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RESUMO

A resisténcia bacteriana, um desafio critico a saide publica, é impulsionada por mecanismos como
biofilmes, que protegem bactérias contra antimicrobianos, sendo estudados por técnicas de imagem
como microscopia eletrénica e fluorescéncia. Essas ferramentas revelam detalhes morfoldgicos e
estruturais, como espessamento da parede celular e bombas de efluxo, auxiliando no entendimento da
fisiopatologia das infeccfes e no desenvolvimento de terapias direcionadas. O aumento de bactérias
multirresistentes, como Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, destaca a urgéncia de
estratégias para conter essa ameaca global.
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1 INTRODUCAO

O problema da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um dos maiores desafios
enfrentados pela satde publica global™2. Um dos principais mecanismos associados a essa resisténcia
é a formacéo de biofilmes, que sdo estruturas complexas que protegem as bactérias contra agentes
antimicrobianos®*. A utilizaco de técnicas de imagem avancadas, como a microscopia eletronica de
varredura e a microscopia de fluorescéncia, tem permitido um estudo mais aprofundado desses




biofilmes e outros mecanismos estruturais de resisténcia>®, como o espessamento das paredes
celulares e a presenca de bombas de efluxo®®. Essas tecnologias oferecem uma visdo detalhada das
mudancas morfoldgicas que estdo ligadas a resisténcia, ajudando a entender melhor a fisiopatologia
das infeccdes bacterianas e a desenvolver terapias mais direcionadas8. A resisténcia bacteriana foi
identificada pouco tempo depois da introdugdo dos antibidticos nos anos 1940%%°, quando a penicilina,
que transformou o tratamento de infeccGes, comecou a perder sua eficicia devido a bactérias que
desenvolveram mecanismos de defesa, como a producéo de enzimas que neutralizam o antibiético®*
Desde essa época, 0 nimero de bactérias multirresistentes tem aumentado, incluindo patégenos
importantes como Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa®%2,

A resisténcia bacteriana é vista como uma ameaca significativa a satide ptblica mundial'*, pois
leva a infecgdes mais dificeis de tratar, aumenta a morbidade e a mortalidade, e gera um grande impacto
econbmico devido a necessidade de tratamentos mais prolongados e complexos, muitas vezes
recorrendo a antibicticos de Ultima geracao que sdo menos eficazes e mais caros'®!>%, A Organizacio
Mundial da Saude (OMS), destaca que, sem acles urgentes, as infeccdes resistentes a medicamentos
podem causar mais de 10 milhdes de mortes por ano até 2050, superando as mortes por cancert’ 18,
Diante desse cenario alarmante, o estudo da resisténcia bacteriana tornou-se uma prioridade em salde
publica®'t. Entender os mecanismos moleculares de resisténcia, identificar fatores de risco para a
disseminacdo de cepas resistentes e desenvolver estratégias para o uso responsavel de antibioticos séo
passos fundamentais para controlar essa ameacal®. Além disso, a pesquisa de novas terapias, incluindo
o0 desenvolvimento de novos antimicrobianos e alternativas ao uso de antibiéticos, é crucial para conter

0 avanco da resisténcia bacteriana®1%,

2 OBJETIVO

Este trabalho tem como objetivo explorar o uso de técnicas de imagem, como a microscopia
eletronica e a fluorescéncia, na identificacdo e analise de biofilmes bacterianos e outros mecanismos
estruturais associados a resisténcia antimicrobiana. A pesquisa visa demonstrar como essas
ferramentas contribuem para a compreenséo da fisiopatologia das infec¢Ges hospitalares e auxiliam na

elaboracgdo de estratégias terapéuticas mais eficazes.

3 METODOLOGIA

A metodologia adotada consistiu em uma revisdo de literatura cientifica, com foco em estudos
que utilizaram técnicas de imagem aplicadas a analise de biofilmes bacterianos e mecanismos
estruturais de resisténcia antimicrobiana. As buscas foram realizadas em bases de dados como
MEDLINE/PUBMED, LILACS e SciELO, priorizando pesquisas que abordassem visualizacdes de
biofilmes, espessamento da parede celular e presenca de bombas de efluxo, principalmente em cepas




isoladas de amostras clinicas e ambientes hospitalares. Foram selecionados especificamente estudos
que utilizaram técnicas de imagem para analise de biofilmes, estruturas celulares e mecanismos
associados a resisténcia antimicrobiana observados em cepas bacterianas isoladas de amostras clinicas.
Também foram avaliadas pesquisas que abordaram a expressdo de bombas de efluxo e alteracdes na

parede celular em contextos de infec¢des hospitalares.

4 DESENVOLVIMENTO
4.1 METODOS DE IMAGEM NA MICROBIOLOGIA

As técnicas de microscopia eletronica e fluorescente tém se mostrado indispensaveis na
identificacdo e caracterizagdo de biofilmes bacterianos e estruturas associadas a resisténcia
antimicrobianal. A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a visualizagdo da morfologia
externa das bactérias e a organizacdo tridimensional dos biofilmes, evidenciando a espessura da matriz
extracelular e a interagdo entre as células'™. Ja a microscopia eletrénica de transmissdo (MET) revela
detalhes ultra estruturais do interior das células bacterianas, incluindo alteracfes na parede celular,
espessamento da membrana e acimulo de substancias associadas a resisténcia* % Estudos demonstram
que patdégenos como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Escherichia coli formam
biofilmes com complexas arquiteturas que dificultam a penetracdo de antibidticos’. Biofilmes é um
dos mecanismos mais comuns e eficazes de resisténcia bacteriana. Biofilmes consistem em agregados
de microrganismos aderidos a superficies, envolvidos por uma matriz extracelular polimérica (EPS)
gue os protege contra agentes antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) é amplamente utilizada para visualizar
biofilmes, possibilitando a observagédo de sua organizacéo tridimensional e da espessa camada de EPS
que envolve as células bacterianas.® Estudos indicam que a estrutura do biofilme atua como uma
barreira fisica, limitando a penetracdo de antimicrobianos e contribuindo diretamente para a
resisténcia. A analise por MEV evidencia essas estruturas organizadas e densamente protegidas por
matriz extracelular, enquanto a MET complementa mostrando modificacGes internas relacionadas a
adaptagdo bacteriana em ambientes de alta pressdo antimicrobiana®®. Em contextos hospitalares, onde
a pressdo seletiva é elevada, essas técnicas sdo fundamentais para investigar a persisténcia de infeccdes
e a falha terapéutica'®. A microscopia de fluorescéncia, por sua vez, oferece a vantagem de analisar
celulas vivas e estruturas marcadas com fluordéforos especificos, possibilitando a observagdo em tempo
real de mecanismos como a expressdo de bombas de efluxo dos tipos RND e MFS!!, Esses sistemas
sdo ativados na presenca de antibidticos e tém sido associados a niveis elevados de resisténcia,
especialmente em infeccdes hospitalares cronicas'®'?®, A fluorescéncia também permite multiplas
marcagdes, 0 que facilita o estudo de interacbes entre componentes celulares e agentes

antimicrobianos?®,




A combinacao dessas abordagens expande significativamente o entendimento da fisiopatologia
das infecgdes bacterianas resistentes, permitindo ndo apenas a identificacdo de biofilmes e mecanismos
estruturais de resisténcia, mas também o direcionamento de terapias mais eficazes!*. A capacidade de
correlacionar dados morfologicos com informagdes genéticas e funcionais contribui para a medicina
personalizada e para o desenvolvimento de farmacos que atuem diretamente sobre alvos estruturais
especificos”®. Além disso, os estudos demonstram que as imagens obtidas ajudam a correlacionar
dados morfoldgicos com informagdes genéticas e fenotipicas, oferecendo uma abordagem mais ampla
no diagndstico microbiolégico!™*8. A utilizagdo combinada dessas técnicas amplia a capacidade de
deteccdo dos mecanismos estruturais de resisténcia e orienta o desenvolvimento de terapias
direcionadas, com foco na desestruturagdo de biofilmes e inibigdo de mecanismos como bombas de
efluxol®1718,

Essas técnicas ndo apenas ampliam a compreensdo da biologia bacteriana, mas também ajudam
a identificar alvos celulares especificos para novos farmacos. Ao esclarecer como 0s microrganismos
interagem com diferentes compostos, a MET e a MEV contribuem para o desenvolvimento de
estratégias eficazes na luta contra infecgdes bacterianas, especialmente aquelas causadas por cepas
resistentes e assim, ser a chave para enfrentar os desafios das infeccdes resistentes e promover a satde
publica.

Entretanto, ambos os métodos tém suas limitagdes. A microscopia eletrénica exige um preparo
complexo da amostra, que pode alterar a morfologia natural das bactérias, e possui altos custos
operacionais, além da necessidade de equipamentos especializados*®?% As amostras geralmente devem
ser submetidas a um vacuo, limitando a observacio de organismos vivost!. J4 a microscopia de
fluorescéncia apresenta resolucdo inferior a microscopia eletrénica, o que limita a observacdo de
estruturas muito pequenas. Além disso, depende de marcadores especificos que podem ndo estar
disponiveis para todas as bactérias e pode enfrentar problemas de autofluorescéncia em algumas

amostras, interferindo na interpretacdo dos resultados?!.

4.2 IDENTIFICACAO DA RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana esta vinculada a fatores que corroboram a agdo de antibidticos, o que
é muitas vezes consequéncia do uso indevido de antimicrobianos??. Desta forma, determina-se que as
bactérias, como foco principal ao organismo, desenvolvendo a capacidade de sobreviver a acdo de
antibioticos que anteriormente eram eficazes contra elas. Isso significa que infecgdes que antes eram
trataveis podem se tornar dificeis ou impossiveis de tratar, levando a maiores taxas de morbidade e
mortalidade?®. O uso excessivo de antibidticos, e muitas vezes inadequados, podem causar grandes
problemas aos humanos®. Quando os antibiéticos sdo usados de forma inadequada, como em infecgoes

virais, as bactérias tém mais chances de desenvolver resisténcia, e muitas pessoas utilizam antibidticos
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sem prescricdo médica, o que contribui para a resisténcia®**2324, Uma das ocasides mais propicias esta
dentro do ambiente hospitalar, onde as infec¢Ges adquiridas em hospitais (IAH) frequentemente
envolvem bactérias resistentes devido ao uso intensivo de antibidticos em ambientes hospitalares®®.
Fatores genéticos podem contribuir para que algumas bactérias se incubem, pois elas possuem genes
que as tornam naturalmente resistentes a certos antibioticos25. Além disso, a transferéncia de genes de

resisténcia entre bactérias pode ocorrer, aumentando a resisténcia em populagdes bacterianas?®?’.

4.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA OBSERVADOS EM IMAGENS

A resisténcia microbiana aos agentes antimicrobianos representa um desafio critico e crescente
nas areas de microbiologia e satde publica?®. Varios mecanismos s&o responsaveis pela capacidade
dos microrganismos de resistirem aos tratamentos, entre os quais se destacam a formacéo de biofilmes,
alteracdes na estrutura da parede celular e a producdo de enzimas que inativam os antimicrobianos. As
técnicas de imagem, como a microscopia eletronica e a microscopia de fluorescéncia, desempenham
um papel crucial na visualizacio e na elucidacdo desses mecanismos de resisténcia®®. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) é amplamente utilizada para visualizar biofilmes, possibilitando a
observacao de sua organizacao tridimensional e da espessa camada de EPS que envolve as células
bacterianas. Estudos indicam que a estrutura do biofilme atua como uma barreira fisica, limitando a
penetracdo de antimicrobianos e contribuindo diretamente para a resisténcia?®?’.

Além disso, a microscopia de fluorescéncia confocal € fundamental para o estudo dindmico dos
biofilmes em tempo real*®?®. A utilizagio de fluoréforos para marcar células vivas e componentes da
matriz permite a visualizacdo de processos bioldgicos, como a formacao e a maturacdo dos biofilmes,
além da andlise de interacdes bacterianas internas. A microscopia confocal também revela a
heterogeneidade dentro dos biofilmes, mostrando areas de crescimento bacteriano reduzido ou a
presenca de células dormentes, as quais sdo particularmente resistentes aos tratamentos
antimicrobianos®®. ModificacGes na estrutura da parede celular constitui outro mecanismo critico de
resisténcia, especialmente em bactérias Gram-negativas, que apresentam uma barreira externa de
lipopolissacarideos (LPS) que dificulta a entrada de antimicrobianos®®. A microscopia eletronica de
transmissdo (MET) ¢é indispensavel para a visualizagdo detalhada das camadas da parede celular,
permitindo a identificacdo de alteraces morfoldgicas associadas a resisténcial®. Mutagdes que
modificam os poros (porinas) da membrana externa podem ser detectadas em escala nanométrica,
mostrando uma reducdo na permeabilidade a antibi6ticos como penicilinas e cefalosporinas®:®.

Em bactérias Gram-positivas, 0 espessamento da parede celular, que confere resisténcia a
agentes como a vancomicina, também pode ser evidenciado por meio de imagens de microscopia
eletrbnica. Essas imagens proporcionam uma compreensao detalhada das mudangas estruturais que

dificultam a acéo eficaz dos antimicrobianos, revelando adaptacdes cruciais para a sobrevivéncia
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bacteriana em ambientes hostis®. Além de biofilmes e alteragdes na parede celular, a microscopia tem
possibilitado a visualizagdo de outros mecanismos de resisténcia, como a presenca de bombas de
efluxo e a producdo de enzimas inativadoras de antibiéticos*>34, A microscopia de fluorescéncia
permite identificar a localizacdo e a atividade dessas bombas de efluxo, que atuam exportando
antimicrobianos para fora da célula?®. O estudo de sua distribuicio em diferentes regides da membrana
celular é crucial para compreender como elas contribuem para a resisténcia a mdaltiplos
medicamentos?®. A microscopia eletrénica também tem sido eficaz na detecgdo da producéo de
enzimas, como as beta-lactamases, que degradam antibioticos beta-lactdmicos. A observacdo de
agregados enzimaticos e sua associacdo com regides celulares especificas e facilitada pelo uso de

marcadores, oferecendo uma visio precisa e detalhada desse mecanismo de resisténcia?-333¢,

5 ASPECTOS CLINICOS E DIRECOES FUTURAS

A utilizacdo de técnicas na avaliacdo de doencas imunoldgicas é um fenbmeno novo e de
grande impacto atualmente, as op¢Oes de diagnostico e tratamento dessas doengas por virus sao mais
adequadas a cultura e a tecnologia®. de prevencdo, que se baseia na cultura e na tecnologia de
prevencdo, que tem um efeito significativo. pode ser demorado e sem intercorréncias em doencas que
mudam rapidamente. Novas tecnologias que incluem imagens de alta resolu¢do com inteligéncia
artificial sdo capazes de fornecer uma imagem mais clara do sistema imunoldgico??. Este sistema pode
ter impacto direto no atendimento, permitindo que os médicos se cuidem melhor e mais rapido. A
demonstracdo de mecanismos de protecdo ou a mudanca de alvos bacterianos, pode facilitar a selecédo
de métodos de tratamento, evitando o uso de antibidticos de amplo espectro. Isto ndo sé melhora os
resultados dos pacientes, mas também reduz o risco de novos ataques devido ao uso de antibi6ticos
inadequados®?°. Além disso, a capacidade de detectar resisténcia bacteriana esporadica aos
antibidticos pode permitir um tratamento melhorado. Por exemplo, a tecnologia pode ser utilizada para
monitorizar os efeitos de diferentes combinagdes ou alteracGes de medicamentos anti-inflamatérios,
para melhorar o controle do tratamento durante doencas graves ou doencas como infecces clinicas e

osteomielite3e.

6 CONSIDERACOES FINAIS

Embora a tecnologia para imagiologia imunoldgica tenha avangado, hd necessidade de
expandir a investigacdo em muitas areas. Primeiro, mais pesquisas clinicas deveriam ser feitas para
validar esses métodos em diferentes hospitais para aumentar sua eficacia e viabilidade. Além disso, é
importante que o estudo investigue o potencial desta tecnologia para detectar baixa resisténcia ou novas
mutacdes em novas doengas. Outra area que merece mais atencdo é o desenvolvimento de softwares

de analise de imagens com inteligéncia artificial para agilizar o processo de interpretacdo de imagens.




Algoritmos avancados podem ser treinados para identificar corretamente diferentes sistemas
imunologicos, melhorando a preciséo do diagnostico e reduzindo o erro humano. O desenvolvimento
da tecnologia de 1A para a andlise de imagens de microscopia avangada no ambiente clinico é
importante para o futuro deste método.

E também importante que pesquisas futuras examinem a integracdo destas novas tecnologias
nos sistemas médicos existentes. A combinacdo de dados clinicos e de imagem pode permitir um
controle de infecgdo rapido e coordenado. Além disso, o desenvolvimento de dispositivos faceis de
usar pode fornecer novas solucGes para diagndstico em tempo real, especialmente em areas remotas
ou de dificil acesso. Em suma, a investigacao da resisténcia aos antibidticos pode ser evolutiva. Ha
resultados imediatos no desenvolvimento da epidemiologia e dos cuidados pessoais, enquanto o
desenvolvimento desta tecnologia e dos seus conteudos continua. As técnicas de imagem sdo
fundamentais para a detec¢do e analise dos mecanismos estruturais que contribuem para a resisténcia
bacteriana. A identificacdo de biofilmes, alterac6es na parede celular e bombas de efluxo por meio de
microscopia eletronica e fluorescente representa um avango significativo no campo da microbiologia
clinica. Tais ferramentas permitem ndo apenas uma melhor compreensdo da organizacao estrutural
associada a resisténcia, mas também a proposicdo de novas estratégias terapéuticas voltadas para o

controle de infecgdes resistentes, especialmente aquelas sustentadas pela formacéo de biofilmes.
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