margeia a area rural do municipio de Frederico Westphalen no Estado do Rio
Grande do Sul — Brasil, servindo como fonte de &gua as atividades da producéo agricola, téo
importantes ao desenvolvimento regional sustentavel, mas também para o abastecimento da
estacdo de tratamento de agua municipal. Partindo dessa problematica, deve-se buscar solugdes
alternativas como na prospec¢do de novos compostos quimicos bioativos que apresentem
potencial para inibir o crescimento microbiano ou elimina-los. Neste contexto, objetivou-se
analizar, microbiologicamente, a qualidade da &gua no rio Lageado do Pardo, a fim de
identificar bactérias com status de resisténcia aos antimicrobianos de uso tradicional na area da
salde clinica. Ainda, buscando alternativas de combate as bactérias resistentes, foi testado o
extrato hidroalcoolico da planta Tithonia diversifolia (Hemsl), visando um futuro estudo para o

desenvolvimento de novos antibidticos.

2 REFERENCIAL TEORICO

Conforme os dados divulgados pelo Center for Disease control and Prevention (CDC,
2013), a bactéria Pseudomonas aeruginosa tem sido responsavel por cerca de 51.000 casos de
infecgdes, das quais 6.000 casos apresentaram multirresisténcia a antibioéticos, impactando na
area da saude humana. As cepas de bactérias Gram-negativas do género Pseudomonas tém sido
encontradas resistentes as diversas classes de antibioticos que sdo, clinicamente, utilizados nos
tratamentos de combate as infec¢des, geralmente apresentando resisténcias aos B-lactamicos.
Conforme Lazaretti et al., (2022), a bactéria Pseudomonas aeruginosa tem apresentado
resisténcia antibidtica, sendo um dos principais microrganismos infecciosos de pacientes
imunodeprimidos e pelo aumento no nimero de infec¢cbes em ambientes hospitalares. Conforme
o relatério do Programa Ambiental das Nacbes Unidas (Unep, 2023), a resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos existentes, como 0s antibioticos, antivirais, antifingicos e
antiparasitarios, consiste numa das dez principais ameagcas a saude publica no mundo. Em 2019,
a Resisténcia dos Microrganismos aos Antimicrobianos (AMR) foi responsavel, direta e
indiretamente, pelo nimero de 5 milhdes de dbitos no mundo. O Brasil detém a classificacdo de

“médio-alto” em incidéncia da AMR. O relatorio também destaca os principais fatores, ligados
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a AMR, que favorecem ao estabelecimento da resisténcia microbiana nos paises, tais como: o

indice de pobreza; a falta de saneamento basico (tratamento de dgua e esgotos); o aumento dos
poluentes emergentes das industrias farmacéuticas, da industria de alimentos, da producéo
agricola, do tratamento de doencas de animais e de pessoas (domiciliar, clinicas e hospitais) e
dos produtos secundarios provenientes das industrias quimicas (desinfectantes, metais pesados,
etc). Estes produtos, insumos e subprodutos, anteriormente destacados, quando dispersos nos
compartimentos ambientais (ar, agua, solo) e, até mesmo incorporados nos alimentos, favorecem
a pressdo seletiva de microrganismos aos agentes antimicrobianos, tornando-os resistentes
(Holzel, Tetens e Schwaiger 2018; Leonard et al. 2018; Koutsoumanis et al. 2021). A
Organizacdo Mundial da Saude concluiu que a resisténcia antimicrobiana € um tipo de ameaca
global a humanidade (Who, 2021). Vieiraetal., (2017), Camou et al., (2017), relataram os fatores
que propiciam o desenolvimento da resistencia microbiana, dentre os quais: prescricdao de
antibidticos de modo exarcebado, dosagens e tempo de uso inadequados, a ndo prescri¢cdo quando
é necessaria, automedicacdo, prescricdo indevida de antibidticos de amplo escpectro de acéo,
antibiodticos postos a venda no mercado sem a eficacia comprovada em todos 0s ensaios pré-
clinicos. Conforme estudos de Zagui et al., 2022, deve-se destacar os sistemas de esgotos
hospitalares como reservatério de residuos de medicamentos e bactérias, que favorecem o
desenvolvimento de resistencias antimicrobianas. Dentre os fatores que favorecem o
desenvolvimento da resisténcia para o género Pseudomonas, destaca-se a estrutura da membrana
externa dessas bactérias que apresenta baixa permeabilidade e capacidade de suportar
temperaturas préximas a 43°C, sendo que a temperatura 6tima de seu crescimento esta na faixa
entre 36%- 40° C (Bender et al., 2015); os autores, ainda, relacionaram a capacidade de resisténcia
aos antibidticos com as cores caracteristicas das coldnias de Pseudomonas, quando cultivadas
em laboratério, devido a producdo de pigmentos por esse microrganismo. Destacaram-se as
coloragOes: amarelo (fluoresceina) e azul (piocianina) que por combinagdo originam a cor verde
(pioverdina) que é uma caracteristica desse género quando cultivado em determinados meios de
culturas. Contudo, conforme Murray et. al., (2014), o género Pseudomonas tambem pode
produzir o pigmento vermelho (piorrubina) e o pigmento acastanhado a preto (piomelanina). Em
trabalhos de Almeida-Paes, et al., (2009), Silva, et al., (2010), Carvalho, et al., (2016),
comprovaram que compostos fendlicos de plantas e os pigmentos microbianos, como a

piomelanina, possuem agOes anti-radicais livres conferindo protecdo a bactéria Pseudomonas
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contra as radiacGes na faixa do ultra-violeta, gerando maior resisténcia desses microrganismos

aos estresses oxidativos e aos agentes fisicoquimicos de controle, como aos antibiéticos. Tais
compostos quimicos, também apresentaram efeito citotdxico as céluas cancerosas (Santos, et al.,
2022). Quanto a resisténcia e prevaléncia do género Pseudomonas em tratamentos clinicos, Basso
et al., (2016), Debarba et al., (2017), comprovaram a multipla resisténcia dessa bactéria aos
antibioticos usuais no tratamento de pacientes com infec¢Ges hospitalares. De modo geral, a
tabela 1, apresenta a descricdo dos principais antibéticos utilizados nos tratamentos de infecgdes

microbianas e os seus efeitos no metabolismo das bactérias (Trabulsi, et al., 2015).

Tabela 1 — Antibidticos: classes e mecanismos de acdo no metabolismo microbiano

Mecanismo de Acéo Antibidticos
- interfere na estrutura e biossintese da parede Penicilinas, Cefalosporinas, Vancomicinas
celular
- interfere na permeabilidade e na estrutura da Polimixinas
membrana celular
- interfere na biossintese proteica Tetraciclina, Eritromicina, Cloranfenicol,
Amicacina
- interfere na estrutura dos acidos nucléicos (DNA) | Sulfonamidas, Trimetoprima, Quinolonas
- interfere na estrutura do RNA-ribossémico Macrolideos
Classes
| B — lactamico Penicilinas, Cefalosporinas
Aminoglicosideos Amicacina, Tobramicina, estreptomicina,
gentamicina
Cefalosporina de 42 g. Cefepime (42 geracdo)
Tetraciclinas Tetraciclina
Macrociclicos Rifampicina, rifaximina
Macrolideos Eritromicina, Azitromicina
Polipeptideos Polimixina, bacitracina
Anfenicol Cloranfenicol
' Quinolonas, Ac. Nalidixico, Fluoroguinolonas Ciprofloxacino, Delafloxacino, Gemifloxacino,
Levofloxacino, Moxifloxacino, Norfloxacino.
Sulfonamidas Sulfametizol, sulfisoxazol, sulfasalazina
Trimetoprim Trimetoprima (sintético)
Nitroimidazélico Metronidazol
Espectro de agéo
Largo (amplo) Quinolonas, Tetraciclinas
Baixo Penicilina, aminoglicosideos
Intermedidrio Ampicilina, amoxilina
Efeito na bactéria | Bactericida Quinolonas, Penicilina
Bacteriostatico Tetraciclina.

Fonte: Modificado de Trabulsi, et.al., 2015

Conforme Jacoby e Munoz (2005), os mecanismos de resisténcias desenvolvidos pela

bactéria do género Pseudomonas, nas principais classes de antibidticos, seriam: a)
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Cefalosporinas: sintese de cefalosporinases; b) Inibidores de betalactamases: hiperproducao de

betalactamases modificadas; c) Carbapenémicos: Sintese de Enzimas metalo-zinco e
betalactamases; d) Quinolonas: mecanismos de efluxo e sintese de topoisomerases modificadas;
e) Aminoglicosideos: sintese de enzimas aminoglicosidases.

Neste relevante contexto, com o desenvolvimento da biotecnologia e com a prospecc¢éo
de plantas da flora brasileira a sintese de fitoquimicos, tem sido possivel gerar novos produtos
com acdo antimicrobiana em beneficio da saude humana, animal e vegetal. Segundo os estudos
de Pagano e Maria (2010), o Brasil possui importantes biomas em seu extenso territorio
nacional, apresenta uma rica biodiversidade vegetal com cerca de 120.000 espécies,
evidenciando-se o potencial cientifico para a prospeccdo e ao desenvolvimento de novos
principios ativos medicinais a formulag&o de novos farmacos, novos medicamentos, como 0s
antimicrobianos. Desta forma, as plantas possuem substancias bioativas do metabolismo
secundario com atividades anti-oxidativas, anti-inflamatorias, antimicrobianas, tais como 0s
flavonoides, compostos fendlicos, carotenoides, vitaminas, acidos graxos, 6leos essenciais e
diversos outros compostos a serem pesquisados para o uso em diversas terapéuticas, como, neste
estudo, a planta da espécie Tithonia diversifolia (Hemsl), conhecida como Méo-de-deus, a qual
possui propriedades quimicas com acdes antimicrobiana, anti-inflamatoria, antidiarréica,
antiamoébica, antiglicémica. Os objetivos da presente pesquisa foram isolar bactérias do género
Pseudomonas em amostras de agua, coletadas do rio Lageado do Pardo, na regido do municipio
de Frederico Westphalen e verificar a sensibilidade e a resisténcia dessa bactéria aos antibiéticos
tradicionalmente utilizados nos tratamentos de doencas infecciosas, bem como testar a acdo
antimicrobiana do extrato hidroalcodlico da planta Mao-de-deus que foi encontrada na flora

brasileira.

3 METODOLOGIA

As andlises foram desenvolvidas no Laboratorio de Microbiologia do Bloco 7 da
Universidade Federal de Santa Maria - Campus Frederico Westphalen. O desenvolvimento dos
trabalhos ocorreram nas seguintes etapas: a) Coleta de amostras de agua do rio Lajeado do Pardo
- coordenadas 27°22'242"S e longitude 53°25'439"W - Frederico Westphalen-RS, filtradas em
membrana de celulose e inoculadas em meio CN-Agar em incubadora biologica (Solid
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Stell/SSBI 42L) na temperatura de 37-38°C por 24 horas (CEN, 2008); b) Isolamento de bactérias
do género Pseudomonas em meio seletivo e diferencial Cetrimida Agar Base/CN-Agar

(cetrimida e acido nalidixico (0,015¢/L), incubadas em temperaturas de 41-42°C, adaptado da
ISO 16266:2008/CEN (European Committe for Standard, 2008); c) Técnica de Gram e
observacdo microscopica; d) Testes bioquimicos: Lactose (meio agar MacConkey), Catalase
(teste do perdxido de hidrogénio), Citrato (meio agar Citrato Simons), Manitol (meio agar
Manitol), Oxidase (Cloridrato de Tetrametil-p-fenilenodiamina a 1%), Pseudalert (IDEXX) -
ISO 16266-2:2018/APHA (2017), EATON, et al., 2000; ) Preparo dos extratos hidroalcoolicos,
conforme a metodologia de Dodiya e Amin (2015), com algumas modificacdes, utilizou-se as
partes aéreas (folhas) da planta Tithonia diversifolia (Hemsl), conhecida vulgarmente como Mao-
de-deus; f) Teste e Analise de Antibiograma (TSA), CLSI, 2020, Br-CAST, 2023, método de
disco de difusdo, Kirby-Bauer (LABORCLIN, 2011), em triplicata, em placas de Petri com meio
agar Mueller-Hinton, contendo os discos de antibidticos: Azitromicina - 15ug (Macrolideo);
Amicacina - 30ug, Tobramicina - 10ug (Aminoglicosideos); Cefepime - 30ug (B-Lactamico);
Ciprofloxacina - 5pg (Quinolona) e extrato hidroalcodlico da planta denominada Mao-de-deus
(Tithonia diversifolia), na concentracdo principal de 500pg/mL, com variacbes de 100 a
500ug/mL, conforme o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009 and 2020).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

As amostras de agua inoculadas em meios seletivos e diferenciais, em condi¢des dtimas
para o crescimento de bactérias do género Pseudomonas, revelaram o surgimento de sider6foros
fluorescentes de pigmentacdo amarela-esverdeada (piocianina e pioverdina) e azulada em camara
de UV (pseudalert) em meios liquidos e sélidos com coldnias arredondadas e translicidas.

As observagdes de microscopia Optica das colénias, pelo desenvolvimento da técnica de
coloracdo de Gram, confirmaram as caracteristicas da forma de bastonetes e a coloragdo

avermelhada das bactérias, comprovando o status de bactéria Gram negativa (Figura 1).
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Figura 1. Observagédo microscopica das bactérias Pseudomonas pela técnica de Gram, (aumento 100 x10)

= et
PN, \5 ™

" Fonte: elabofado pes autores, 2024

Para confirmar o género e a espécie das bactérias isoladas nas amostras de agua,
crescidas em meio seletivo a temperatura de 42°C, presumivel do género Pseudomonas, as
bactérias foram testadas bioquimicamente com resultados positivos em meio rapido Pseudalert
(apresentou a fluorescéncia azul quando submetido a radiacdo UV), também positivos para
catalase, citrato e oxidase, em consonancia aos trabalhos de Richard et al., 2011, mas com
resultados negativos para os testes de fermentacéo da lactose e manitol (apresentados na Tabela
2).

Tabela 2. Testagem bioquimica dos microrganismos selecionados para identificacdo da espécie P.aeruginosa
Microrganismo Lactose Catalase Citrato Manitol Oxidase
Pseudomonas - + + - i

Fonte: elaborado pelos autores, 2024

Na figura 2 (a-d) sdo apresentas as imagens do material vegetal e do processo de
elaboragdo do extrato hidroalcodlico através das partes aéreas (folhas) da planta Mé&o-de-deus

(Tithonia diversifolia).

A aan s o o

b) Percoladores c) porizador rotativo d) Extrato
Fonte: elaborado pelos autores, 2024.

a) Mao-de-deus
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Realizou-se o teste de antibiograma para as bactérias da espécie identificada,

Pseudomonas aeruginosa, adicionando-se aos meios os discos de difusdo contendo antibioticos
tradicionais e o extrato hidroalcélico; apos o periodo de incubagdo, verificou-se a formacéo e o
didmetro dos halos de inibicdo de crescimento nas placas de Petri cultivadas. A tabela 3 apresenta
os dados referente aos diametros dos halos de inibi¢do do crescimento das col6nias das bactérias
da espécie Pseudomonas aeruginosa, tanto para os antibiéticos testados como para o extrato
hidroalcoodlico da espécie vegetal.

Tabela 3. Resultado da agdo inibitéria do crescimento de Pseudomonas aeruginosa pelos antibiéticos tradicionais

e pelo extrato vegetal hidroalcodlico (didmetro do halo de inibicdo em milimetros).

Antibioticos Repeticdo 1 | Repeticdo 2 | Repeticdo 3 Média !Resisténcia
e Diametro Diametro Didmetro Diametro Diametro

Extrato Vegetal (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Amicacina (30uQ) 22 23 22 22,33 <15
Tobramicina (10ug) 21 21 21 21 <18
Azitromicina (15ug) 12 11 11 11,33 <18
Cefepime (30ug) 18 18 17 17,66 <21
Ciprofloxacina (5ug) 19 18 19 18,66 <26
Extrato (500pg) 22,2 22,3 22,3 22,26 2N|
Tithonia diversifolia

'Base na Tabela de pontos de corte do BR-Cast, 2023.
NI = nio informado.
Fonte: elaborado pelos autores, 2024.

Os resultados das analises de antibiograma das cepas de bactérias da espécie
Pseudomonas aeruginosa comprovaram a sensibilidade dessas bactérias aos antibioticos
Amicacina e Tobramicina que pertencem a classe dos aminoglicosideos. Contudo, as cepas se
mostraram resistentes aos antibidticos: Cefepime (B-Lactamico, cefalosporina de 4%geracéo),
Azitromicina (Macrolideo) e ao antibidtico Ciprofloxacino da classe das Quinolonas.
Comparativamente aos diametros dos halos dos antibiéticos utilizados, o extrato hidroalcodlico
da planta da espécie Tithonia diversifolia (M&o-de-deus) apresentou um halo medio de
22,26mm ao redor do disco de difusdo, com efeito de inibicdo do crescimento das bactérias
similar aos antibioticos Amicacina e Tobramicina (aminoglicosideos), mostrando indicios de
que o extrato hidroalcoodlico dessa planta deve conter substancias antibioticas (bactericidas ou
bacteriostaticas) que sdo capazes de inibir a atividade microbiana das bactérias da espécie
Pseudomonas aeruginosa. As imagens dos halos de inibicdo do crescimento da Pseudomonas
aeruginosa, devido ao extrato hidroalcoolico da planta Mao-de deus, em placa de Petri, estéo

apresentadas na figura 3.
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Figura 3. a) Halo de inibicao do crescimento da P. aeruginosa, em placas de meio Mueller Hinton, devido as
substancias antimicrobianas contidas no extrato da planta Tithonia diversifolia; b) medida do diametro do halo.

r1
Q

P

a) Halo de inibicdo em placa b) Diametro do halo de inibicdo de 22,3mm.
Fonte: elaborado pelos autores

A titulo ilustrativo, foi elaborada a curva de inibicdo do crescimento microbiano para a
bactéria Pseudomonas aeruginosa, utilizando-se as concentracfes de 100, 250, 300 e 500ug/mL
do extrato hidroalcoodlico da planta Mao-de-deus, servindo como base para um modelo
matematico presuntivo do poder inibitorio das substancias fitoquimicas presentes nesta espécie
vegetal, conforme esta apresentado na figura 4.

Figura 4. Gréfico da relagdo entre concentrac@es de extrato de Tithonia diversifolia e didmetros de halos de
inibicdo com linhas de tendéncia.

Inibicao do Crescimento de
Pseudomonas aeruginosa

y =22,846x + 15,471
= R* = 0,9958

Concentracao do Extrato de
Tithonia diversifolia (ng/mL)

Diametro do halo de inibi¢ao (mm)

Fonte: elaborado pelos autores, 2024.

Essa pesquisa de prospeccdo microbiana, no habitat da bacia do Lajedo do Pardo,
confirmou a presenca de bactérias do género Pseudomonas, nessa regido que sofre a interferéncia
humana pelas atividades antropicas, principalmente pelas atividades agricolas de criagdo de

suinos, de aves e de bovinos. Ressalta-se que essas dguas também s&o usadas para a irrigacao de
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lavouras, para a producdo animal e, até mesmo, para 0 uso humano doméstico nas areas rurais.

Além disso, as aguas do Lajeado do Pardo servem para abastecer o sistema de captacao da estacéo
de tratamento de &guas do municipio de Frederico Westphalen. Como a bactéria Pseudomonas
estd associada a doengas infecciosas, destacou-se a hipoOtese dessas bactérias apresentarem
alguma resisténcia aos antibidticos testados, 0 que aumentaria a preocupacgao na area da saude
deste municipio, bem como aos gestores municipais e aos pesquisadores, quanto as possiveis
futuras infecdes ocasionadas pela bactéria do género Pseudomonas na populacdo, o que
impactaria na area da salde publica brasileira, uma vez que as bactérias resistentes dificultam a
cura de enfermidades, podendo levar as pessoas doentes a complicagdes no tratamento, ocasionar
morbidades e, até mesmo, ocasionar 6bitos, corroborando com a afirmativa de Lazaretti et al.,
(2022) de que “as infecgdes causadas por Pseudomonas aeruginosa sdo muito dificeis de serem
tratadas”. As analises bioquimicas e o teste de Gram, comprovaram a espécie da bacteria que foi
isolada das a4guas do Lajeado do Pardo, sendo identificada como Pseudomonas aeruginosa. As
analises de susceptibilidade e resisténcia das bactérias Pseudomonas aeruginosa pelo teste de
antibiograma para os cinco antibidticos utilizados: Amicacina, Tobramicina, Azitromicina,
Cefepime, Ciprofloxacino, revelaram que as bactérias Pseudomonas aeruginosa, isoladas das
amostras de agua do Lageado do Pardo, apresentaram sensibilidade aos dois antibiéticos da
classe dos aminoglicosideos. Da mesma forma, Santos, 2019, ja havia destacado a importancia e
a eficiéncia dos aminoglicosideos (Amicacina, Tobramicina) no tratamento clinico contra
doencas ocasionadas por bactérias Gram negativas, como as do género Pseudomonas, eficiéncia
que foi comprovada, neste trabalho, até mesmo as bactérias Pseudomonas aeruginosa
denominadas resistentes. Os antibioticos Amicacina e Tobramicina apresentaram o maior
diametro de halo de inibicdo do crescimento nas bactérias do género Pseudomonas aeruginosa
quando se comparou aos demais didmetros de halos de inibicdo dos antibidticos testados.
Contudo, essas bactérias apresentaram resisténcia aos antibioticos das classes: macrolideos,
quinolona e B-Lactdmico (Cefalosporina de 4 geracdo). Logo, os antibidticos Azitromicina,
Ciprofloxacino e Cefepime, nas concentracdes testadas, demonstraram ineficacia no combate as
bactérias da espécie Pseudomonas aeruginosa, configurando essa espécie bacteriana resistente a
mais de dois antibidticos e classes e, portanto, sendo considerada uma espécie que apresenta
Multipla Resisténcia Microbiana (RAM), ou seja, sendo caracterizada como uma

“superbactéria”. Neste contexto, a resisténcia da bacteria Pseudomonas aeruginosa ao antibiético
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Cefepime ja havia sido registrado por Akhabue (2011), assim como por Figueiredo (2007)

quando relataram que mais de 50% das cepas testadas de Pseudomonas aeruginosa apresentaram
resisténcia ao Cefepime. Este status de superbactéria a espécie de Pseudomonas aeruginosa,
encontrada nas dguas da bacia do rio Lajeado do Pardo que seguirdo ao Sistema de Tratatamento
das Aguas (STA), serve como um alerta aos gestores municipais, tanto do municipio de Frederico
Westphalen como de outras regides vizinhas, neste estado do Rio Grande do Sul. Da mesma
forma, sdo informagdes importantes aos agentes do sistema de salde, pois servem como
indicativos que o uso de alguns antibioticos, em tratamentos clinicos, podera apresentar efeito
insatisfatorio no combate dessa espécie de bactéria, podendo comprometer todo o processo de
tratamento de doencgas causadas pela Pseudomonas aeruginosa, caso estas doencgas forem
causadas por agentes infecciosos com o status de superbactéria.

Concernente ao teste de antibiograma na bactéria Pseudomonas, realizado com o extrato
hidroalcodlico da planta Mao-de-deus, pode-se comprovar que esta planta apresenta substancias
fitoquimicas capazes de inibir o crescimento microbiano da bactéria Pseudomonas aeruginosa,
pois foi possivel visualizar halos de inibicdo com didmetro significativo, ao redor do disco de
difusdo que continha o extrato hidroalcodlico da planta Tithonia diversifolia. Portanto, o extrato
hidroalcolico da planta Méao-de-deus apresentou indicativos da presenca de fitoquimicos
promissores para o tratamento de infeccdes causadas por bactérias do género Pseudomonas e,

talvez, sirva contra outras bactérias.

5 CONCLUSOES

Nesta pesquisa, constatou-se que, a partir das amostras de dgua coletadas do Lajeado do
Pardo e da incubacéo das membranas filtrantes em meios seletivos e diferenciais, foi possivel
realizar o cultivo da bactéria do género Pseudomonas e o seu isolamento, através da técnica de
esgotamento de in6culo. Apds o isolamento, foi identificada a espécie bacteriana pelos testes
bioquimicos (pseudalert, catalase, lactose, manitol, oxidase, citrato e a producdo de
pigmentos), sendo também confirmado o status de bactéria “Gram negativa™ pela técnica do
teste de Gram. Os ensaios de sensibilidade e resisténcia para a Pseudomonas aeruginosa aos
antibidticos Amicacina, Tobramicina, Azitromicina, Cefepime, Ciprofloxacino, assim como

para 0 extrato vegetal da planta Mao-de-deus, foram realizados em meio agar Mueller-Hinton
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paraa verificacdo do halo de inibicdo de crescimento das bactérias, comparativamente as tabelas
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing — BrCAST (2023) e EUCAST

(2008), sendo possivel observar e medir os didmetros dos halos de inibigdo formados no meio
de cultivo, a partir dos discos de difusdo, contendo tanto os antibidticos testados, como o extrato
vegetal elaborado. Em relacédo aos halos de inibicdo do crescimento das bactérias Pseudomonas
aeruginosa, percebeu-se a sensibilidade destas bactérias, apenas aos antibioticos da classe dos
aminoglicosideos: Amicacina e Tobramicina, eficacia de acdo antimicrobiana; enquanto que as
bactérias se mostraram resistentes para o0s antibidticos Azitromicina, Cefepime e
Ciprofloxacino, das classes macrolideo, B-Lactamico e quinolona, respectivamente. No que diz
respeito ao extrato hidroalcodlico elaborado da planta Méo-de-deus (Tithonia diversifolia),
quando presente no disco de difuséo nas concentragdes testadas, resultou na formacao de halos
de inibic&o significativos e promissores para maiores investigacdes, visando o desenvolvimento de
um novo produto antibiotico de base vegetal. Portanto, como perspectivas de trabalhos futuros,
novas investigacoes deverdo ser realizadas, levando-se em consideracdo as concentracdes do
extrato de Tithonia diversifolia para a definicdo do MIC a Pseudomonas aeruginosa; também
poderdo ser realizadas: analises genéticas da super-bactéria para a identificacdo de fatores de
resisténcia e viruléncia; analises cromatograficas do extrato de Tithonia diversifolia para a
identificcdo de compostos fitoquimicos de a¢do antimicrobiana e, posteriormente, analises de

citotoxicidade dos compostos fitoquimicos da planta Tithonia diversifolia.
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