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RESUMO

INTRODUCAO: As infeccdes causadas por bactérias sdo consideradas um grave
problema de saude publica, uma vez que configuram varias doencas, principalmente
aquelas adquiridas em ambito hospitalar, algumas multidrogarresistentes.
OBJETIVO: Avaliar o potencial do ultrassom como alternativa terapéutica em cepas
de Staphylococcus aureus e Escherichia coli in vitro. MATERIAL E METODO: Neste
estudo foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus ATCC 25923 e
Escherichia coli ATCC 25922. Foram preparadas suspensdes planctonicas,
confrontadas com ondas de ultrassom nas frequéncias de exposicdo de 1MHz e 3
MHz em quatro tempos diferentes (5, 10, 15 e 20 minutos), e apds o tratamento
contadas a Unidades Formadoras de Colonias (UFC’s) pela técnica de gotejamento.
RESULTADOS E DISCUSSAO: Ao analisar a atividade bacteriana frente &s
diferentes diluicdes, observou-se que nos diferentes tempos e frequéncias houve
crescimento bacteriano ao invés de morte, quando comparado ao controle,
indicando que o ultrassom favoreceu o crescimento nas estirpes testadas, a medida
que a exposicdo aumentava. CONCLUSAO: Conclui-se que de serem necessarios
mais estudos correlacionando infec¢des cutaneas e ultrassom terapéutico, é preciso
gue se entenda melhor como funciona a acdo mecéanica e quimica do ultrassom

guando utilizado sozinho como forma de tratamento.

Palavras Chaves: Ultrassom, Bactérias e resisténcia bacteriana.



ABSTRACT
INTRODUCTION: Infections caused by bacteria are considered a serious public
health problem, since they constitute several diseases, mainly those acquired in the
hospital scope, some multidrug resistant. OBJECTIVE: To evaluate the potential of
ultrasound as a therapeutic alternative in strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli in vitro. MATERIALS AND METHODS: Staphylococcus aureus
strains ATCC 25923 and Escherichia coli ATCC 25922 were used in this study.
Plankton suspensions were prepared with ultrasound waves at the 1MHz and 3 MHz
exposure frequencies at four different times (5, 10, 15 and 20 minutes), and after the
treatment counted to Colony Forming Units (CFUs) by the drip technique. RESULTS
AND DISCUSSION: When analyzing the bacterial activity against the different
dilutions, it was observed that in the different times and frequencies there was
bacterial growth instead of death, when compared to the control, indicating that the
ultrasound favored the growth in the strains tested, as the exposure increased.
CONCLUSION: It is concluded that if more studies are needed to correlate
cutaneous infections and therapeutic ultrasound, it is necessary to understand better
how the mechanical and chemical action of ultrasound works when used alone as a

form of treatment.

Keywords: Ultrasound, Bacteria and bacterial resistance.
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1 INTRODUCAO

As infeccbes causadas por bactérias sdo consideradas um grave problema de
saude publica, uma vez que configuram varias doencas, principalmente aquelas
adquiridas em ambito hospitalar, algumas multidrogarresistentes (DOMINGUEZ et
al., 2018).

Em 1928, a penicilina foi descoberta como um composto capaz combater
infeccbes bacterianas, sendo classificado como um betalactamico, ou seja, atuando
em nivel de parede celular impedindo a sintese da mesma (GUO et al., 2015). Neste
contexto, este composto passou a ser produzido em larga escala, salvando a vida de
milhares de soldados durante a segunda guerra mundial (ZENG et al.,, 2019).
Entretanto, apos cerca de dois anos, foi observado o surgimento de resisténcia por
algumas estirpes bacterianas. Essa resisténcia esta intimamente associada, com o
surgimento de uma enzima chamada penicilase que impede a acdo desse antibibtico
(CABOT et al., 2018).

Com o passar dos anos, surgiram novos betalactamicos como as
cefalosporinas e os carbapenens, todavia, apés certo tempo alguns géneros e
espécies bacterianas, passaram a apresentar determinado grau de resisténcia aos
antibioticos, principalmente em ambito hospitalar (LEE et al., 2018). Diversos sdo os
mecanismos associados aos processos de resisténcia, tais como: hiperexpressao
cromossOmica, bombas de efluxo, diminuicho da permeabilidade da membrana
externa em bactérias gram negativas e diversos mecanismos enzimaticos (SILVA,
LINCOPAN, 2012).

Com a necessidade de se evitar mais infeccbes por microrganismos
resistentes, surgiram novos medicamentos, como a vancomicina. Entretanto, como
ja era esperado, novas estirpes resistentes a este antimicrobiano como por exemplo,
a Staphylococcus aureus Vancomicina Resistente (VRSA) (ICGEN, 2016). Neste
caso, a resisténcia esta associada a um gene chamado de VanA, presente em um
plasmideo, estrutura essa que estd associada a grande maioria dos quadros de
resisténcia (MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017).

Um estudo realizado dentro de um hospital no norte de Minas Gerais em 2013
revelou que as enterobactérias como a Escherichia coli, Klebsiella spp e Serratia spp

eram resistentes a pelo menos dois antimicrobianos dos grupos dos
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aminoglicosideos, e/ou fluoroquinolonas e/ou cefalosporinas de 32 e 42 geracéo.
Adicionalmente, os pesquisadores; também detectaram que um dos microrganismos
gram negativos ndo fermentadores, a Pseudomonas aeruginosa, apresentou
resisténcia completa ou intermediéria ao imipenem e/ou meropenem (CROUCHER
et al., 2013).

Com isso em mente, vé-se que a descoberta e/ou uso de novas abordagens
terapéuticas; para auxiliar ou até substituir a antibioticoterapia € de extrema
importancia. Neste caso, 0 uso ultrassom; pode ser um caminho alternativo, visto
gue em estudos prévios este se mostrou eficaz na eliminacdo de bactérias, embora
haja uma variacdo quanto ao seu efeito sobre as bactérias gram positivas e
negativas (LIU et al., 2016).

O ultrassom é um aparelho que emite vibragdes mecéanicas no organismo, nao
audivel ao ouvido humano (SKOWRONEK et al.,, 2016). Essas vibracbes sé&o
capazes de gerar resultados terapéuticos, seja por sua acdo mecanica ou efeito
térmico; a quantidade de calor depende de alguns fatores (SPRATT; LEVINE;
TILLMAN, 2014).

Dentre esses fatores entram: o regime de emissdo (continuo/pulsado); a
intensidade, que € a energia necessaria para a sua penetracdo no tecido; a
frequéncia que esta relacionada com a profundidade que a energia pode alcancar,
levando em consideracdo que quanto mais alta for a frequéncia, mais superficial
sera a penetracao; e a duracdo do tratamento, que nao pode exceder 30 minutos, a
fim de n&o danificar o aparelho e queimar o paciente (NINOMIYA et al., 2014).

O uso do ultrassom como terapia alternativa para infec¢des bacterianas ja é
descrito na literatura cientifica, por Rodrigueze-Molares et al. (2014) que utilizaram
gentamicina e exposicdo ultrassbnica com um transdutor customizado com alta
intensidade de calor, mostrando que a viabilidade da Escherichia coli em biofilmes,
diminui significativamente (RODRIGUEZ-MOLARES et al., 2014).

Ja em outro estudo com cepas de Pseudomonas auruginosa, observou-se que
a associacdo do ultrassom com antibidtico ndo diferiu significativamente do
tratamento isolado com o medicamento (CARMEN et al., 2005). Acredita-se que
ondas de ultrassom produzem danos a parede celular, e devido, a0 aguecimento,
também levam a producéo de radicais livres, os quais causam danos ao DNA da
bactéria (GIANNAKIS et al., 2015).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Epidemiologia de Infeccbes bacterianas e Mecanismos de

resisténcia

As infeccdes bacterianas se tornaram um grave problema de salude publica,
principalmente no ambito hospitalar, uma vez que a pressédo seletiva e a exposi¢cao
sao maiores nesses lugares (CABOT et al., 2018). Para que processos infecciosos
nosocomiais acontegam, varios fatores precisam ser levados em considera¢cdo como
condicBes clinicas do paciente (estado imunolégico, idade e peso) e procedimentos
meédicos (cirurgias, cateterismo ou terapia imunossupressora) (DOMINGUEZ et al.,
2018).

Os principais patégenos associados a esses tipos de infeccbes sdo dos
géneros Enterococcus, Staphylococcus, Acinetobacter e Pseudomonas ((DEGUCHI
et al., 2018). A grande maioria resistente a multiplos antibiéticos utilizados na pratica
clinica, como as penicilinas e cefalosporinas, ambos betalactamicos que agem
inibindo a sintese de parede celular (CROUCHER et al., 2013).

Em um estudo realizado por Hyde et al. (2014), verificou-se a mortalidade em
neonatos por meningite bacteriana no Reino Unido e Irlanda de julho de 2010 a julho
de 2011; observou a forte presenca de Streptococcus do grupo B (9%) e Escherichia
coli (14%), como principais agentes etiolégicos, sendo responsavel pela grande
maioria dos casos de internagéo, ficando a frente até da Neisseria meningitidis (8%)
principal etiologia descrita na literatura até a década passada (HYDE et al., 2014).

Vale lembrar que o desenvolvimento de multiplos genes trocados entre varias
cepas levaram a um cendrio preocupante de resisténcia a antibioticoterapia, com
consequente desenvolvimento de infec¢bes com um grau viruléncia aumentado
como as septicemias, endocardites, infec¢des respiratorias e urinérias (ZENG et al.,
2019)

A sintese de enzimas para a degradacdo de antimicrobianos € o mecanismo
mais utilizado pelas bactérias, uma vez que essa resisténcia pode ser mediada por
plasmideos ou instalada no cromossomo bacteriano (CABOT et al., 2018). O uso
dos Betalactamicos na pratica clinica € significativo, ja que sdo drogas com baixa

toxicidade seletiva, entretanto a alta exposi¢cédo das bactérias a essa classe, fez com



15

gue elas aumentassem sua pressao seletiva, com posteori resisténcia relacionados
a hidrolise principalmente de cefalosporinas e penicilinas pelas B-lactamases
(DEGUCHII et al., 2018)

Dentre outros mecanismos utilizados pelas as bactérias, destaca-se a
alteragdo do sitio do Antimicrobiano, sendo descrito principalmente pela
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina que desenvolveu o gene Mec A, com
consequente producdo de proteinas que inibem a ligacdo de penicilinas a parede
celular (LISTER; HORSWILL, 2014). Basicamente o efeito de morte ou inibicdo de
crescimento bacteriano ndo acontece, tendo em vista que o local alvo do antibiético
foi alterado. Esse € um mecanismo de resisténcia bastante utilizado pelas bactérias
junto ao mecanismo enzimatico (RANJBAR et al., 2018).

O bombeamento ativo do antibiético para fora da célula bacteriana, também é
um importante processo, ja que tem produzido resisténcia em varios microrganismos
como na E. coli resistente as tetraciclinas, ou a Pseudomonas spp resistente a
fluoguinolonas (LOUREIRO et al., 2016).

As bombas de efluxo exercem um papel importante sobre as bactérias gram
negativas, principalmente da familia de Resisténcia de Nodulacdo Familiar (RND),
que estdo associados ndo s6 a resisténcia, mas também a patogenicidade,
viruléncia e formacéo de biofilmes (CUNRATH et al., 2019). Adicionalmente, varias
bombas sdo capazes de transportar mais de uma classe de antibiéticos chamadas
de Resisténcia a Mdltiplas Drogas (MDR) (BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK, 2014).

Outro mecanismo bastante expressivo em bactérias gram negativas € o
aumento da permeabilidade da membrana externa, visto que essa estrutura esta
presente somente nesses microrganismos (CHUPPAVA et al.,, 2018), proteinas
especiais (porinas) estdo na membrana externa de Lipopolissacarideos (LPS’s) e a
sua alteracdo favorece a entrada de antimicrobianos para o interior da célula,
chegando até o espaco periplasmatico, e consequente entrada no interior da
bactéria (GUO et al., 2015).

2.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria gram positiva, presente na microbiota

normal do corpo humano, que em diversas situa¢gdes se apresenta como um
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microrganismo oportunista tanto ha comunidade como no ambiente hospitalar
(LISTER; HORSWILL, 2014).

Esse patdgeno esta associado principalmente a infeccbes de pele, como
celulite infecciosa, impetigo e foliculite, podendo ocorrer a disseminagao em diversos
tecidos, levando a episédios graves de bacteriemia, pneumonia, endocardite e
pericardite (YANG et al., 2018)

A resisténcia de S. aureus a antibioticoterapia € conhecida desde meados da
década de 60, quando algumas cepas apresentaram resisténcia a meticilina
(MRSA), pelo desenvolvimento de uma Beta-lactamase, chamada de penicilinases
(GERIAK et al., 2019). Neste caso foi, necessario 0 uso de outra classe de
antibiéticos chamada glicopeptideos, como a vancomicina que age inibindo a sintese
de peptidioglicano na parede celular (MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO,
2017).

Os mesmos autores ainda citam que esse modelo terapéutico utilizando
vancomicina comecgou a apresentar falhas em 2002 nos Estados Unidos, com cepas
totalmente resistentes, com nomenclatura estabelecida como S.aureus resistentes a
vancomicina (VRSA) (MCGUINNESS; MALACHOWA; DELEO, 2017). Infelizmente
infeccbes com essas manifestacdes possuem desfechos clinicos ruins, geralmente
levando ao ébito do paciente (ALMAKKI et al., 2019). A figura 1 demonstra um breve
histérico de resisténcia da S. aureus no decorrer do tempo.

Figura 1: Histérico de resisténcia da S. aureus ao longo de alguns anos.

Em 1997, isolamentos de cepas GISA foram relatados nos ELTA:
quatro casos de infecgdes foram detectados em Michigam, Nova
Jersey, Nova lorque e [llinois. Esses pacientes apresentavam
infecgdes de repetiglio e desenvolveram infecgio por GISA em

Até 1996, todas as cepas MESA diferentes sitios anabdmicos, sem resposta clinica 8 vancomicilina.
eram universalments sensiveis
aos glicopeptideos.
Emn 2002, foi descrito o primedry
Em 1996, a primeira cepa isclada L:ﬂl.a.:li:rfle&msu:nnmmm—
de GISA (CIM Emeg/ml) foi téncia total aos gheopeptideos
relatada no Japdo. (GRSA), nos ELTA.
1996 1997 2002
— — i

Fonte: ANVISA
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2.3 Escherichiacoli

A Escherichia coli € um bacilo gram negativo, fermentador de lactose, que faz
parte da familia das Enterobactérias, e que causa preferencialmente infeccbes
gastrintestinais e urinarias (MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). Esse patégeno
esta envolvido em mais de 90% dos casos de infec¢des urinarias em mulheres, em
idade adulta e preferencialmente em vida sexual ativa, através do sorotipo
uropatogénico, invadindo as células epiteliais da bexiga e se desenvolvendo em
comunidades bacterianas intracelulares (NAGAMATSU et al., 2015).

Segundo Spano et al. (2017), em um estudo realizado em centros médicos,
utilizando espécimes de fezes de criancas e adultos, a E.coli diarreiogénica (DEC),
foi a mais incidente; de 141 criancas, 40% delas possuiam estirpes com o gene de
viruléncia relacionado a esse sorotipo; e dos 186 adultos, 30% possuiam essa
estirpe. E importante ressaltar que outros sorotipos foram encontrados como a E.coli
enteroagregativa (23%) e E.coli difusamente aderente (13%), ambas analisadas de
forma geral nos dois grupos estudados (SPANO et al., 2017).

No tocante de mecanismos de resisténcia, 0 que mais se destaca sao 0s
ligados aos Betalactamicos, visto que a E. coli produz B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) relacionados aos genes AmpC; e também as fluoquinolonas pelas
mutacBes em genes como GyrA e ParC (GUO et al.,, 2015). Além disso, esse
patdgeno pode usar como um mecanismo de escape as bombas de efluxo em
situacbes em que a sintese enzimatica é insuficiente frente a alguns antibitticos
(CHUPPAVA et al., 2018).

2.4 Ultrassom Terapéutico

O ultrassom terapéutico € amplamente utilizado na clinica, uma vez que
possui varias acOes sobre os tecidos biologicos humanos, produzindo efeitos
térmicos e nao térmicos, principalmente no tocante de fisiologia, biofisica e
terapéutica (EDI et al., 2017).

Dentre as varias fungdes fisiologicas, observa-se uma aplicabilidade grande
em processos de cicatrizacdo e tratamento de patologias articulares, ja que ele

produz aguecimento profundo, principalmente em tecidos moles (SCHUHFRIED et
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al., 2017). Quando se aplica ultrassom no corpo humano, as ondas ultrassénicas
interagem e provocam acdes dividas em efeitos térmicos e nao térmicos, quase
nunca diferenciaveis (EDI et al., 2017).

Para que se chegue aos efeitos desejaveis térmicos, necessita-se atingir um
tecido alvo, com uma temperatura entre 40 e 45°C em até 5 minutos, acima disso
podem ocorrer danos celulares (Al et al., 2018). Dentre os efeitos térmicos
destacam-se reducao de dor, aumento da perfuséo, diminui¢do da rigidez articular,
aumento da excitabilidade do colageno e cicatrizacdo tecidual, visto que o aumento
da temperatura em até 1°C aumenta o metabolismo, o aquecimento de 2 a 3°C
diminui a dor e o espasmo muscular e 0 aumento de 4°C reduz a rigidez entre as
articulagées (HITCHCOCK; DOBKE, 2014).

Ja os efeitos ndo térmicos, destacam-se estimulacdo e regeneracdo de
tecidos moles e 0ssea, aumento do fluxo sanguineo, vasodilatacdo e mudancas no
metabolismo gracas as ondas mecanicas emitidas pelo ultrassom (MEUNIER;
WOODFORD; HOPKINS, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial do ultrassom como alternativa terapéutica em cepas de

Staphylococcus aureus e Escherichia coli in vitro.

3.2 Especificos

v Estudar o efeito temporal do uso do ultrassom sobre as sobrevivéncias das
células bacterianas.

v Avaliar a eficiéncia das frequéncias de exposicdo de 1MHz e 3 MHz na inducao
de morte bacteriana.

v Comparar o efeito do ultrassom terapéutico sobre células bacterianas gram

positivas e gram negativas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Inoculacéo de S. aureus e E. coli

Neste estudo foram utilizadas cepas padrdo de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Os experimentos foram realizados
no laboratdrio de Imunologia e Microbiologia Veterinaria da Universidade Federal do
Acre (UFAC). Para tanto, as bactérias foram inoculadas em Caldo Infusdo Cérebro
Coracéo (BHI) (ACUMEDIA / Lote:108059D) e incubadas a 37°C por 24 horas em
uma estufa BOD (LIMATEC), em condi¢cdes normais de atmosfera e pressao.
Completado este periodo, foi realizada a semeadura das linhagens de bactéria por
esgotamento em placas com Agar Mueller Hinton (KASVI / Lote: 022217504),
seguida de um novo periodo de incubacdo por 24 horas a 37°C, em condicdes
normais de atmosfera e pressdo. Passada a incubacdo, uma unica col6nia de cada
bactéria foi retirada e inoculada em 4mL de caldo BHI (ACUMEDIA / Lote:108059D),
sendo entdo cultivadas nas condi¢cdes de incubacéo previamente citadas.

As suspensdes bacterianas em fase crescimento exponencial, contendo
cerca de 108 células/mL, foram ajustadas para densidade o6ptica em 0,6 a um
comprimento de onda de 600nm, utilizando um espectrofotdmetro (UV — VIS 200).
As suspenc¢fes bacterianas foram usadas para 0os experimentos com suspensfes
planctdnicas. Este protocolo foi uma adaptacdo da técnica utilizada por Igbal e
colaboradores (IQBAL et al., 2013).

4.2 Exposicdo das Suspensdes plancténicas ao Ultrassom terapéutico

Cerca de 1mL de suspensao das duas estirpes de bactérias testadas foram
separadas em cinco tipos de tratamentos: tempos distintos de 0 (controle), 5, 10, 15
e 20 minutos. Cada suspensao foi entdo centrifugada a 12.000 RPM (centrifuga
CENTRIBIO) para que o sobrenadante fosse desprezado e o pellet de células fosse
ressuspenso em 1 mL de &agua destilada estéril. As suspensfes foram entdo
transferidas para placas de petri de acrilico e seladas com fita impermeéavel. As
placas foram divididas em grupo controle (sem tratamento) e grupos submetidos a

exposicdo ultrassonica de 0,5 W/cm? com frequéncia de 1 e 3 MHZ, utilizando o
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modo continuo, em tempos distintos, usando um gel condutor para melhor

direcionamento das ondas ultrassonicas.

4.3 Diluicédo das Suspensdes plancténicas

ApOGs a exposicdo ao ultrassom, foram retirados 100puL de é&gua das
suspensdes planctdnicas de cada placa, e submetido a diluicdo seriada (104) pela
técnica do gotejamento. De cada diluicdo foram coletadas aliquotas de 10uL e
desprezado sob a forma de uma gota na superficie do BHI agar (KASVI / Lote:
082417507). O material foi incubado overnight a 37°C. Todos os testes foram
realizados em triplicata. Este protocolo foi baseado no trabalho de Naghili e
colaboradores (NAGHILI et al., 2013).

4.4 Contagem de Unidades Formadoras de Col6nias nas Suspensdes

Planctonicas

Apés realizada a técnica do gotejamento em BHI agar e a incubacgéo
overnight nas condicbes de temperatura, atmosfera e pressdo previamente
descritas, foi realizada a contagem de colénias dos tratamentos realizados na
diluicdo 10 (IQBAL et al., 2013).

4.5 Especificagbes do Ultrassom Terapéutico

O aparelho de ultrassom utilizado foi um modelo Sonopulse Ill, da empresa
IBRAMED, com gel de acoplamento a base de agua. Este equipamento é
empregado para tratamentos nas areas da fisioterapia e estética, utilizando as

frequéncias de 1MHz e 3MHz.

4.6 Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel e expostos na forma de tabelas
e gréficos. A elaboracdo das informacfes estatisticas e a significancia das

diferencas de médias entre os grupos (Testes e Controles) foram verificadas por



22

meio do teste de analise de variancia (ANOVA), com uso do poés-teste de Turkey, em
um intervalo de confiabilidade de 95%.

Com o intuito de melhor comparar os efeitos observados nas diferentes
condicdes de tempo de exposicao, frequéncia de ultrassom e espécies testadas foi
realizado um calculo para normalizacdo dos dados pelos respectivos controles,

representado como Crescimento Relativo, o qual se baseou na seguinte férmula:

Contagem de UFC no tratamento

Crescimento Relativo = 100

— X
Contagem de UFC no controle negativo
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados absolutos de contagem de colonias nas trés replicatas de cada
tratamento realizados em S. aureus e E. coli em frequéncias distintas apresentam-se
na Tabela 1. Para ambas as linhagens, observou-se que quanto maior foi o tempo
de exposicdo ao ultrassom, maior foi a contagem de Unidades Formadoras de
Colonias (UFC’s).

Um resultado totalmente inesperado, visto que em comparacao com os estudos
de Caldeira e colaboradores (2016), quanto maior era o tempo de exposi¢cao, maior
era a curva de morte dos microrganismos (E.coli e S.aureus), mesmo associando o
ultrassom terapéutico a antibioticoterapia, em tempos de 5 e 15 minutos, eles
obtiveram cem por cento de morte (CALDEIRA et al., 2016).

Apesar dos controles negativos ndo mostrarem tanta diferenca entre eles para
as diferentes estirpes bacterianas, é notavel que os tratamentos permitiram um
maior crescimento, em especial para a linhagem E. coli. Vale lembrar, que as
estruturas de bactérias gram positivas e negativas sao distintas, tendo em vista que
a bactéria citada possui uma parede celular simples, podendo neste caso o
ultrassom ser um facilitador para o aumento da permeabilidade da membrana
externa, favorecendo a alta divisdo celular, sendo necessarios mais estudos acerca
da acdo das ondas ultrassdnicas sob os diversos crescimentos bacterianos (PITT;
ROSS, 2006).

O tempo de exposicao de 5 minutos ndo apresentou um efeito importante sobre
0 crescimento celular, sendo que este nao se distingue do grupo controle negativo
para ambas as linhagens celulares, nas duas frequéncias utilizadas, o que prova que
pequenas exposicdes temporais ultrassbnicas aparentam ndo exercer efeito

significativo no crescimento bacteriano para as cepas testadas.
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Para a S. aureus, na frequéncia de 1 MHZ o controle apresentou uma média de
crescimento de 2,33 UFC’s, para o tempo de 5 minutos, 3,67 UFC’s; para o tempo
de 10 minutos, 4 UFC’s; para o tempo de 15 minutos, 5,67 UFC’s; e para o tempo de
20 minutos, 6,33 UFC’s. Para o ensaio com a frequéncia de 3 MHz, o grupo sem
tratamento (controle), apresentou um crescimento médio de 3,33 UFC’s, o tempo de
5 minutos, 4 UFC’s; o tempo de 10 minutos, 4,33 UFC’s; o tempo de 15 minutos, 5
UFC'’s; e o tempo de 20 minutos, 6 UFC’s. Notou-se que apenas os tempos de 15 e
20 minutos na frequéncia de 1 MHz, levaram a um aumento no numero de UFC’s,

porém essas diferencas ndo puderam ser distinguidas estatisticamente.

Tabela 1: Dados brutos, bem como o valor médio e desvio padrdo, referentes ao ensaio de
Contagem de Unidades Formadoras de Colbnias, para S. aureus e E. coli, submetidos a tratamento

com ultrassom nas frequéncias de 1 e 3 MHz, nos tempos de 5’, 10’, 15’ e 20’ de exposigéo

.. . Placa Placa Placa Desvio
Espécie Frequéncia Tratamentos Média
01 02 03 Padrao
Controle 4 1 2,33 1,53
5 7 3 1 3,67 3,06
%) E ,
3 L 10 4 6 2 4 2
= - 15’ 2 13 2 5,67 6,35
3 20’ 6 6 7 6,33 0,58
S Controle 2 2 6 3,33 2,31
2 5 4 1 7 4 3
< N
& < 10’ 6 4 3 4,33 1,53
(9]
® 15° 5 2 8 5 3
20’ 8 8 2 6 3,46
Controle 1 1 5 2,33 2,31
5 1 1 7 3 3,46
N
L 10° 10 1 5 5,33 4,51
§ - 15’ 4 6 13 7.67 473
- 20’ 11 10 9 10 1
S
5 Controle 3 4 3 1
S 5 1 1 9 3,67 4,62
M| N
L 10° 14 10 10 11,33 2,31
® 15° 14 12 10 12 2

20’ 20 21 19 20 1
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Na estirpe de Escherichia coli, 0 grupo com o tratamento de 1 MHz, apresentou
um crescimento médio para o controle de 2,33 UFC'’s, para o tempo de 5 minutos, 3
UFC'’s; para o tempo de 10 minutos, 5,33 UFC’s; para o tempo de 15 minutos, 7,67
UFC’s; e para o tempo de 20 minutos, 10 UFC’s. Ja para o tratamento com a
frequéncia de 3 MHz, o grupo controle mostrou-se com uma média de crescimento
de 3 UFC’s, o tempo de 5 minutos, 3,67 UFC’s; o tempo de 10 minutos, 11,33
UFC’s; o tempo de 15 minutos, 12 UFC’s; e o tempo de 20 minutos, 20 UFC’s. O
efeito temporal de exposi¢cdo ao ultrassom € muito mais visivel nas cepas de E. coli,,
sendo que as maiores diferencas se notaram também a partir dos 10 minutos de

exposicao, e este comportamento foi observado em ambas as frequéncias testadas.

ApoOs analise dos dados brutos, usou-se a féormula dos valores relativos que
normaliza a taxa de crescimento quando comparado aos seus respectivos controles.
No ensaio realizado para S. aureus na frequéncia de 3 MHz, vimos que o tempo de
5 minutos levou uma taxa de crescimento médio de 20%, quando comparado ao
grupo controle. Para os tempos de 10, 15 e 20 minutos, estes aumentos foram de
30%, 50% e 80% respectivamente (Figura 1A). Para a frequéncia de 1 MHz, se
tratando da mesma bactéria 0 grupo exposto por 5 minutos apresentou um
crescimento relativo de 57%, no tempo de 10 minutos 71%, no tempo de 15 minutos
142% e no tempo de 20 minutos 171% (Figura 1B).

Observou-se que ambas as frequéncias favoreceram o crescimento celular,
porém a frequéncia de 1 MHz, aquele utilizada para fins terapéuticos sistémicos

levou a um aumento mais importante no numero de UFC’s.
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Figura 2: Representacdo em Grafico dos resultados obtidos a partir da avaliacdo do crescimento
relativo para as linhagens de S. aureus e E. coli, nos diferentes tempos e frequéncias. A) S. aureus
na frequéncia de 3 MHz; B) S. aureus na frequéncia de 1 MHz; C) E. coli na frequéncia de 3 MHz; D)
E. coli na frequéncia de 1 MHz. * = p<0,05; ***= p<0,001

No tratamento para E. coli na frequéncia de 3 MHz, o tempo de 5 minutos
apresentou uma taxa de crescimento de 22%; ja para os tempos de 10°, 15’ e 20’ os
valores foram de 77%, 300% e 566% respectivamente. Na frequéncia de 1 MHz, os
resultados para o crescimento relativo foram 28%, 128%, 228% e 428% para 0s

tempos de 5, 10, 15 e 20 minutos respectivamente.

E importante salientar, que para a linhagem E.coli, somente os resultados
apresentados para o tratamento com 3 MHz de frequéncia, nos tempos de 10, 15 e
20 minutos, apresentaram-se estatisticamente diferentes do grupo controle negativo.
A razao pela qual possivelmente n&o foi observado esta diferenga para a frequéncia
de 1 MHz, é de que, no controle negativo deste tratamento houve um maior desvio
padréo.
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Embora o efeito esperado fosse o de indu¢do de morte bacteriana, na literatura
sdo conhecidos casos em gque o uso do ultrassom tem como efeito uma melhora no
crescimento destes microrganismos. Gu e colaboradores (2016) relatam que o uso
de uma frequéncia de 8 MHz foi capaz de induzir um aumento na biomassa
(proteinas e RNA) e da taxa de crescimento de E. coli em cerca de 250%, quando
comparada ao controle ndo submetido a exposicdo pelo ultrassom. Para tal
avaliacdo, os pesquisadores utilizaram um aparato sonoro capaz de emitir esta
frequéncia em autofalantes a prova d’agua, que foram inseridos no meio de cultura
contendo as bactérias.

O efeito positivo do ultrassom sobre o crescimento de bactérias ndo é algo tao
atual. Ao submeter culturas de S. epidermidis e E. coli ao tratamento com ultrassom,
numa frequéncia de 70 kHz, observou uma elevagdo na taxa de crescimento
bacteriana, bem como no crescimento planctdnico destas mesmas espécies. E
importante destacar que, no uso de frequéncias maiores, 0s pesquisadores
observaram um desprendimento das bactérias da superficie nas quais eram
cultivadas (PITT; ROSS, 2006).

Apesar de somente o grupo de E. coli submetido ao tratamento com 3 MHz,
nos trés maiores tempos de exposicdo, apresentar valores estatisticamente
significantes, isso ndo descarta o potencial indutor do crescimento bacteriano do
ultrassom na frequéncia de 1 MHz em E. coli e nas frequéncias de 1 e 3 MHz em S.
aureus. Isso fica bastante evidente quando se observa a Figura 2, e soma-se ao
conhecimento de que os tratamentos de 1 e 3 MHz em E. coli nos diferentes tempos
tiveram um valor de correlacdo 0,97; entre S. aureus nas duas frequéncias a

correlacao foi a mesma.
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Figura 2: Representacgéo grafica dos resultados de Crescimento Relativo para as diferentes linhagens

nas frequéncias de 1 e 3 MHz, nos tempos de exposi¢ao de 5, 10, 15’ e 20'.

E digno de nota, que ao comparar a mesma frequéncia, mas em diferentes
linhagens celulares o valor de correlagdo também é bastante relevante, basta
observar que entre E. coli e S. aureus em 1 MHz a taxa foi de 0,96; e para as duas
estirpes celulares em 3 MHz a taxa de correlacao foi também de 0,96. Esses valores
de correlacao, acima de 0,95 corroboram a ideia de que o ultrassom potencializa o
crescimento bacteriano nas diferentes frequéncias, e em distintas espécies,
dependendo do tempo de exposicao.

ApoOs a realizacdo dos experimentos e andlise dos dados, observou-se que o
tratamento com o ultrassom induziu um aumento no nimero de UFCs se comparado
ao controle negativo. Em um estudo realizado por Igbal e colaboradores (IQBAL et
al., 2013) foi avaliado o efeito do ultrassom focalizado de alta intensidade em
suspensdes planctbnicas de Enterococcus faecalis. Para tal, os autores expuseram
as amostras por um tempo de 0, 30, 60 e 120 segundos e quantificaram o numero
de células viaveis apdés o tratamento, por meio da contagem de UFCs. Como
resultado, observaram que quanto maior era 0 tempo de exposi¢cdo (em segundos),

maior era o nivel de morte das células bacterianas.
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Os mesmos autores ainda relatam que este efeito deve se dar, em parte, pelas
elevadas temperaturas resultantes da vibracdo da agua ocasionada pela frequéncia
do ultrassom (IQBAL et al., 2013). E importante ressaltar que este tipo de ultrassom
é utilizado para destruir tecidos tumorais pelo calor intenso produzido, levando a
processos necroticos, o que difere totalmente do modo de atuacdo do ultrassom
terapéutico, o qual é aplicado com intuito de induzir restauracéo, cicatrizacdo de

tecidos moles, alivio da dor e aumento do fluxo sanguineo por exemplo.

Guirro e colaboradores (2016) ao utilizar ultrassom terapéutico e
antibioticoterapia obtiveram resultados positivos como ja citados acima, e ainda
sugerem que o efeito do ultrassom potencializa ou aumenta o efeito de alguns
antibiéticos, uma vez que o seu efeito mecéanico e quimico altera algumas proteinas
da membrana, facilitando a entrada do medicamento, seguida da morte celular. Vale
lembrar que esses sdo mecanismos ainda ndo bem compreendidos, mas que
sinalizaram para uma possivel resolucdo para a resisténcia bacteriana, tida como um
grave problema de saude publica.

A mesma ideia de que o ultrassom facilita o transporte de antibiéticos, foi
utilizada nos experimentos com biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e Escherichia
coli, nos estudos de Carmem e colaboradores (2005). Analisou-se que discos de
gentamicina penetravam os biofilmes em 45 minutos ou simplesmente néo
adentravam, com a exposi¢cado ao tratamento ultrassonico, eles observaram que o
transporte de gentamicina aumentou significativamente, que normalmente estavam
bloqueados ou retardados.

Por fim, com a andlise dos dados obtidos até o presente dado e a informacéo
contida na literatura, podemos concluir que o uso de ultrassom terapéutico, nas
condi¢cdes aqui apresentadas, agiu beneficiando o crescimento das bactérias, algo
gue, embora discordante do obijetivo inicial, ndo é obstante do que se conhece na
pratica laboratorial. Os mecanismos pelos quais esse tipo de onda atua,
influenciando positivamente o crescimento de bactérias ainda n&do foi muito bem
estudado, sendo sugerido que o ultrassom pode aumenta o transporte de oxigénio
entre as células e facilitar ou elevar o transporte de nutrientes no ambiente onde as

células se desenvolvem.
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o ultrassom terapéutico teve efeito contrdrio a hipétese
proposta inicialmente, e que favoreceu o crescimento e que este é maior com o
tempo de exposicdo, nas duas frequéncias utilizadas. Presume-se assim, que além
de serem necessarios mais estudos correlacionando infec¢gdes cutaneas e ultrassom
terapéutico, € preciso que se entenda melhor como funciona a agdo mecéanica e

quimica do ultrassom quando utilizado sozinho como forma de tratamento.
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