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Um Estégio Curricular em Contexto Empresarial surge como uma oportunidade
de aplicacdo do conhecimento adquirido durante o percurso académico e como
preparacdo para a entrada na vida profissional. Na &rea da biotecnologia, a aplicacao
de conhecimentos cientificos na industria € vasta. Neste relatorio estd descrito o
trabalho realizado no ambito da biotecnologia aplicada a saude.

A resisténcia aos antimicrobianos é um dos problemas contemporaneos mais
graves. Custos hospitalares elevados, mortalidade e falha terapéutica dos antibiéticos
séo algumas das consequéncias desse impacto. A necessidade de testes de avaliagdo
de suscetibilidade aos antimicrobianos levou ao estudo da aplicagdo da citometria de
fluxo na microbiologia clinica, pela FASTinov ®. No seguimento do desenvolvimento
desta tecnologia, surge a possibilidade de aplicacdo desta metodologia no
doseamento de antibidticos. O doseamento de antibidticos por métodos
microbiolégicos sera capaz de, em tempo (til, determinar uma terapéutica
personalizada e mais rigorosa, reduzindo os riscos quer de insucesso por escassez de
farmaco disponivel quer de toxicidade por excesso. Através da citometria de fluxo,
uma técnica em expansao na area da microbiologia, foi possivel realizar uma prova de
conceito do doseamento microbiolégico de colistina utilizando soro de doentes

hospitalizados.

A par do estudo de aplicagBes biotecnolégicas na prevencao de infeces e da
emergéncia de resisténcias aos antimicrobianos, surge a minha integracdo num outro
projeto “Impacto da nebulizacdo seca de H.O2/Ag* na infecdo associada a cuidados de
saude: o paradigma da Unidade de Queimados”, a decorrer no servico e laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto. A transmissao
microbioldgica em unidades de cuidados intensivos é responsavel pelo aumento das
infecdes e pelo desenvolvimento de resisténcias aos antimicrobianos. Assim sendo, a
desinfecéo eficiente destes locais torna-se fundamental. O Peréxido de Hidrogénio é
atualmente utilizado em casos isolados, todavia o processo de desinfecdo é
demorado. Neste projeto € estudada a implementacdo de um ciclo mais rapido. Nos
ensaios descritos relativos ao estudo da quantificacdo celular em biofilmes e
viabilidade, por Cristal Violeta (CV) e 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenill)-2H-
tetrazolio-5-carboxanilida; XTT), os resultados isoladamente ndo possuem
significancia estatistica. Ndo se verificou efeito indutor de resisténcia por este biocida

em leveduras até ao 60° dia e em bactérias até ao 20° dia (ainda em
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desenvolvimento). No estudo em ambiente hospitalar de recolha de isolados
ambientais, o local com carga bacteriana mais elevada € o quarto antes de ser
realizada qualquer tipo de limpeza. Por outro lado, apds a desinfecdo com H,0,

vaporizado a carga bacteriana é infima.

Resisténcia aos antimicrobianos, Doseamento de antibioticos,
Citometria de fluxo, Desinfecdo, Ambiente hospitalar, Infecbes associadas aos
cuidados de saude, Aplicacdes biotecnoldgicas
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A curricular internship in industry context is an opportunity to apply the
knowledge acquired during academic path and as a preparation for entry into
professional life. In the field of biotechnology, the application of scientific knowledge in
the industry is vast. This report describes the work carried out in the field of
biotechnology applied to health.

Antimicrobial resistance is one of the most serious contemporary problems.
High hospital costs, mortality and therapeutic failure of antibiotics are some of the
consequences of this impact. The need for antimicrobial susceptibility assessment
tests led to the study of the application of flow cytometry in clinical microbiology by
FASTinov ®. Following the development of this technology, the possibility of applying
this methodology in the dosing of antibiotics arises. The dosing of antibiotics by
microbiological methods will be able, in a timely manner, to determine a personalized
and more rigorous therapy, reducing the risks of both failure due to shortage of
available drug or excess causing toxicity. Through flow cytometry, an expanding
technique in microbiology, it was possible to perform a proof of concept of
microbiological dosing of colistin using serum from hospitalized patients.

In addition to the study of biotechnological applications in the prevention of
infections and the emergence of antimicrobial resistance, my integration into another
project "Impact of dry nebulization of H202/Ag" on infection associated with health care:
the paradigm of the Burn Unit", taking place in the service and microbiology laboratory
of the Faculty of Medicine of the University of Porto. Microbiological transmission in
intensive care units is responsible for the increase in infections and the development of
antimicrobial resistance. Therefore, efficient disinfection of these sites becomes
essential. Hydrogen Peroxide is currently used in isolated cases; however, the
disinfection process is time consuming. In this project is studied the implementation of
a faster cycle. In the described trials related to the study of cell quantification in biofilms
and viability, by violet crystal and 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5-carboxanilide; XTT), the results alone have no statistical significance.
There was no resistance-inducing effect by this biocide in yeasts until the 60th day and
in bacteria until the 20th day (still in development). In the study in a hospital
environment of collection of environmental isolates, the local with the highest bacterial
load is the bedroom before any type of cleaning is performed. On the other hand, after

disinfection with vaporized H2O: the bacterial load is minimum.
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Antimicrobial resistance, Antimicrobial Dosing, Flow cytometry,
Desinfection, Hospital environment, Infections associated with health care,

Biotechnological applications
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No ambito da unidade curricular Estagio Curricular em Contexto Empresarial
surge o desenvolvimento deste relatorio com o tema “Doseamento microbiologico de
antibiéticos por citometria de fluxo”, para a obtencéo do grau de Mestre em Aplicacdes
em Biotecnologia e Biologia Sintética da Faculdade de Ciéncias da Universidade do
Porto (FCUP).

Segundo a Organizacdo das Nac6es Unidas (ONU, 2010), “A biotecnologia é a
integracdo das novas técnicas emergentes da biotecnologia moderna com as
abordagens bem estabelecidas da biotecnologia tradicional. E um conjunto de técnicas
capazes de criar produtos especificos desenvolvidos pelo Homem no DNA, ou material
genético, em plantas, animais e sistemas microbianos, levando a produtos e

tecnologias uteis.”

A Dbiotecnologia subdivide-se em diferentes éareas, sendo uma delas a
biotecnologia medicinal, que tem como objetivo a melhoria da salde humana e animal
e envolve desde métodos terapéuticos, como farmacos, tecnologias de diagndéstico,
como biossensores, e metodologias de prevengdo, como as vacinas. Neste relatorio,

esta subjacente esta area promissora da biotecnologia.

O estagio curricular em contexto empresarial tem como mote a promog¢édo do
contacto dos estudantes com a realidade empresarial e profissional, tornando possivel
a consolidacéao, aplicacédo e desenvolvimento de conhecimento adquiridos ao longo do

percurso académico.

No ambito dos objetivos de desenvolvimento sustentavel (ODS) concebidos
pela ONU [1], fazem-se notar os seguintes objetivos. O ODS 3 - Saude de Qualidade,
em que através da investigacdo cientifica desenvolvida no ambito do combate a
resisténcia aos antimicrobianos, sera possivel combater doencgas transmissiveis, como
descrito no objetivo, e também promover a literacia para o tema. O ODS 4 - Educacéo
de Qualidade, que me permitiu ter acesso a educagdo de qualidade providenciada
pela FCUP e que me possibilitou a realizacdo deste estdgio. Por fim, o ODS 9 -
Industria, Inovacéo e Infraestruturas, que promove a investigacao cientifica e fomenta

a inovagao através dos financiamentos dos projetos em que me envolvi.
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Em paralelo com o desenvolvimento da prova de conceito do doseamento
microbiolégico de antibidticos por citometria de fluxo, participei num projeto em
execucdo no servico e laboratdrio de microbiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade do Porto (FMUP) - “Impacto da nebulizacéo seca de H.O./Ag* na infecdo
associada a cuidados de saude: o paradigma da Unidade de Queimados”. Assim, no
ambito do desenvolvimento de aplica¢des biotecnoldgicas na prevencéo de infe¢des e
das resisténcias aos antimicrobianos, surge um capitulo com a descricdo da minha

participacdo no mesmo.

O relatério encontra-se dividido em capitulos. No primeiro capitulo pode ler-se
a introducao da envolvente do estagio. No segundo e terceiro capitulos encontram-se
descritos os projetos/aplicacbes desenvolvidas no periodo de estagio: “Doseamento
microbioldgico de antibidticos por citometria de fluxo” e “Impacto da nebulizacdo seca
de H.02/Ag* na infecdo associada a cuidados de saude: o paradigma da Unidade de
Queimados”, respetivamente. No quarto capitulo refere-se brevemente outro trabalho
suplementar desenvolvido na rotina laboratorial na qual estava inserida. No quinto e

ultimo capitulo encontra-se a conclusao do relatério.
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A FASTinov ® é uma empresa start-up focada no desenvolvimento de
metodologias para rapida avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana de bactérias, por
citometria de fluxo. Com esta metodologia € possivel diminuir o tempo necessario da
determinagdo da suscetibilidade da bactéria para o antimicrobiano para 2 horas,
comparativamente as 48 horas dos métodos classicos (Figura 1) [2].

_mvs

&
3 Andlise por
& Citometria de Fluxo
Incubagdo com o
antimicrobiano

e o marcador fluorescente

S: Suscetivel
R: Resistente

Microrganismos Dano Celular ~ Células Marcadas

Resultado rapido

Figura 1 - Metodologia patenteada pela FASTinov ®. Adaptado de: www.fastinov.com

Além da reducdo da emergéncia das resisténcias aos antimicrobianos, esta
metodologia tem ainda impacto positivo na reducdo da mortalidade e morbilidade e na
reducdo dos custos hospitalares, contribuindo assim para a melhoria dos servigcos de
saude. As suas vantagens incluem a rapidez de diagnostico conseguida através da
utilizacdo direta de amostras biolégicas, e andlise de uma grande variedade de
microrganismos e antimicrobianos, permitindo até a identificacdo dos principais

mecanismos de resisténcia [2].


http://www.fastinov.com/
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude [3], os antimicrobianos, que
incluem antibiéticos, antivirais, antifingicos e antiparasitarios, atuam no tratamento de
infecbes causadas por microrganismos patogénicos. No caso dos antibibticos, a
resisténcia corresponde a alteracdo genética da estirpe bacteriana na resposta ao
farmaco devido ao desenvolvimento de mecanismos moleculares que lhe permitir
resistir aos efeitos bactericida ou bacteriostatico, aos quais anteriormente era
suscetivel [4—6]. Quando as bactérias resistentes infetam um organismo, o resultado é

uma infecdo mais grave e menos controlavel [6].

A resisténcia aos antibidticos € um fator crucial na dindmica clinica e
economica do hospital. Assim que o tratamento por um determinado antibi6tico falha,
da-se o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia e, consequentemente, o
aumento do custo do tratamento devido a necessidade de utilizagdo de uma nova
classe de antibiéticos, usualmente mais cara. De salientar ainda o impacto nefasto no
meio ambiente e na salde publica [7]. Quando se esgota a primeira linha de
tratamento, a seguinte ser4 mais limitada e os antibiéticos serdo mais toxicos. Mesmo
sendo um tratamento efetivo acarreta mais custos hospitalares, recuperacdo mais

longa e possibilidade de perda de eficacia a longo prazo [8].

A terapia empirica corresponde a prescricdo de antibidtico sem consulta de
testes de microbiologicos [9] e apesar da aplicagdo desta estratégica, durante a
primeira hora, na suspeita de sepsia, diminuir os niveis de mortalidade; apresenta
desvantagens como efeitos secundérios, alteracdo do microbioma, facilitacdo de

infecdes oportunistas e aumento das resisténcias [10].

Em ambiente hospitalar, em que se verifica uma elevada afluéncia de doentes
imunossuprimidos e um crescendo em métodos invasivos, verifica-se o aumento da
vulnerabilidade dos doentes. Este problema toma maiores proporcdes devido ao sério
risco de infecBes causadas por bactérias multirresistentes. Uma simples cirurgia pode
resultar na infecdo por estas bactérias e ndo havera terapéutica antimicrobiana
disponivel. A nivel mundial, em 2016, a mortalidade atingiu valores de 700 mil mortes

anuais e estima-se que, em 2050, atinja valores de 10 milh&es por ano [11].
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A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida, envolvendo guatro
categorias: inativacdo enzimatica do antibiético, diminuicdo da permeabilidade da
parede celular, efluxo do antibi6tico e alteracdo dos locais de ligacdo do farmaco. A
resisténcia intrinseca € especifica ao organismo. Por outro lado, a resisténcia
adquirida advém de mutac6es ou de genes mutados (por transformacéo, transducao
ou conjugacao) [12]. Este fendbmeno € consequéncia da selecdo natural e das
mutacdes genéticas [4]. Ap6s a aquisicdo da resisténcia, as bactérias modificadas
competem com as bactérias sensiveis; sendo que as resistentes sobrevivem e
multiplicam-se. Pode ainda ocorrer transferéncia horizontal, mecanismo pelo qual
ocorre transferéncia de material genético entre células ndo descendentes
(independente da reproducéo), permitindo a propagacdo de resisténcias entre

diferentes espécies [8].

A utilizagcdo exacerbada dos antibiéticos pelo uso inadequado nos sistemas de
salude, na agricultura e gastronomia permitiu as bactérias evoluir e desenvolver os
seus mecanismos de resisténcia [13]. Na agricultura e pecuaria, os antibidticos séo
utilizados na melhoria da saude animal, e na producdo e qualidade dos produtos,
permitindo o desenvolvimento de resisténcias. Neste sentido, os alimentos vao conter
as bactérias resistentes, que serdo selecionadas, podendo causar infe¢cdes no

organismo humano. Além disso, este tipo de alteragbes afeta a microbiota ambiental

[8].

Anteriormente, a estratégia da inddstria farmacéutica passava pela produgéo
de antibibticos capazes de combater as bactérias resistentes; no entanto, atualmente,
enfrenta obstaculos econémicos e de regulacdo. O desenvolvimento de antibi6ticos
tornou-se num investimento com pouco retorno, porque sdo usados por curtos
periodos de tempo e tém efeito curativo num curto periodo de tempo, contrariamente
aos farmacos utilizados nas doencas crénicas, em que a sua administracdo se
prolonga com o tempo. Além disso, ap6s a sua inovacdo/producdo de um novo
antibiético, normalmente, € mantido para situacdes de emergéncia; ou seja, €
considerado a “dltima linha”, logo com pouco volume de venda. Acresce a estas
dificuldades, a complexidade na aprovacédo dos novos farmacos com burocracia, falta
de clareza, variacdes entre paises nos estudos clinicos e alteracbes na

regulamentacéo [8].
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A COVID-19 deve-se a infecao pelo virus SARS-CoV-2. Esta pandemia foi
responsavel por milhes de mortes e causou uma incerteza social e econémica.
Devido a magnitude da pandemia, seria expectavel que afetaria as outras valéncias da
saude, como o caso da resisténcia aos antimicrobianos [14].

Em janeiro de 2020, num estudo realizado na China relativo a infegcbes em
adultos associadas a COVID-19, apenas se verificou que 1% com co-infe¢cdes
bacterianas; ainda assim, foram administrados antibioticos a 71% dos doentes
diagnosticados com COVID-19. Esta terapéutica deveu-se aos relatos iniciais relativos
a infecdo viral e a sua relagdo com co-infegdo. As bactérias mais frequentemente
isoladas nestes casos foram: Mycoplasma pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e

Haemophilus influenzae [15].

Os doentes com infe¢des respiratorias virais, devido a diminuigdo da resposta
imune, estdo mais predispostos a sofrer de infecdes bacterianas (fator de risco) [16].
Por outro lado, noutras emergéncias de SARS-CoV foi possivel identificar a
transmissao rapida de infecdo entre doentes com bactérias resistentes [15]. Durante a
pandemia de SARS-CoV-2, o antibidtico azitromicina foi 0 segundo tratamento mais

prescrito [16].

A pandemia de COVID-19 resultou na prescricéo indiscriminada de antibiéticos.
Este facto, contradiz as estratégias a aplicar para reduzir a emergéncia de resisténcia
aos antibidticos - a criacdo de diretrizes sobre escolha do antibitico, dosagem e a

duracdo da prescricdo [15].

Adicionalmente, a desinfecdo constante de superficies e maos suscitada pela
pandemia possibilitou o desenvolvimento de uma presséo seletiva para selecdo de
bactérias resistentes e ainda a alteracdo da microbiota da pele. Neste seguimento, o
uso indiscriminado de antibidticos tera a mesma consequéncia, devido ao

incumprimento das diretrizes de prescricdo dos mesmos [16].

Para determinar a possivel resisténcia de um microrganismo utilizam-se testes
de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA), pois avaliam a facilidade de um agente

antimicrobiano em inibir o crescimento bacteriano in vitro [17]. S840 essenciais a
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rapidez e a previsdo confidvel dos resultados; no entanto, as principais limitacbes
passam pela necessidade de grandes quantidades de organismos viaveis, 0
processamento pré-analitico complicado, o espetro limitado de organismos, e 0 tempo

e 0 custo inerente [18].

O breakpoint (ou ponto de corte) corresponde a concentracao de antibidtico, em
pg/mL, que distingue os microrganismos com fenoétipo suscetivel (S), intermédio (1) ou
resistente  (R) [13]. E determinado pelas propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas do antibiético de acordo com o efeito no doente.

No entanto, com a evolucdo das resisténcias, estes valores podem-se alterar
[19]. Assim as entidades reguladoras publicam periodicamente estes valores, que vao
sofrendo alterag@es, dificultando o desenvolvimento de novos métodos. Na Europa, a
entidade responsavel denomina-se de European Committee on Antimicrobial
Susceptiblity Test (EUCAST) e nos Estados Unidos da América, o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Os métodos baseados na cultura dos microrganismos sdo avaliados pela
detecdo do fenotipo de suscetibilidade perante o crescimento bacteriano na presenga
de antibidtico [20]. Sendo os mais comuns, a microdiluicdo em caldo, teste de difusédo

em disco e E-test.

A microdiluicdo em caldo € o método quantitativo padrédo que permite o teste de
diferentes farmacos/microrganismos simultaneamente, ja que se realiza em
microplacas de 96 pocos [20]. Preparam-se diluices 1:2 seriadas do farmaco a testar
e inoculam-se com o microrganismo no meio de cultura recomendado [21] seguido de
incubacéo durante 18 a 20 horas, numa estufa a 35 + 2 °C. Posteriormente, efetua-se
a leitura visual do crescimento da cultura bacteriana [22]. O crescimento do
microrganismo € confirmado por formacdo de turvagdo nos pocos e permite a
determinagdo da concentragdo minima inibitéria (em inglés, minimum inhibitory
concentration — MIC). As MICs também sdo usadas para registo de dados
epidemioldgicos e permitem acompanhar a evolucao das resisténcias; além disso séo
também usadas para determinar os fenoétipos de suscetibilidade e a eficacia de novos
antibiéticos [13]. Esta técnica permite a obtencéo de resultados fiaveis, reprodutiveis e
guantitativos. Por outro lado, € um método moroso, logo de dificil realizacdo na rotina

laboratorial [21].
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No teste de difusdo em disco, os discos de papel impregnados com
concentracdes fixas de antibitico sdo dispostos em meio de cultura sélido, que é
previamente inoculado homogeneamente com o0 microrganismo. O antibidtico ird
difundir e, apds incubacédo, havera a formacdo de um halo (zona sem crescimento)
correspondente ao fendtipo de suscetibilidade da bactéria ao farmaco [17,20]. As
vantagens deste teste sdo a sua simplicidade, equipamento simples, resultados faceis
de interpretar e flexibilidade de escolha de farmacos. No entanto, ha falta de
automacgédo [21]; sendo que os resultados sdo somente qualitativos e demoram 24
horas a ser obtidos.

O E-test (bioMérieux AB BIODISK) é capaz de determinar o fendtipo de
suscetibilidade e a MIC. Baseia-se na criacdo de um gradiente de concentracfes de
antimicrobiano para determinar a suscetibilidade. Assim, ha impregnacédo de uma tira
de papel com o referido gradiente que serd disposta em meio de cultura recém-
inoculado. As placas séo colocadas na estufa durante 18 a 24 horas e posteriormente

realiza-se a leitura da MIC, correspondente a interse¢do da tira com a elipse/halo

formada pelo crescimento bacteriano [13].

Os métodos autométicos mais utilizados nos laboratérios s&o: Vitek
(BioMérieux), MicroScan WalkAway (Beckman Coulter) e Phoenix (BD). Baseiam-se
no mesmo principio dos métodos manuais e demoram entre 8 a 25 horas. Os métodos
moleculares e, mais recentemente, a técnica de espetrometria de massa de
dessorcgédol/ionizacdo assistida por matriz como analisador por tempo de voo (MALDI-
TOF), conseguem rapidamente (1 a 2 horas) detetar genes e proteinas que conferem
resisténcia, contudo n&o sdo conhecidos todos os mecanismos de resisténcia e nada

inferem acerca da suscetibilidade [23].

Assim, os novos métodos englobam varios tipos de complexidade, gama de
preco, rapidez e eficicia de identificagdo. De salientar que os testes de diagnostico
tém de ser clinicamente relevantes, por assim dizer devem ajudar na prevencéo e

tratamento de doengas. Mas € necessario ter em conta: reprodutibilidade,

repetibilidade, rapidez e razéo custo-beneficio.

Recentemente, através do estudo das lesdes causadas a morfologia das células
pelos antimicrobianos foi possivel determinar a suscetibilidade sem a necessidade de

crescimento bacteriano prolongado, por citometria de fluxo [24].
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A citometria de fluxo (FCM) é capaz de analisar parametros fisicas e quimicos de
células marcadas com fluorocromos, assim que elas atravessam rapidamente um feixe
laser. A dispersdo da luz é detetada e convertida em informacéo digital/grafica. E
possivel determinar o tamanho e a forma das células, e quantificar os biomarcadores

aplicados nos constituintes celulares [25].

Para analisar a amostra, as células sdo suspensas numa solugdo, que,
posteriormente, transpe um filtro estreito onde as células convergem
hidrodinamicamente para o centro da corrente. De seguida atravessam o feixe laser e,
nesse momento, a luz é dispersa em todas as dire¢cdes. Por fim, é recolhida a
informacé&o relativa a dispersdo da luz, convertida em sinal eletrénico e organizada

num histograma [25].

O citometro de fluxo é composto maioritariamente por trés sistemas: de fluidos,
otico e eletrénico. O sistema de fluidos permite a formag&o de uma corrente de fluxo
celular que atravessa o feixe laser. O movimento é conseguido por um liquido
circulante (sheat fluid). O sistema 6tico é composto pela fonte de luz laser, que ir4
intercetar cada célula individualmente. A particula emitira fluorescéncia em todos os
angulos, ou seja, ira dispersar-se. A disperséo frontal da luz (em inglés, foward light
scatter) indica o tamanho da célula e a disperséo lateral da luz (em inglés, side scatter)
corresponde grosseiramente a complexidade da mesma. No sistema eletronico, os
tubos fotomultiplicadores recolhem os fotées e amplificam o sinal, que é convertido em

voltagem e, consequentemente, em sinal analdgico [26].

A fluorescéncia ocorre quando o feixe laser atravessa a particula levando a
fluorescéncia do fluorocromo. Nesse momento, da-se a excitagcdo das moléculas pela
luz do comprimento de onda do laser [25]. Na sensibilidade da fluorescéncia ha dois
aspetos a ter em conta: limite de detecdo e resolugcdo. O limite de detecdo
corresponde a menor quantidade que € passivel de ser detetada. A resolucao
corresponde a capacidade de distingdo entre células marcadas e ndo marcadas. A
sensibilidade da disperséo da luz é ditada pelo grau em que as particulas/células séo
detetadas em detrimento das particulas constituintes da suspensdo. A disperséo
lateral é afetada pelo liquido circulante e a dispersdo frontal pela fonte de excitacao
[27].
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Os fluorocromos utilizados podem estar ligados a anticorpos (coloragéo indireta)
ou a estruturas celulares (coloracéo direta) [25]. Para a caracterizacdo de terapias com

antimicrobianos, os reagentes atuam por detecao da variacdo da isotonia celular [28].

Os fluorocromos que avaliam a integridade da membrana celular marcam os
acidos nucleicos de células individualizadas. Desta forma, as células com a
integridade da membrana prejudicada permitem a entrada do marcador, que ird emitir
fluorescéncia aquando da ligacdo, seja DNA ou RNA, como o caso do iodeto de
propideo (IP). Os fluorocromos, como os dihexilocarbocianina 2 e 6 (DiOC. e DiOCs),
determinam o potencial de membrana, uma vez que sao lipofilicos e ligam-se de
acordo com a sua carga. Tal acontece quando a membrana fica estruturalmente

danificada e, consequentemente, ha diminuicao da atividade celular. [28].

Para obter dados estatisticos sobre as células em estudo, habitualmente
localizadas numa zona de andlise, deve definir-se um intervalo (gate) que permitira
saber a média, a mediana de fluorescéncia, o desvio do valor padrdo e o coeficiente

de variagéo [29].

A qualidade de cada ensaio varia de acordo com a otimizagdo do melhor
fluorocromo para o estudo adequado dos parédmetros a avaliar. Para tal, usa-se o
controlo de autofluorescéncia para detetar se os componentes da amostra possuem
fluorescéncia — falsos positivos [27]. A autofluorescéncia é a fluorescéncia inerente de
uma particula sem utilizagdo de coloragao/fluorocromo [30]. A sua interferéncia
depende da concentracdo do marcador fluorescente, da concentracdo da amostra e da
intensidade relativa de fluorescéncia, nas condi¢cdes da experiéncia [27]. O ruido (ou
background) corresponde ao sinal detetado quando ndo ha particulas no detetor. Este
parametro limita a sensibilidade do aparelho na detecédo da fluorescéncia [30].

A FCM tem varias aplicacbes: determinacdo da eficacia da terapia anti-
inflamatéria e os efeitos secundarios (em ensaios clinicos), isolamento de culturas
puras, classificagdo celular (in vitro e in vivo) e fenétipo de células imunes (definido
pelos padrées e niveis de expressdo das moléculas a superficie). Em
complementaridade com a imagiologia de ressonancia magnética, a FCM permite a
guantificacdo do numero de células tumorais em circulacdo, que atuam como

biomarcador de metastases [25].
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Esta técnica € muito utilizada nos laboratoérios clinicos e foi revolucionaria em
areas como hematologia e imunologia, relativamente ao estudo de células humanas, e

tem sido demonstrado o seu enorme potencial em areas como a microbiologia [28].

O doseamento de antimicrobianos corresponde ao estudo das concentracdes
de farmaco existentes no organismo; no entanto sé é realizado em questdes de
toxicidade, por exemplo, para a vancomicina. A terapéutica empirica, a longo prazo,
acarreta custos hospitalares elevados, por isso torna-se essencial a otimizacdo das
dosagens atualmente utilizadas para os antibiéticos, uma vez que, progressivamente,
se verificam escolhas terapéuticas inadequadas, no que diz respeito ao antimicrobiano
e a dosagem aplicada [31]. A par de TSA eficazes, este estudo é particularmente
importante para doentes hospitalizados em unidades de cuidados intensivos (UCI),

com insuficiéncia hepatica e renal, e presenca de edemas [32,33].

A eficicia da terapéutica antimicrobiana é essencial, em especial, nos casos de
sepsia, choque sético e infe¢cdes associadas aos cuidados de saude (usualmente,
microrganismos resistentes). Algumas das razdes para que a eficacia seja inferior sao:
terapéutica empirica e/ou dosagem inadequada. Quando a dosagem é sub-6tima pode
ocorrer o desenvolvimento de infe¢fes secundéarias e mecanismos de resisténcia [33].
Além disso, ocorre uma maior manifestacao de efeitos adversos, o que leva a uma
interrupcdo do tratamento - o0 que proporciona condicdes propicias ao

desenvolvimento de resisténcia [31].

Desta forma, para a otimizacdo da dosagem €& essencial o estudo da
farmacodinamica (em inglés, pharmacodynamic — PD) e farmacocinética (em inglés,
pharmacokinetic — PK). A relacdo PK/PD permitird o estudo da dosagem 6tima para a
terapéutica adequada as necessidades do doente. A PK avalia os efeitos provocados
pelo organismo no farmaco, como descrito pelo processo de absorcao, distribuicao,
metabolizacdo e excre¢do. Ja a PD corresponde aos resultados obtidos pela atividade
farmacologica. No caso dos antimicrobianos, o resultado devera ser um efeito

bactericida ou bacteriostatico no local de infecéo [31,34].

O valor laboratorial da MIC é o método atual utilizado para prever o efeito
clinico; no entanto, devido as interagfes entre a triade hospedeiro — farmaco —

microorganismo (Figura 2), o valor efetivo da MIC ser4 alterado devido ao
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metabolismo do doente. Desta forma, uma avaliacdo da relacdo PK/PD permite obter

resultados fidedignos para a adequacao da terapéutica [31].

Hospedeiro
&
4
ﬁ )
|
/? )u\
l{’;
bt A
@ %
N A e
& N .
@ 49 2% 25
I2) & ) 5’%
QO g 0,. Z
SIS % )
Q‘ @).
A
)
Farmacodinamica '3
(\ Resisténcia
\ Microrganismo Antibiético

patogénico

Figura 2 - Triade de interagdo hospedeiro - microrganismo - antibiético em caso de infegéo.
Adaptado de: Asin-Prieto et al., 2015.

A metodologia de dosagem varia consoante as classes de antimicrobianos. Por
um lado, os beta-lactimicos (como penicilina e cefalosporinas) atuam de forma
dependente do tempo e por isso sdo eficazes preferencialmente em concentracdes
superiores a MIC durante o intervalo de dosagem; ou seja, para estes antibiéticos é
interessante uma frequéncia elevada de administracdo. Por outro lado, os
aminoglicosideos (como gentamicina) e as fluoroquinolonas (como levofloxacina) sao
dependentes da concentracdo e neste caso € importante a concentracdo no plasma e

ndo a frequéncia de administragdo [35].

De acordo com estudos prévios, acredita-se que o efeito terapéutico é
conseguido pela fracdo de farmaco disponivel nos tecidos envolventes do local de
infecdo e ndo pela fragdo plasmatica (menos concentrada). Para avaliar os tecidos
envolventes é utilizada a microdialise. Esta técnica permite a recolha de pequenos
volumes de soluto do fluido intersticial que s&o posteriormente analisados. Apesar de
ser um meétodo pouco invasivo e permitir analise de varios solutos, tem como
desvantagens ser um processo desconfortavel e longo, aliado ainda a elevados custos
[31]. Além de que a andlise por HPLC néo permite a identificacdo de farmaco na forma

ativa.

As dosagens aplicadas na terapéutica devem ser eficazes para toda a

microbiota presente no local de infe¢&do, o que inclui bactérias suscetiveis e resistentes
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(independente da extensdo dos seus mecanismos de resisténcia) [34]. Assim, tendo
como base a relacdo PK/PD e a MIC sera possivel a dosagem personalizada de
farmacos a cada doente. Esta estratégia permitira uma terapéutica dirigida e assertiva,
sendo possivel obter resultados promissores no que diz respeito a melhorias clinicas,
reducdo da toxicidade e mortalidade [32]. Para populacbes de doentes em UCI,
deixamos de lado o one size fits all e preparamo-nos para a personalized medicine.

Desde h& muito que o problema da nefro e neurotoxicidade levou ao desuso
das polimixinas, em favorecimento de outras classes de antibiéticos. No entanto,
nestas classes de antibioticos, como o caso dos aminoglicosideos, comegou a surgir
evidéncia do desenvolvimento de multirresisténcias por parte de bactérias Gram-

negativas, por isso, as polimixinas foram novamente adicionadas a terapéutica. [36]

Assim, atualmente, as polimixinas sdo usadas como Ultimo recurso na
terapéutica associada a superbactérias Gram-negativas resistentes aos farmacos

usados correntemente. Dois exemplos séo as polimixinas B e E (colistina) [37].

s

A colistina € um antibiético polipeptidico constituido por dois componentes:
colistina A (polimixina E1) e colistina B (polimixina E2) [38] e atua contra bactérias
Gram-negativas, segundo uma relacdo dose-dependente [39]. Devido a sua
nefrotoxicidade, € administrada, principalmente, por via endovenosa pelo seu pro-
farmaco metassulfonato de colistina (CMS), que ndo possui atividade antibacteriana.
Quando ocorre a biotransformacéo, o CMS ¢€ hidrolisado em colistina, que € capaz de
causar a rapida morte bacteriana [38,40,41].

De acordo com Plachouras et al. [42] e Garonzik et al. [43] verifica-se que a
dosagem recomendada leva a concentracdes plasmaticas sub-6timas, que por si s6
também propiciam o desenvolvimento de resisténcias a este farmaco de ultima linha
[31,33,37,40]. Para evitar este fendbmeno, a estratégia passa por optar por altas doses
de farmaco, de forma que as bactérias sofram morte celular imediata e ndo possuam a
oportunidade de desenvolver mecanismos de resisténcia. Esta estratégia foi testada
previamente por Rao et al. [40]. As polimixinas sdo apropriadas para este tipo de
estratégia visto que o seu mecanismo de acao bactericida atua rapidamente quando a

carga bacteriana é elevada [37].
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Esta opcdo, também designada de front loading, permite minimizar a
nefrotoxicidade do farmaco, pois ha minimizacdo da exposicdo ao farmaco. Esta
estratégia ja foi testada com outros farmacos [42,43], mas as polimixinas integram-se
num grupo com futuro promissor possuirem atividade bactericida dose-dependente.
[40].

De salientar que o interesse pela colistina ressurgiu devido a sua rapidez na
atividade bactericida, espetro curto de atividade e estar associada a lentiddo no
desenvolvimento de resisténcia. Mas o conhecimento farmacoldgico € escasso e nao
estd atualizado [41]. Assim sendo, ha urgéncia na avaliagdo farmacolégica, por
otimizacdo do seu regime de dosagem [36] para que possua diretrizes de dosagem
bem definidas de forma que ndo se promova o desenvolvimento de resisténcias e

também devido a sua toxicidade [41].

O objetivo primordial deste projeto foi o desenvolvimento e otimizacdo do
doseamento microbiolégico da colistina por citometria de fluxo. Para tal

estabeleceram-se os seguintes objetivos especificos:

= Estudar a probleméatica da resisténcia aos antimicrobianos e as complicacfes
em doentes criticos;

= Familiarizar-se com a técnica da metodologia classica microdiluicdo em caldo;

= Entender o potencial e aplicar a técnica de citometria de fluxo no ambito da
microbiologia clinica;

= Compreender a importancia da medicina personalizada pelo doseamento
microbioldgico de antibidticos;

= Preparar um protocolo de otimizacdo de parametros citométricos para o
doseamento;

= Interpretar os resultados obtidos.
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Todos os procedimentos descritos foram realizados na camara de fluxo
laminar, de nivel de biosseguranca 2.

A estirpe em estudo foi a Escherichia coli ATCC® 25922™. Bactérias desta
estirpe estavam conservadas a — 80 °C, numa solu¢éo de meio de cultura liquido Brain
Heart Infusion (Liochem, Italia) suplementado com 20% de glicerol (Biochemopharma,
Franca). A estirpe foi sub-cultivada em meio de cultura sélido Mueller-Hinton
(BioMérieux, Portugal), antes da sua utilizacao de forma a garantir a sua viabilidade. A
incubagéo realizou-se em estufa estética a 35 + 2 °C, durante a noite.

A colistina (Sigma Aldrich, Alemanha) foi preparada de acordo com as normas
do fornecedor. As concentracdes preparadas foram selecionadas de acordo com os
breakpoints referidos no protocolo M07-Al11 de acordo com o CLSI [44] (Tabela 1).

Tabela 1 - Breakpoints de Enterobacterales para a colistina, de acordo com o CLSI.

S I R
N&o definido <2 24

Inicialmente o valor da MIC das estirpes foi determinado pelo método de
referéncia microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo para a realizagdo de
testes de suscetibilidade a antimicrobianos em bactérias disponibilizado pelo CLSI
[45].

Para preparar as diferentes concentragdes foram realizadas diluicbes seriadas
do farmaco em meio de cultura liquido Mueller-Hinton cation adjusted Ca?*
(BioMérieux, Portugal) e distribuidos 100 yL em cada poco de placas de 96 pocos

(Thermo Scientific, Dinamarca), de acordo com as respetivas diluicdes.
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De seguida, preparou-se o in6culo bacteriano ajustado a 0,5 McFarland,
correspondente a 1 x 108 CFU/mL, em soro fisioldgico, preparado internamente a partir
do produto comercial cloreto de sédio (Scharlau, Espanha). Foram ainda preparados
os controlos de validagcdo do ensaio. O controlo positivo com apenas meio de cultura e
indculo bacteriano. O controlo negativo € composto pela concentracdo mais baixa de

colistina e meio de cultura.

Apos a inoculacdo das placas, decorre a incubacéo a 35 + 2 °C durante 16 a 24
horas. Por fim, realiza-se a leitura visual dos resultados. A MIC é considerada como a

menor concentracdo de farmaco que inibe o crescimento bacteriano.

As placas de 96 pocgos a utilizar para a avaliagdo citométrica sdo compostas
por diluicbes seriadas, em meio de cultura liquido Mueller Hinton (MHL; BioMérieux,
Portugal), de colistina, com concentracdes entre 64 e 0,125 yg/mL, soro humano e o

marcador fluorescente (Figura 3). Sendo que esta solugcdo compde 100 uL de cada
poco.

000000
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09,9,0/0,9,9;
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Figura 3 - Painel de disposi¢ao das placas para o doseamento microbiolégico.

Foi incluido um controlo composto pela suspensao bacteriana e o fluorocromo.
O fluorocromo usado foi o iodeto de propideo (IP). Foi preparado de acordo com as

indicacbes do fabricante e nas concentragbes previamente otimizadas [46,47]. De
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notar que durante e apds a aplicacdo dos fluorocromos, as placas foram mantidas

resguardadas da luz até ao momento de analise.

A estirpe E. coli ATCC® 25922™ foi sub-cultivada em meio de cultura MHA e
deixada a incubar a 37° £ 2 °C durante a noite. Seguiu-se preparacdo da suspensdo
das células bacterianas por ajuste do inoculo a 0,5 McFarland, em soro fisiologico, e
preparou-se uma diluicdo 1:50 (de acordo com as otimizacdes previamente realizadas
pela equipa [46]), em meio de cultura liquido Mueller-Hinton, previamente filtrado no
sistema Millipore (Merck Millipore, EUA).

Para se proceder ao protocolo citométrico de doseamento, realizou-se a
inoculacédo dos pocos com 100 uL de suspensdo bacteriana. De seguida, decorreu 1
hora de incubagéo agitada a 35 + 2 °C.

Por fim, realizou-se a leitura citométrica no citometo de fluxo CytoFlex

(Beckman Coulter, EUA), com andlise dos histogramas de fluorescéncia.

Os resultados da microdiluicdo para a estirpe em estudo estdo descritos na

tabela 2. A estirpe em estudo é considerada suscetivel a colistina.

Tabela 2 - Avaliagé@o da suscetibilidade da estirpe a colistina, por microdiluicao.

E. coli ATCC® 25922™ 0,5 * 1 diluicdo S

Nas figuras 4 e 5 encontra-se a distribuicdo de fluorescéncia apresentada pela
amostra controlo e a amostra correspondente ao MIC da colistina pelo doseamento,

respetivamente. Na figura 5 verifica-se um aumento significativo da fluorescéncia
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correspondente a marcagcao dos acidos nucleicos, devido a rutura da membrana da
célula.

|w1L(BE,05%) WIR(11,95%) 1w1L{32,01%) VIR(BT,99%)
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Figura 4 - Distribuigdo de fluorescéncia apresentada Figura 5 - Distribuicgo de fluorescéncia da amostra
pela amostra controlo. com marcaggo pelo IP.

O presente capitulo “Doseamento microbiolégico de antibidticos por citometria
de fluxo” tem como objetivo o desenvolvimento da prova de conceito do doseamento

microbioldgico da colistina por citometria de fluxo.

A resisténcia aos antimicrobianos é uma ameaca em ascensédo e pode até ser
denominada de “pandemia invisivel ou silenciosa’. A eficacia da terapéutica
antimicrobiana é essencial para a dinamica hospitalar, evitando estadias longas e o
recurso antibiéticos de ultima linha, que usualmente sao mais téxicos e mais caros
[7][8]. Esta problematica é mais complexa em casos de doentes imunossuprimidos,
normalmente hospitalizados, sobretudo devido a crescente utilizacdo de métodos mais
interventivos e a emergéncia das resisténcias. Por exemplo, uma simples cirurgia pode
acarretar sérios problemas, uma vez que pode ocorrer infecdo por uma bactéria

multirresistente para a qual ndo estara disponivel a terapéutica eficaz [11].

Os TSA classicos, essencialmente microdiluicdo em caldo e teste de difusdo
em disco, ndo permitem obter resultados rapidos [31] e, por essa razéo, a terapéutica
empirica torna-se comum. De forma a colmatar esta falha, a FASTinov ® possui em
desenvolvimento kits para rapida avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos, por

citometria de fluxo, para bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, e até para
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identificacdo de mecanismos de resisténcia, estando jA em validacdo externa. Tal
como também estudei ho meu estdgio curricular da licenciatura em Biotecnologia
Medicinal, com o tema “Avaliagdo da suscetibilidade da bactéria Streptococcus
pneumoniae diretamente a partir de hemoculturas por citometria de fluxo” [48], no qual
tive a oportunidade de conhecer o protocolo citométrico em desenvolvimento na

empresa.

No seguimento do desenvolvimento deste TSA rdpido e emergente, surge a
possibilidade de aplicacdo desta metodologia de citometria de fluxo inovadora noutros
testes da microbiologia clinica, como o doseamento microbiologico de antibitticos.

Em doentes criticos com insuficiéncia renal e hepética, o doseamento de
antibiéticos é essencial para a melhoria do seu estado clinico. Nestes casos, ha
alteracdo da relagdo PK/PD e faciimente sdo administradas doses sub-6timas,
responsaveis por efeitos adversos ou ineficacia da terapéutica [33,49]. Portanto, sao
necessarias metodologias que permitam determinar as concentragfes seéricas de
antibidtico que efetivamente chegam ao local de infecdo e s&do capazes de provocar a
decomposi¢cdo da infecdo. Uma das metodologias aplicadas atualmente é a
microdidlise, que no entanto decorre num processo desconfortavel e longo, e acarreta
elevados custos [31]. Além de que os métodos quimicos existentes, apesar da sua

rapidez, ndo inferem relativamente a fracao ativa do farmaco.

Surge assim a necessidade do desenvolvimento de estratégias de doseamento
que permitem quantificar o farmaco na sua forma ativa, para ser possivel a
monitoriza¢cdo mais adequada da dosagem do antibiotico, de acordo com o historial

clinico do doente.

O doseamento microbioldgico aqui apresentado tem como base determinar as
concentracdes seéricas de colistina em doentes criticos num intervalo de tempo (util,
diretamente do soro do doente, para que a dosagem terapéutica aplicada seja eficaz
(Figura 6).
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Detecao de infegao bacteriana
Recolha de Recolha
Isolado Clinico de Soro do Doente

Determinacao da MIC Doseamento Microbiolégico
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Interpretacdo do Resultado, de
acordo com historial clinico

Terapéutica Adequada

Figura 6 - Representagdo esquematica do protocolo a aplicar.

De forma a determinar a dose a administrar ao doente pelo doseamento
microbiologico deve realizar-se a microdiluigdo em caldo para que seja determinada a
MIC da bactéria para o antibidtico. De realcar, a importancia da utilizacdo de um TSA
rapido e preciso, como esta a ser desenvolvido pela FASTinov ®. Ainda assim, neste
trabalho experimental foi usado o método classico de microdiluicdo, pois € o método
atual validado. De salientar que neste tipo de situacfes se verifica variagbes entre a
MIC obtida laboratorial e a MIC clinica, devido aos efeitos metabdlicos do organismo.

De seguida, realiza-se o doseamento por FCM. A FCM encontra-se em
expansao na area da microbiologia, visto que é possivel realizar a andlise de
parametros fisicos e quimicos de células, determinando, por exemplo, possiveis danos
celulares provocados pelos antimicrobianos, de acordo com fluorocromo utilizado [25].
Assim sera possivel a determinacdo da concentracdo de antibidtico presente na
amostra de soro do doente, num curto intervalo de tempo, de acordo com efeito
produzido. Desta forma, a dosagem aplicada é otimizada de acordo com as
necessidades do doente, evitando efeitos adversos de toxicidade ou desenvolvimento

de resisténcia ao antibiotico.

Em primeiro lugar, e descrito neste relatorio, foi avaliado o doseamento da
colistina, visto ser um antibidético de Ultima linha com atividade bactericida contra
bactérias Gram-negativas multirresistentes, atuando por grave lesdo na membrana
[38,40,41].

De salientar algumas desvantagens da colistina, sendo uma delas a sua
capacidade de degradacdo de plasticos, sendo esse um fator a ter em conta em

trabalhos laboratoriais, de forma a ndo enviesar os resultados obtidos. Além disso,
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para a colistina, contrariamente aos beta-lactamicos, ndo ha necessidade do estado

exponencial das células bacterianas para se testar a atividade farmacologica [46].

7

O soro humano é utilizado frequentemente como amostra biolégica para o
doseamento farmacolégico. Alidas, devido a questdes de nefrotoxicidade da
vancomicina, € aconselhdavel a utilizagcdo do soro [50]. Da mesma forma, devido a

nefrotoxicidade da colistina, utiliza-se a mesma amostra biolégica.

A aplicacao da citometria de fluxo implica ter alguns cuidados como a selecéo
adequada do marcador de fluorescéncia para o objetivo do estudo. Neste caso,
previamente foram avaliados uma vasta gama de marcadores fluorescentes, na fase
de otimizacédo do FASTcolistin MIC kit da FASTinov ® e publicado no artigo intitulado
“Ultra-rapid flow cytometry assay for colistin MIC determination on Enterobacterales,
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumanii” [46]. O fluorocromo IP foi
utilizado devido sua facilidade em discriminar células viaveis de células mortas, como
confirmacéo da atuacdo do antimicrobiano. As células marcadas pelo IP tém os seus
acidos nucleicos expostos, por consequéncia da grave rutura da membrana celular
causada por farmaco. Este fluorocromo é excitado pelo laser azul a 488 nm, podendo
ser detetado por dois detetores: PE-A (utilizado neste ensaio experimental) e PC5.5-A.
Sendo assim, quanto mais fluorescéncia se verificar, maior a quantidade de DNA que
foi intercalado, o que indiretamente pode significar que maior foi a sua entrada, o que

s6 acontece quanto maior sera o dano celular provocado na membrana.

De acordo a prova de conceito realizada, ap6s a analise dos histogramas é
possivel determinar a concentragdo sérica de colistina presente no soro e com efeito
na infecdo, visto ser correspondente ao po¢o de concentracdo superior em que se

verifica um aumento de fluorescéncia.

No trabalho apresentado foi apenas usada uma estirpe de controlo de
qualidade (E. coli ATCC® 25922™), como prova de conceito, sendo esta estirpe
recomendada para TSA no caso dos Gram-negativos. De salientar, a técnica assética
foi um fator fulcral ao longo do desenvolvimento dos protocolos definidos como forma
de garantir a fidedignidade dos resultados apresentados; assim como a biosseguranca
individual e coletiva de acordo com as boas praticas de laboratério. A existéncia de
amostras de controlo e a padronizacédo por 0,5 McFarland, correspondente a 1 x 108

CFU/mL, permitiram também comprovar a confianca nos resultados.
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Concluindo, justifica-se assim a necessidade do desenvolvimento de
estratégias capazes de determinar a PD e PK da colistina de forma a delimitar a
dosagem terapéutica indicada para cada populacdo de doentes ou entdo em cada

doente individualmente.

Em termos de perspetivas futuras, podem levantar-se questdes relativas ao
estudo de outros farmacos, como a vancomicina, que atua contra bactérias Gram-
positivas, que contrasta com a colistina, biocida de bactérias Gram-negativas. Desta
forma, podera obter-se uma visdo mais alargada do potencial desta metodologia de
doseamento microbioldgico. Alias, a aplicagdo desta metodologia em ambiente
hospitalar implica a validacdo da mesma por comparacdo com outro método ja

implementado e comum na pratica clinica; sendo este também um trabalho futuro.
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A Faculdade de Medicina da Universidade do Porto (FMUP) possui uma vasta
investigacdo cientifica. Em especial, no departamento de patologia, o servico e
laborat6rio de microbiologia da FMUP, dirigido pelo Professor Doutor Acacio

Rodrigues, € responsavel pelo desenvolvimento de investigagdo na é&rea da

microbiologia.

Um dos projetos em execucdo € “Impacto da nebulizagdo seca de H,O./Ag* na
infecdo associada a cuidados de saude: o paradigma da Unidade de Queimados”
(POCI-01-0145-FEDER-031755), financiado pela Fundacdo para a Ciéncia e
Tecnologia. Este projeto tem como objetivo restringir a emergéncia de resisténcias aos
antimicrobianos e diminuir as infecdes associadas aos cuidados de saude (IACS),
principalmente em doentes criticos; neste caso, associado a unidade de Queimados
(UQ) do Centro Hospitalar Universitario S. Jodo (CHUSJ). Tendo como desinfetante o
H20;, pretende-se estudar a utilizagdo do mesmo, numa formulagéo vaporizada, para

efetuar a acdo biocida em superficies, num periodo pré-determinado.

Alta mortalidade, custos elevados e estadia hospitalar longa séo efeitos
resultantes de IACS. Muitas destas infecbes devem-se a transmissdo por contacto
entre doentes e as maos dos profissionais de saude; seja por contacto direto com a
pele do doente ou por transmissao através de superficies contaminadas. A desinfecéo
manual - a mais comum - ndo é capaz de remover todos 0s microrganismos €, por
essa razao, as superficies ainda contaminadas permitem manter um fluxo continuo de

transmisséo e infegéo [51].


https://sigarra.up.pt/fmup/pt/PROJECTOS_GERAL.FICHA_PROJECTO?P_ID=72769
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Atualmente, os individuos possuem esperanca de vida mais longa e com isso
surgem condi¢des de doencas cada vez mais graves; no entanto, os avancos meédicos
permitem que os doentes sobrevivam durante mais tempo. Consequentemente, devido
as alteracdes imunitarias e as suas comorbidades, tornam-nos suscetiveis a infecao.
De notar que estes doentes sdo sujeitos a terapéuticas progressivamente mais
invasivas que rompem as suas barreiras naturais, o que aumenta a sua suscetibilidade
[52].

Além disso, € nas UCIs que perduram as resisténcias aos antibiéticos e, por
consequéncia, € nestes locais que surgem as bactérias multirresistentes. Tal deve-se
a varios fatores inerentes a estas unidades de saude como: (1) terapéutica empirica
em excesso, causando uma pressao seletiva nas bactérias resistentes, (2) uso de
equipamentos invasivos e (3) doentes mais suscetiveis e com comorbidades [52].
Assim, devido ao aumento da suscetibilidade dos doentes em UCIs, as infecdes que
contraem advém de microrganismos resistentes e, por essa razao, a terapeuta é
realizada progressivamente com antimicrobianos mais potentes, forcando-os a

adaptarem-se ao ambiente [52].

Um exemplo de depdsito bacteriano no organismo humano sdo os abcessos,
gue reservam bactérias aptas ao desenvolvimento de resisténcias por mutagdes ou
transferéncia génica. Estas bactérias resistentes sdo, entdo, responsaveis por infecdes
graves que prolongam a estadia hospitalar, aumentam a morbilidade e acarretam

custos hospitalares [52].

Um outro exemplo séo as feridas. As feridas sdo um combinado de tecido
morto, exsudado e carga bacteriana. No caso especifico das feridas dificeis de tratar,
estas sao responsaveis por perda de qualidade de vida, como falta de mobilidade e
alteracdes fisiolégicas. Nestas feridas, o tratamento € prolongado devido ao excesso
de carga bacteriana presente, em conjunto com o0 exsudado em quantidades

excessivas e, em alguns casos, a exposicao de elementos anatémicos [53].

Um fator de viruléncia comum que permite a manutencdo e até o aumento da
carga bacteriana nos doentes é a formacado de biofilmes. As células em proliferacao
organizam-se em biofilmes composto pelas células bacterianas e uma matriz
polimérica, responsavel pela adesédo ao local de infecdo. A organizacdo em biofilme
permite as bactérias perseverar em ambientes adversos através de relagbes

simbidticas entre elas, seja em feridas ou em superficies [53].
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A associacdo microbiana em biofilmes confere vantagens competitivas aos
microrganismos envolvidos como: reducdo do acesso e da interagcdo com biocidas,
modela¢do do seu microambiente, producédo de enzimas degradativas e transferéncia
de genes entre variadas células. Por outro lado, este tipo de interacdo reduz o acesso
a nutrientes, resultando na diminuicdo da taxa de crescimento que, por sua vez,

aumenta a suscetibilidade a biocidas [54].

Relativamente a resisténcias aos antimicrobianos, neste tipo de estrutura
verifica-se a expulsdo do antimicrobiano devido a alta densidade celular. Ainda assim,
a propensdo para desenvolvimento de mecanismos de resisténcia € elevada, como,
por exemplo, em resposta ao stress nutricional. De salientar que as células
organizadas em biofiime tém ainda propensdo para o desenvolvimento de

mecanismos de resisténcias para com o sistema imune do hospedeiro [53].

Este tipo de organizacdo celular € comum em feridas dificeis de tratar, por ser
um ambiente propicio ao crescimento bacteriano, e sdo responsaveis pela morbidade,
visto que sao dificeis de remover, persistindo mesmo depois do desbridamento [53].
Além disso, sdo comuns em equipamentos médicos e implantes. Nestes objetos séo

capazes de aumentar a taxa de infegcdo e aumenta a probabilidade de reinfecéo [54].

Assim, surge a necessidade do desenvolvimento de estratégias capazes de

efetuar uma desinfe¢cdo completa, como a utilizagédo do peroxido de hidrogénio [51].

Os antiséticos e os desinfetantes sdo produtos encontrados em unidades de
saude para utilizacdo na limpeza do espaco. Por essa razdo, sdo cruciais para

controlo e prevencao de infegdes [54].

O perdxido de hidrogénio (H.02) € um biocida usado em desinfe¢do e
esterilizacdo. E um produto disponivel comercialmente em variadas concentracées (3
a 90%) de acordo com a finalidade. O H.O. age como oxidante, produzindo radicais
livres hidroxilo que, por sua vez, reagem com componentes celulares. Devido a sua
interagdo quimica, € considerado amigo-do-ambiente, pois rapidamente se degrada
em agua e oxigénio. Pela mesma raz&o, muitas das vezes possui na sua constituicdo

estabilizadores da formulag@o quimica para evitar a decomposigéo [54].

Como biocida, o H,O, atua em virus, bactérias e leveduras. E mais eficaz

contra bactérias Gram-positivas do que negativas. A presenca de catalase e
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peroxidase permite o aumento da tolerancia dos microrganismos ao H.O,, uma vez
que o mesmo é degradado pelas enzimas. De notar que para atuar em esporos, o

tratamento requer altas concentracdes e mais tempo de exposicao [54].

Os biocidas comuns a altas concentracdes sao responsaveis por grandes
danos celulares. Os biocidas oxidantes, como o H>O, o didxido de cloro e o acido
peracético, atuam por remocédo de eletrdes de grupos suscetiveis (como 0s grupos tiol
das enzimas e proteinas, DNA e membrana celular das bactérias), resultando na sua
oxidagdo. J4 a baixas concentracfes, o fendmeno de oxidacao-reducdo é facilmente
reversivel e desta forma os microrganismos sdo capazes de criar mecanismos de

defesa como a aquisi¢éo de resisténcia [55].

Relativamente a formulagdo usada com H,O; estas podem sofrer alteracdes de
forma a intensificar a sua atividade. No caso, as formulac¢des liquidas ndo possuem a
mesma capacidade de penetracdo em estruturas tridimensionais do que as
formulacdes vaporizadas [55]. A atividade antimicrobiana pode ser influenciada por:
formulacdes, presenca de carga organica, sinergia, temperatura, diluicbes e método
de teste [54]. Atualmente, os ciclos de desinfecdo em que se usa este biocida numa
formulacdo vaporizada s&o longos, tornando inviavel a sua implementagdo em

ambiente hospitalar, por exemplo, nos quartos dos doentes [56].

De salientar ainda que devido ao risco de infecdo ser transversal a
comunidade, cada vez mais os desinfetantes e os antiséticos sdo mais usados na sua
generalidade pelas pessoas, com variadas finalidades (também devido a pandemia de
COVID-19). Os produtos comerciais possuem varios produtos quimicos, como 0s
biocidas. Estes sdo capazes de atuar mais amplamente do que os antibiéticos, pois
possuem varios alvos intracelulares. Desta forma, surge a questao relativa ao
desenvolvimento de resisténcias aos desinfetantes usadas comumente, tanto pela

comunidade como pelos profissionais de saude [54].

Tendo como objetivo global a utilizagdo de um biocida em vapor seco para
desinfecdo de superficies num periodo reduzido, foi necessario estabelecer os

seguintes objetivos especificos de:

= Estudar questdes relativas a desinfecdo hospitalar, manual e automatica;

= Avaliar o efeito antimicrobiano do biocida na microbiota presente na UQ:
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— Conhecer e aplicar uma técnica de crescimento celular em biofilme;
— Efetuar desinfecdo in vitro com método automatico;
— Analisar a viabilidade e quantidade celular, por espetrofotometria;
= Determinar o possivel efeito indutor de resisténcia pelo H203:
— Efetuar a inducdo de resisténcia de acordo com a metodologia pré-
definida;
— ldentificar e distinguir fenotipicamente bactérias e leveduras;
— Determinacédo da suscetibilidade ao H>O, por microdiluicdo;
= Realizar uma analise qualitativa e quantitativa de isolados ambientais:
— Distinguir colénias bacterianas;
— Conhecer e aplicar a técnica de MALDI-TOF;

= Interpretar os resultados obtidos a luz da sua importancia clinica.

Para o desenvolvimento desta atividade foram utilizadas algumas estirpes de
controlo mais comuns nas UCI, descritos na tabela 3. As estirpes séo conservadas a —
80 °C, em meio de cultura liquido Brain Heart Infusion (Biolab, Hungria) suplementado

com 20% de glicerol.

Tabela 3 - Descricdo das estirpes utilizadas.

Staphylococcus aureus 29213 ™
Staphylococcus epidermidis 35984 ™
Candida albicans 10231 ™
Klebsiella pneumoniae 700603 ™
Acinetobacter baumanii 19606 ™

De forma a mimetizar as superficies hospitalares presentes na UQ foram
preparados pequenos quadrados/pecas (2cm x 2cm), de acordo com 0s materiais em

estudo: férmica, inox, lindleo, napa e PVC.

A estirpes selecionadas crescem a 35 = 2 °C durante 72 horas em meio de
cultura solido Brain Heart Infusion (BH) para bactérias ou Sabourad Dextrose Agar

(SAB; Liofilchem, Itdlia) para leveduras. De seguida, as bactérias sdo novamente
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incubadas em meio liquido: Luria-Bertani (LB; Formedium, Inglaterra) para bactérias e
Sabourad Dextrose Broth (Liofilchem, Italia) para leveduras e incubadas a 35 + 2 °C
com agitacao (150 rpm), durante 2 horas, de forma a atingirem a fase exponencial de

crescimento.

O in6culo é transferido para um tubo Falcon 50 mL, o qual é centrifugado
durante 5 minutos a 9000 rpm. Rejeita-se o sobrenadante no Erlenmeyer e o pellet €
ressuspenso em 30 mL de soro fisiolégico. De seguida realiza-se a padronizacdo da
amostra por 0,5 McFarland (corresponde a 1x10® CFU/mL para leveduras e 1x108
CFU/mL para bactérias). Por fim, dilui-se a amostra em 1:10, em meio de cultura
respetivo, e distribui-se nas placas de 6 pocos, nas quais previamente se dispuseram
0s materiais. As placas sdo deixadas a incubar durante 48 horas, a 35 + 2 °C.
Passadas 24 horas, verificam-se possiveis contaminagcfes por crescimento em meio

de cultura sélido das amostras.

Apos as 48 horas e a confirmacdo de possiveis contaminacdes, preparam-se
as placas para exposigéo aos ciclos de H>O- vaporizado. Em novas placas de 6 pocos
dispbem-se, em cada poco, as pecas de material com possivel biofilme, na vertical.
Antes de adicionar as pecas de material, estas sdo mergulhadas brevemente em PBS,
como processo de lavagem. Os ciclos de exposi¢do ao H2O- (7%) vaporizado testados
foram o ciclo mini (CM; correspondente a 15 min, correspondente a 5 m®) e ciclo

normal (CN; 30 min, correspondente a 15 m®).

Apobs a exposicdo ao desinfetante foram realizados dois testes: Cristal Violeta
(CV) e ensaio do 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolio-5-carboxanilida)
(XTT). Foram utilizados os controlos descritos na tabela 4.

Tabela 4 - Condi¢Ges controlo do ensaio.

Negativo Pecas de material sem in6culo nem exposicao ao H,0»

Positivo Pecas de material com in6culo e sem exposi¢cao ao H,0»

No teste do CV, o composto liga-se a células presentes na matriz extracelular e
permite inferir relativamente a capacidade de crescimento em biofilme. [57] Neste
caso, as pecas sao realocadas em tubos Falcon, aos quais previamente se adicionou
10 mL PBS. Cada amostra é vortexada e sonicada por 2,5 minutos. A peca de
material € removida e o contetdo do tubo Falcon é centrifugado durante 5 min a 9000
rpm. De seguida, é descartado o sobrenadante e o pellet € ressuspenso em 1 mL de

PBS e transferido para um tubo eppendorf. A amostra é novamente centrifugada e o
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sobrenadante é descartado. Adiciona-se 1 mL de CV 0,5%, vortexa-se as amostras e
deixa-se em repouso durante 20 minutos, para que se dé a reacdo. As amostras séo
centrifugadas durante 5 minutos a 14000 rpm e rejeita-se 0 sobrenadante. A segquir,
decorrem 3 lavagens sucessivas com agua estéril e remoc¢ao do sobrenadante. Por
fim, adiciona-se 1 mL de Acido Acético (33%) e a amostra é vortexada e centrifugada.
Transfere-se 200 yL de cada amostra para um poco respetivo numa placa de 96
pocos, a qual serd analisada no espetrofotbmetro com leitor de microplacas —
PowerWave XS (BioTek, EUA), no comprimento de onda de 590 nm. De notar que as
amostras do teste do CV podem ter a necessidade de diluicdo, em &cido acético
(33%).

No caso do XTT, o método baseia-se na reducdo do XTT a um produto solavel
em &gua de cor laranja, por células viaveis. Através da leitura da absorvancia deste
composto serd possivel determinar a viabilidade celular das amostras. [58] Assim,
prepara-se a solu¢cdo composta por 4 mL PBS, 50 yL XTT e 4 pyL de Menadiona (por
amostra). Realocam-se as pecas de material em placas de 6 pogos limpas e adiciona-
se 4 mL de solugéo de XTT a cada pocgo. De seguida, incuba-se durante 24 horas, a
35 £ 2 °C. ApGs a incubagéo recolhe-se 1 mL de sobrenadante de cada pogo para um
tubo eppendorf, que é centrifugado a 14000 rpm, durante 5 minutos. Por fim, transfere-
se 200 pL de sobrenadante de cada amostra para um pogo respetivo numa placa de
96 pocgos, a qual sera analisada no espetrofotdmetro com leitor de microplacas —

PowerWave XS, no comprimento de onda de 490 nm.

No ambito do projeto surge também o estudo da possivel inducdo de
resisténcia provocada pelo H;O,. Para tal foram estudadas leveduras (C. albicans e
Candida auris) e bactérias (S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e Enterococcus

faecium) comuns nas UCI.

A atividade iniciou-se por determinacao da MIC de cada estirpe, pela técnica de
microdiluicdo (previamente descrita e adaptada as concentracdes de H,O; a avaliar),
de acordo com o protocolos do CLSI, para bactérias M07-Al1l e leveduras M27-A3S4
[45][59].

Sabendo a MIC de cada estirpe ao H»O>, a inducdo realizou-se por incubacgéo

das estirpes com 3 concentracdes de H.O, correspondentes ao %2 MIC, 1 MIC e 2
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. . . ~ 1 1
MIC. Exceto o E. faecium em que se utilizaram as seguintes concentracdes: = MIC, =

MIC e = MIC.
64

A solugcdo na qual as estirpes eram incubadas era reposta diariamente e
composta por 8,9 mL de meio de cultura liquido constituido por extrato de levedura,
peptona e dextrose (em inglés, yeast extract-peptone-dextrose — YPD) para leveduras
ou LB para bactérias, 100 pL solucdo de H.O, respetiva e 1 mL indculo. O controlo
positivo era composto por 9 mL de meio de cultura e 1 mL de in6culo. O controlo
negativo era composto apenas por meio de cultura. A incubacao decorre durante 24
horas com agitacdo a 35 £ 2 °C, até que se renovam as condi¢cdes do meio. A cada dia
€ recolhida 1 amostra para congelacdo (500 uL de inoculo) em YPD ou LB
suplementado com 20% de glicerol. Regularmente, as amostras sdao também
repicadas de meio de cultura solido para controlo de possiveis contaminacdes

cruzadas.

A cada 20 dias é verificado a MIC, por microdiluicdo, de cada amostra para
confirmar a existéncia ou auséncia de inducdo de resisténcia. A inducao é realizada

até ao maximo de 60 dias de incubacédo na presenca de H2O..

A par da avaliagdo da desinfecéo por ciclos mais rapidos por H,O, vaporizado
e do estudo da inducédo de resisténcia, realizou-se o estudo da microbiota ambiental
da UQ. Para tal, foram recolhidas, em placas de contacto de BH, e de diclorano de
glicerol (DG18; Liofilchem, Italia) para o isolamento especifico de fungos, amostras do
guarto de cada doente, respetiva visita a sala da balneoterapia e bloco operatoério.
Foram recolhidas antes (sujo) e depois da limpeza manual (limpo) realizada pela
equipa de limpeza hospitalar, e apés a desinfecdo (desinfetado) por vaporizacao de
H.0, 7% (apenas realizado no bloco operatério). Sao ainda recolhidas amostras do ar,
com recurso a um equipamento proprio de recolha de ar, MAS-100 Eco (Merck,

Alemanha) em ambos os meios de cultura.

Apds a recolha nos pontos designados (Tabela 5), as placas de contacto séo
incubadas durante 24 horas e as placas de DG18 durante 48 horas. Apés a incubacao,
as placas sdo analisadas macroscopicamente para distingdo de colénias e contagem
de unidades formadoras de col6nicas (CFUs). Cada amostra é armazenada a — 80 °C,

em LB suplementado com 20% de glicerol, e identificada por MALDI-TOF.



FCUP | 31

Doseamento microbiolégico de antibiéticos por citometria de fluxo

Tabela 5 - Pontos de recolha de isolados ambientais na UQ.

1 | Bed-rails 8 | Interruptor da porta
2 | Colchéo (cabeceira) Interruptor da luz
3 | Colchéao (meio) 10 | Interruptor persianas da janela
das visitas
Colchao (meio por baixo) 11 | Parede (cabeceira da cama)
Painel de controlo da seringa | 12 | Parede (pés da cama)
perfusora
6 | Ecra de sinais vitais 13 | Carrinho de apoio
7 | Monitor de ventilacéo 14 | Chéo
20 | Margquesa (a meio) 26 | Paredes — pés da marquesa
21 | Marquesa (a meio por baixo) 27 | Parede sobre o lavatério
22 | Manipulo do chuveiro 28 | Parede (a esquerda da porta
de entrada)
23 | Monitor de sinais vitais 29 | Parede (a direita da porta de
entrada)
24 | Interruptor da porta 30 | Chéao
25 | Interruptor de luz
35 | Marquesa (por baixo, ao fundo) | 41 | Parede 1 (pés da marquesa)
36 | Teclado do computador 42 | Parede 2 (a direita da porta de
entrada)
37 | Monitor de sinais vitais 43 | Parede 3 (cabeceira da
marquesa)
38 | Monitor do ventilador 44 | Parede 4 (a esquerda da porta
de entrada)
39 | Interruptor da porta 45 | Chao
40 | Interruptor da luz
Exemplo de cddigo identificativo:
“BA23II”, réplica da amostra do monitor de sinais vitais da sala de balneoterapia.

Para a andlise por MALDI-TOF, cada amostra € repicada em BH. Para as

amostras nao identificaveis foi realizado um procedimento de extracdo de acordo com

0 procedimento descrito pelo fabricante. Os fungos filamentosos encontrados séo

identificados por analise microscépica direta, com recurso ao corante azul de algodéo,

por detecdo do conidioforo e a sua organizagéao.
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Além do estudo da microbiota ambiental da UQ, foram disponibilizados ainda
isolados clinicos valorizaveis provenientes de amostras bioldgicas dos doentes da UQ.
As amostras eram previamente processadas e identificadas pelo departamento de
microbiologia do CHUSJ.

Os resultados descritos para o estudo do efeito antimicrobiano do H,O, em
biofilmes apresentados servem de exemplo aos varios ensaios realizados. Assim para
a quantificacdo de biofilme, por CV, apresenta-se os resultados obtidos num ensaio de
A. baumanii ATCC ® 19606™ e para o ensaio de viabilidade celular, por XTT, a estirpe
para qual se apresentam o resultado de um ensaio € K. pneumoniae ATCC ®
70063™,

Para o teste do CV com a estirpe A. baumanii ATCC ® 19606™ (Tabela 6),
para a formica, verifica-se uma diferenca significativa de absorbancia, em que no CN a
quantidade de células é inferior as outras condi¢cdes (mesmo até para o controlo

negativo).

No controlo negativo seria de esperar absorbancia baixa visto que nao
possuem indculo. Para o inox, a variacdo de valores entre o CN e CM indica maior
desinfecdo no CM. Para o lindleo, da mesma forma, o CM apresenta menor
absorbancia que o CN, indicando menor carga bacteriana; sendo que ambos os ciclos
apresentam valor de absorbancia inferior ao controlo negativo. Para a Napa,
contrariamente, o CM é que apresenta maior valor de absorbancia. Além disso, o
controlo negativo apresenta absorbancia superior ao controlo positivo. Para o PVC, a
variagdo de valores entre o CN e CM indica maior desinfecdo no CM; sendo valores de

absorbancia superiores a ambos controlos.

Tabela 6 - Estudo de quantifica¢éo celular de A. baumanii, pelo teste de CV.

Cv
0,503 0,471 0,618 0,600 0,412
0,643 0,601 0,420 0,568 0,497
0,656 0,394 0,442 0,833 0,359

0,382 0,401 0,786 0,707 0,374
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No que se refere ao ensaio de viabilidade celular com XTT com a estirpe K.
pneumoniae ATCC ® 70063™ (Tabela 7), em que maior absorbancia é indicativa de
viabilidade celular; para a férmica, nos ciclos de desinfecdo, os valores de absorbancia
sdo semelhantes. Para o inox, a diferenca entre ciclos ndo € significativa; no entanto, a
absorbéancia obtida pelo controlo negativo €, comparativamente, mais elevada. Para o
linleo, os valores foram todos semelhantes. Para a Napa, o controlo negativo foi o
gue apresentou valor superior de absorbéancia, seguido dos dois ciclos de desinfecéo.
Por fim, no PVC, para os ciclos de desinfecdo, verifica-se que o menor valor de
absorbancia corresponde ao CM.

Tabela 7 - Estudo de viabilidade celular da K. pneumoniae, pelo ensaio de XTT.

XTT
0,097 0,111 0,090 0,158 0,059
0,119 0,071 0,099 0,124 0,076
0,124 0,036 0,109 0,135 0,065
0,129 0,047 0,091 0,133 0,074

Para o desenvolvimento do estudo do efeito indutor de resisténcia do H.O:
foram utilizadas varias estirpes de leveduras e bactérias. A escolha das leveduras
baseou-se na sua suscetibilidade aos antifungicos comuns, de forma a ser possivel
avaliar o efeito indutor do H.O., em leveduras suscetiveis e resistentes (Tabela 8).
Além disso, € interessante salientar o resultado do teste da catalase para cada estirpe.
Do mesmo modo também as estirpes bacterianas escolhidas tiveram por base a sua

suscetibilidade aos antimicrobianos (Tabela 9).

Tabela 8 - Informacéo relativa as leveduras em estudo.

C. albicans ATCC® 90028™ | - Suscetivel aos antifingicos mais comuns
C. albicans ATCC® 10231™ | -
C. auris DSMZ 21092 +
C. auris NCPF 8971 +
C. auris NCPF 8977 +
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Tabela 9 - Informag&o relativa as bactérias em estudo.

34

S. aureus + Sensivel a Oxacilina

ATCC® 29213 ™ (S)

S. aureus + Resistente a Meticilina e Oxacilina

ATCC® 43300 ™ (R)

P. aeruginosa +

ATCC® 27853 ™ (S)

P. aeruginosa + Resistente ao Azitreonam, Cefepime e

PS023 (R) Piperacilina/Tazobactam

E. faecium -

Isolado Clinico UQ (S)

E. faecium - Resistente a Vancomicina e teicoplanina

ATCC® 700221 ™ (R)

K. pneumoniae + Resistente a Ampicilina

Isolado Clinico UQ (S)

K. pneumoniae + Resistente a Amoxicilina/Acido clavulanico,

EBO012 (R) Ampicilina, Cefotaxima, Ceftazidima,
Cefuroxime, Ciprofloxacina e Imipenem

Ao longo do periodo de inducéo, efetuado de acordo com o protocolo descrito,

foi avaliada a suscetibilidade das estirpes ao H>O, por microdiluicdo. No caso das

leveduras, apresentam-se os resultados apos 30 e 60 dias de inducao na presenca de

diferentes concentragdes de H,O,. (Tabela 10).

Tabela 10 - Determinacéo da MIC ao H,O; nos dias 0, 30 e 60, para leveduras.

C. albicans C+ 0,014% 0,014% 0,014%
ATCC® 10231 % MIC 0,014% 0,014%
MIC 0,014% 0,028%
2 MIC 0,014% 0,028%
C. albicans C+ 0,014% 0,014% 0,014%
ATCC® 90028 Y% MIC 0,014% 0,028%
MIC 0,014% 0,028%
2 MIC 0,014% 0,028%
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C. auris C+ 0,014% 0,014% 0,056%
DSMZ 21092 % MIC 0,014% 0,056%
MIC 0,014% 0,056%
2 MIC 0,014% 0,056%
C. auris C+ 0,014% 0,028% 0,056%
NCPF 8971 % MIC 0,028% 0,056%
MIC 0,028% 0,056%
2 MIC 0,028% 0,056%
C. auris C+ 0,014% 0,014% 0,056%
NCPF 8977 % MIC 0,014% 0,056%
MIC 0,014% 0,056%
2 MIC 0,014% 0,056%

Do mesmo modo, para as bactérias foi realizada a avaliacdo da suscetibilidade

ao H,O; (Tabela 11). No entanto, de momento so foi possivel fazer a inducéo até ao

dia 20 e obter os resultados da microdiluicdo. O procedimento experimental ainda esta

a decorrer atingindo-se em breve o dia 30 de inducéo de resisténcia com 0 H2O,. Além

disso, algumas das condi¢cdes para as bactérias ainda ndo foram avaliadas aos 20

dias devido a contaminagfes nas amostras.

Tabela 11 - Determinagao da MIC ao H,O; nos dias O e 20 para bactérias.

S. aureus C+ 0,056% 0,056%
ATCC® 29213 ™ (S) % MIC 0,056%
MIC Nao disponivel
2 MIC 0,056%
S. aureus C+ 0,056% 0,056%
ATCC® 43300 ™ (R) Y% MIC 0,056%
MIC 0,056%
2 MIC 0,056%
P. aeruginosa C+ 0,056% 0,056%
ATCC® 27853 ™ (S) Y% MIC N&o disponivel
MIC 0,056%
2 MIC 0,056%
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P. aeruginosa C+ 0,056% 0,056%
PS023 (R) Y% MIC 0,056%
MIC 0,056%
2 MIC 0,056%
E. faecium C+ 0,056% 0,056%
Isolado Clinico UQ (S) 1_16 MIC 0,056%
—MIC 0,056%
32
— MIC 0,056%
64
E. faecium C+ 0,056% 0,056%
ATCC® 700221 ™ (R) % MIC Nao disponivel
ENVIte 0,056%
32
ENVITte: 0,056%
64
K. pneumoniae C+ 0,056% 0,056%
Isolado Clinico UQ (S) 1 MIC 0,056%
MIC 0,056%
2 MIC 0,056%
K. pneumoniae C+ 0,056% 0,056%
EB012 (R) 1 MIC N&o disponivel
MIC 0,056%
2 MIC 0,056%

Ao longo do protocolo de inducdo de resisténcia, as bactérias sdo repicadas

em meio de cultura sélido para controlo de contaminacfes. Na estirpe P. aeruginosa

ATCC® 27853 (S) foi possivel detetar alteracbes macroscopicas na morfologia das

colénias no seu padréo de crescimento, por diminuicdo do efeito raiado em relacdo

proporcional com a concentracéo de H»O; (Figura 7).

17N

Cx
%y
| R’s 6.2,
\
% MIC o17

“S@WC o2

Figura 7 - AlteragBes macroscopicas causadas pela acéo sisteméatica do H,O,.
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Numa recolha realizada a 19 de abril de 2021 (representativa) foi possivel
contar 1196 CFUs nas superficies dos espacos, das quais 85% foram isoladas do
guarto do doente (Figura 8-a). Foi também analisado cada espaco de acordo com o
estado de limpeza (Figura 8-b), sendo que o quarto antes da limpeza corresponde ao
maior nimero de CFUs isoladas; no entanto, mesmo apos a limpeza manual verificou-
se a presenca de um numero elevado de microrganismos — 25% do numero de CFUs

totais. De notar que o bloco operatério conta com 11% de CFUs totais.

a) CFUs Totais b) CFUs Totais, de acordo com estado
de limpeza

4% Bloco Operatério |
Balneoterapia
Quarto

0% 20% 40% 60% 80% 100%

85% Bloco
Quarto Balneoterapia -
Operatorio
Sujo 60% 3% 11%
Limpo 25% 1% 0%
Quarto = Desinfetado 0% 0% 1%
Balneoterapia
= Bloco Operatério Sujo ®Limpo ®Desinfetado

Figura 8 - Andlise global de CFU da recolha-exemplo. a) Percentagem de CFUs encontradas em cada espago, por

CFUs totais; b) Percentagem de CFUs por espaco e de acordo com o estado de limpeza.

Distinguindo a percentagem de bactérias de acordo com a coloracdo de Gram
(Figura 9) verifica-se uma maioria (82%) de bactérias Gram-positivas, corroborando
com a elevada presenca de Staphylococcus spp., correspondentes a 64% da amostra,
sendo os mais comuns Staphylococcus hominis (66%) e Staphylococcus epidermidis
(30%; Figura 10)
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Coloracéo de Gram Staphylococcus spp.

4%

= S. hominis

= S. epidermidis

Qutros (S. haemophilus, S. pettenkoferi,

= Gram-positivas Gram-negativas S. aureus, S. saprophyticus, S. warneri)
Figura 9 - Distincdo das bactérias encontradas de acordo Figura 10 - Espécies de Staphylococcus spp.
com a coloragéo de Gram. encontradas.

Em concreto, nas superficies do quarto do doente em que se realizou a recolha
destaca-se a diferenca de CFUs entre sujo e limpo (Figura 11). 71% das amostras
correspondem ao periodo pré-limpeza e os microrganismos mais presentes foram S.
hominis, S. epidermidis e Acinetobacter johnosonii (Figura 12-a). No periodo pos-
limpeza, foram encontrados ainda S. hominis e um elevado niumero de amostras ndo
identificadas (Figura 12-b).

Quarto

= Sujo = Limpo

Figura 11 - Percentagem de CFUs encontradas no quarto de acordo com o estado de limpeza.
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a) Quarto - Sujo b) Quarto - Limpo
T 4 NI 37
Outros B 13 Outros 1 7

A. Johnsonii I 200
S. epidermidis M 15
S. epidermidis I 199

M. luteus W 27 M. luteus [ 7
S. hominis I 257 S. hominis [N 230
0 100 200 300 0 100 200 300

Figura 12 - Microrganismos encontrados, em CFUs, no quarto. a) Sujo; b) Limpo.

Na sala de balneoterapia, 81% das amostras foram isoladas na fase suja
(Figura 13) e correspondem essencialmente a S. epidermidis e Staphylococcus
warneri (Figura 14-a). J4, apos a limpeza foram encontrados outros microrganismos:
Pseudomonas putida e S. hominis (Figura 14-b).

Balneoterapia

= Sujo = Limpo

Figura 13 - Percentagem de CFUs encontradas na sala de balneoterapia de acordo com o estado de limpeza.

a) Balneoterapia - Sujo b) Balneoterapia - Limpo

NI 2

S. warneri Emmm———— 8 P. putida _ 7

S. haemophilus == 2

S. epidermidis EEEE——————— 14
M. luteus mmm 3 S. hominis . 1
S. hominis mm 3

0 5 10 15 0 2 4 6 8

Figura 14 - Microrganismos encontrados, em CFUs, na sala de balneoterapia. a) Sujo; b) Limpo.
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Do mesmo modo, para as superficies do bloco operatorio, na fase pré-limpeza,
que corresponde a 94% das amostras (Figura 15), o microrganismo mais comum foi o
Micrococcus luteus (Figura 16-a). Entre o periodo de pos-limpeza e pos-desinfecéo, foi
possivel contar, ainda que em baixa percentagem (4%), maior nimero de CFUs apds
a desinfecdo e de salientar que o microrganismo encontrado foi o S. warneri (Figuras
16-b e 16-c).

Bloco Operatério

1%

= Sujo
= Limpo

Desinfetado

Figura 15 - Percentagem de CFUs encontradas no bloco operatério de acordo com o estado de limpeza.

a) Bloco Operatorio - Sujo b) Bloco Operatorio - Limpo

Outros 13

M. luteus [N 102

[EnY

S. epidermidis
S. hominis [ 18 P

0 50 100 150

o
o
9]
[EY

15

c) Bloco Operatoério -
Desinfetado

NI B 1
S.warneri [ 4
S. epidermidis [ 1
0 2 4 6

Figura 16 - Microrganismos encontrados, em CFUs, no bloco operatdrio. a) Sujo; b) Limpo; ¢) Desinfetado.
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Em termos de pontos de recolha em cada espaco, encontram-se nas figuras 17
a 19, o numero de CFUs presentes de acordo com o estado de limpeza. No quarto, 0s
locais mais colonizados foram o colchdo (meio), o painel de controlo, o monitor de
ventilacdo e a bed-rail (Figura 17). De salientar que a bed-rail se encontrava mais
colonizada apds a limpeza manual. Na sala de balneoterapia, o local com maior
namero de CFUs foi o chdo e o interruptor da luz (Figura 18). No bloco operatério, o
ponto mais colonizado foi o interruptor da luz (Figura 19).
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Figura 17 - Contagem de CFUs nos pontos de recolha do quarto.
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Figura 18 - Contagem de CFUs nos pontos de recolha da sala de balneoterapia.
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Figura 19 - Contagem de CFUs nos pontos de recolha do bloco operatoério.
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Relativamente as amostras recolhidas do ar dos espacos, tal como nas

superficies, o espago mais colonizado foi o quarto (Figura 20). De notar que na sala de

balneoterapia ndo foi detetado nenhum microrganismo.

Ar: % CFUs

0%%

= Quarto = Balneoterapia

Bloco Operat6rio

Figura 20 - Percentagem de CFUs recolhidas do ar em cada espago, por CFUs totais do ar.

Nas amostras obtidas do ar do quarto verifica-se uma elevada percentagem

correspondente a fase pré-limpeza (Figura 21), sendo que o microrganismo mais

frequente foi 0 S. hominis (Figura 22-a). Ja na fase pés-limpeza, o microrganismo mais

presente foi o M. luteus (Figura 22-b), ainda assim existe uma elevada percentagem

de microrganismo néo identificados.
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Figura 21 - Percentagem de CFUs encontradas no ar do quarto de acordo com o estado de limpeza.
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Figura 22 - Microrganismos encontrados, em CFUs, no ar do quarto. a) Sujo; b) Limpo.

Nas amostras obtidas do ar do bloco operatério, em discordancia com o0s
resultados anteriores, o ambiente limpo corresponde ao maior niumero de CFUs — 87%

(Figura 23). Os microrganismos mais frequentes foram S. epidermidis e M. luteus
(Figura 24).

Bloco Operatorio Bloco Operatério - Limpo
13%
' Outros N 3

S. epidermidis [N 9

87% M. luteus N 8
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Figura 23 - Percentagem de CFUs encontradas no bloco  Figura 24 - Microrganismos encontrados, em CFUs, no ar

operatério de acordo com o estado de limpeza. do bloco operatério, apés a limpeza manual.

Nesta recolha ndo foram isoladas leveduras, seja em placas de BH e DG18

nem fungos filamentosos, visto que ndo se verificou crescimento nas placas de DG18.
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Tendo como objetivo a utilizagcdo de um biocida em vapor seco para desinfecéo
de superficies num periodo reduzido, surge o projeto “Impacto da nebulizacdo seca de
H.O2/Ag* na infecdo associada a cuidados de salde: o paradigma da Unidade de

Queimados”.

7

A desinfecdo dos espacos hospitalares é essencial; em especial nas UCIs,
onde se encontram doentes muito debilitados [52], o que permite evitar as IACS,
responsaveis pela alta mortalidade e custos hospitalares elevados [51]. Além disso, a
disseminacdo destas infecbes agrava a probleméatica da resisténcia aos
antimicrobianos [52]. Ainda assim, a desinfecdo manual ndo apresenta eficacia
suficiente na remoc¢do dos microrganismos das superficies, que, por consequéncia,
tornam-se no veiculo de transmissdo de infegbes [51]. Surge a urgéncia no

desenvolvimento de metodologias eficazes, como o caso do peréxido de hidrogénio.

O H;0, é atualmente utilizado como método de desinfecdo, no entanto 0s
ciclos de desinfecdo sao longos e, por consequéncia, 0 tempo necessario para a
utilizacdo do quarto novamente é longo, ou seja, 0 tempo necessario a decomposi¢ao
do H»0; [56]. Assim surgiu a discussdo da reducéo do tempo de desinfecdo, mantendo
ou melhorando a eficacia antimicrobiana. O assunto foi discutido e testado
previamente pela equipa de investigacao responsavel pelo projeto no artigo intitulado
“Fast cycle H.O, nebulisation against frequent healthcare-associated microorganisms

efficacy assessment” [60].

Foram avaliados dois ciclos de desinfecdo em material presentes em ambiente
hospitalar, inoculados com estirpes comuns no ambiente descrito. No ciclo padrao,
usado atualmente, a solugdo HyPro Technical 7% foi vaporizado durante 8 minutos em
35 m® e o local foi deixado em repouso por 1 hora. No ciclo rapido, num volume de 5
m?3, a vaporizacdo tem duracédo de 2 minutos com repouso de 15 minutos. Por fim, foi
avaliada a eficacia dos dois ciclos de desinfecdo, verificando-se que ambos os ciclos
sdo capazes de efetuar uma desinfecdo eficaz contra os microrganismos testados
(independentemente do seu perfil de suscetibilidade a outros antimicrobianos), com
especial destaque para o ciclo rdpido, que apresentou uma eficicia entre 84,4%
(x17,0%) e 95,7% (+10,5%) [60].

Além da demonstracdo de eficacia de um ciclo rapido de desinfecéo, foi

possivel estudar a adesdo das células as superficies referidas. No procedimento
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experimental € descrita a distribuicdo de um pequeno volume de inéculo em cada
material. Ap6s o ciclo de desinfecdo, foi realizada uma andlise quantitativa dos
microrganismos que permite, além do estudo da eficacia dos ciclos de desinfecao,
saber se ha propensdo para o desenvolvimento posterior de biofilme. Desta forma,
este ensaio tem como objetivo mimetizar o momento em que uma goticula é expelida
por um individuo potenciando a colonizacdo duma superficie por microrganismos e

posterior formacéo de biofilme [60].

Sabendo assim a eficacia de um ciclo mais curto de desinfecdo é essencial
avaliar o efeito antimicrobiano do H2O: in vitro por mimetismo do ambiente hospitalar,
devido as peculiaridades existentes, como o caso do crescimento em biofilme. Tanto
em superficies como no organismo humano, as células bacterianas em proliferacao
tendem a organizar-se em biofilme, de forma a perseverarem em ambientes indspitos,
através de relacfes simbidticas entre elas [53]. Nestes casos, a desinfecdo torna-se
mais dificil e por isso a metodologia aplicada deve ser refinada. De forma a avaliar o
efeito antimicrobiano do H.O- realizou-se 0 ensaio para determinar a quantidade e

viabilidade celular de células em biofilme, apos a desinfecéo.

Foram testados dois ciclos de desinfe¢do, um deles o usado atualmente e o
segundo, o ciclo rapido, descrito previamente. A desinfe¢cdo foi avaliada por dois
ensaios: CV e XTT. Pelo ensaio do CV é possivel marcar células aderidas e desta
forma determinar a quantidade de células em biofilme, por espetrofotometria [57,58].
Este ensaio permite obter informacado relativa a eficacia da exposicao ao H»O» na
reducdo dos biofilmes. Como exemplo deste teste foram apresentados dados relativos
a um ensaio com a estirpe A. baumanii ATCC® 19606™. Esta bactéria é conhecida
pela sua propenséo para o desenvolvimento de infe¢gdes associadas aos cuidados de
saude, devido a sua capacidade de crescimento em biofime em superficies

hospitalares [61].

Os resultados obtidos neste ensaio do CV pela forma isolada pela qual foram
descritos ndo sdo ilucidativos sobre qual o ciclo de desinfecdo mais adequado. Para a
formica e napa seria o0 CN e para o inox, lin6leo e PVC o CM; ainda assim este
resultados ndo sédo congruentes com o0s valores obtidos pelos controlos. Este ensaio
possui varias peculiaridades no seu procedimento que tornam dados isolados mais

complexos de analisar.

No caso do ensaio do XTT € possivel determinar a viabilidade celular, por

reducdo do XTT a um composto com cor laranja em células vidveis, que é passivel de
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quantificar por espetrofotometria [57,58]. Cita-se como exemplo, um dos ensaios do
teste do XTT onde foi usada a estirpe K. pneumoniae ATCC® 70063™, responsavel
por varias IACS [62]. Também os resultados obtidos neste ensaio indiviudal ndo séo
elucidativos face ao melhor ciclo de desinfecdo, visto que os controlo negativos
apresentaram, por vezes, os valores elevados de absorbancia. Este tipo de ensaio é
delicado visto que facilmente sdo libertados residuos que interferem na leitura

espetrofotométrica, dai os valores do controlo negativo serem por vezes superiores.

Ambos os ensaios descritos para quantificagdo e viabilidade celular séo
essenciais para entender desenvolvimento dos biolflmes e a possibilidade de
sobrevivéncia do mesmo apoés a desinfecdo. De salientar a necessidade de analise da
totalidade dos ensaios de acordo com a significAncia estatistica para que seja possivel
obter resultados fidedignos e passiveis de identificar o ciclo de desinfecdo mais eficaz.

Estando as células organizadas em biofilme possuem diversas alteractes
responsaveis pela sua sobrevivéncia, como é o caso da sua propensao para o
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos [53]. Além disso, nas UCIs

verifica-se um elevado nimero de microrganismos multirresistentes [52].

7

Deste modo, é essencial avaliar o possivel efeito indutor de resisténcia ao
H.O.. Para tal foi determinado inicialmente a MIC das bactérias e leveduras em
estudo, para, a partir, desse valor, sujeitar os microrganismos a concentragcdes
toleraveis do biocida ao longo de um periodo de tempo, como seria expectavel, por
exemplo, em superficies hospitalares desinfetadas frequentemente. Em intervalos de

tempo pré-definidos foi avaliada a suscetibilidade das bactérias e leveduras ao H,O..

Como referido, as estirpes de leveduras e bactérias foram selecionadas de
acordo com o seu potencial clinico e tendo por base a sua suscetibilidade aos
antimicrobianos, de forma que fosse possivel uma avaliagdo mais abrangente dos

microrganismos.

No caso das leveduras, das espécies C. albicans e C. auris, apés a inducao até
aos 30 e 60 dias néo se verificou indugéo de resisténcia ao H-O.. A diferenca de uma
diluicdo ndo deve ser considerada como significativa. No caso das C. auris DSMZ
210092 e C. auris NCPF 8977, verificou-se a diferenca de duas diluicbes apds os 60
dias. Para a C. auris NCPF 8971, a variacao de MIC entre os varios é de 1 diluicdo a

cada 30 dias. Apesar de ndo ser ideal, esta alteracdo ndo deve ser considerada
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significativa no ambito clinico, visto que o ensaio decorreu sobre elevada presséo

seletiva do biocida, a qual ndo se verifica em ambiente hospitalar.

7

Este resultado, apesar de simples é bastante importante pois permite a
utiizacdo deste biocida sem a necessidade de preocupacdes relativas ao

desenvolvimento de mecanismos de resisténcia.

Nas bactérias, das espécies S. aureus, P. aeruginosa, E. faecium e K.
pneumoniae, apos a indugdo até aos 20 dias também néo se verificou inducdo de
resisténcia. Este resultado corrobora com o resultado obtida para as leveduras. De
notar que a inducdo das bactérias decorrera também até aos 60 dias. De salientar
ainda as alteracOes fenotipicas possiveis de identificar nas bactérias devido a acdo do
H,O.. Por exemplo, no caso da P. aeruginosa ATCC® 27853™ (S) verifica-se a
diminuicdo do fenodtipo raiado no crescimento em agar. Sendo que a mesma foi
identificada por MALDI-TOF, de forma a comprovar ndo se tratar de contaminagao
cruzada. No futuro seria interessante entender o fendmeno capaz de provocar estas
alterac6es morfolégicas, dado que o mecanismo biocida do H;O. ainda ndo se

encontra completamente compreendido [63].

De salientar o resultado do teste da catédlase para as estirpes de E. faecium,
uma vez que a presenca de catélase esta associada ao aumento de toleréncia dos
microrganismos ao H.0, [54]. Para estas estirpes, o resultado negativo corrobora com
as concentracfes inferiores de H.O utilizadas, visto que ndo possuem a mesma
tolerAncia para o biocida como as restantes estirpes. Em termos de perfil de
suscetibilidade, no caso das bactérias em estudo ndo se verifica diferengcas na MIC
entre bactérias resistentes e suscetiveis; no entanto, serda interessante futuramente

confirmar o perfil de suscetibilidade aos antibioticos.

A par da informacéo descrita é fundamental avaliar o ciclo rapido de desinfecéo
em ambiente hospitalar; neste caso, a UQ do CHUSJ. Para tal foi realizada uma
analise qualitativa e quantitativa de isolados ambientais em trés momento de limpeza:
antes da limpeza manual, apoés a limpeza manual e apés a desinfecdo com o ciclo

rapido.

Na recolha usada como exemplo neste relatério foram contadas 1196 CFUs,
maioritariamente pertencentes ao quarto do doente, como esperado. Este local é

visitado por vérios profissionais de saude, umas das principais vias de transmissao.
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Além disso, muitos dos doentes possuem feridas, que funcionam como depdésitos
bacterianos [51,53].

Analisando os espacos de acordo com o seu estado de limpeza, o quarto antes
da limpeza foi o que apresentou maior carga bacteriana. Porém, apés a limpeza, a
percentagem de microrganismos, apesar de diminuir, manteve-se elevada. Este
resultado indica-nos que a limpeza manual n&o foi eficaz na remocdo dos
microrganismos deste espaco. De salientar ainda que no bloco operatorio,
previamente a limpeza, foram encontrados microrganismos, contrariamente ao
esperado, visto que este espagco é reconhecido devido ao seu elevado grau de
assepsia.

Posteriormente a andlise global de CFUs, as amostras foram identificadas por
MALDI-TOF. Associada a laboratérios de microbiologia, esta técnica tem-se tornado
cada vez mais usual na identificacdo de microrganismos devido a sua rapidez e
eficiéncia. As amostras sao facilmente preparadas; no entanto, por vezes pode ser
necessario recorrer a processos de extracdo. De salientar que a identificacdo é
realizada por andlise do perfil proteico das amostras em comparagdo com a base de
dados associadas ao software do aparelho de MALDI-TOF. Amostras com perfis
proteicos semelhantes podem ser identificadas erradamente, sendo esta uma das
desvantagens do MALDI-TOF [64,65].

De forma global, é de notar a elevada percentagem de bactérias Gram-
positivas isoladas nesta recolha. Estas bactérias sdo reconhecidas pela sua coloracao
violeta quando efetuada a coloracéo de Gram, devido a presenca de uma camada de
peptidoglicano, que Ihes confere capacidade de resistir em ambiente indspitos [66].
Além disso, verificou-se uma elevada presenca de Staphylococcus spp.
correspondente a forte relacdo destes microrganismos com infecdes associadas a
dispositivos médicos, como os cateteres [67]. As espécies mais encontradas foram S.
hominis e S. epidermidis. O S. hominis é frequentemente isolado no contexto
hospitalar e reconhecido como um microrganismo oportunista [67]. O S. epidermidis é
essencialmente conhecido pela sua capacidade de crescimento em biofilme, a qual lhe

confere resisténcia aos antibioticos [66].

Em termos das superficies do quarto, como seria de esperar, o periodo pré-
limpeza é que corresponde ao maior numero de CFUs. Os microrganismos mais
presentes foram S. hominis, S. epidermidis e A. johnosonii. O A. johnosonii é

responsavel infecbes graves. No entanto, o maior problema deste microrganismos
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passa pela sua capacidade de reserva de genes de resisténcia, que, por transferéncia
horizontal, € capaz de transferir para outras estirpes, ndo desejavel em ambiente
hospitalar [68].

Mesmo apds a limpeza foram isolados ainda S. hominis indicando que a
limpeza nédo terd sido eficaz na remocédo total dos microrganismos, promovendo a
transmissdo microbiana. De salientar ainda que um elevado ndmero de amostras
ainda ndo se encontra identificada, sendo a identificacdo essencial para a
caracterizacdo microbiana do espaco e para identificar os possiveis microrganismos
mais dificeis de remover. A tentativa de identificacdo é repetida, por, pelo menos, trés
vezes. Em alguns casos, recorre-se a adicdo de Acido Férmico, como extracio
simples, ou por extracdo complexa com Acido Trifluoroacético; ambas apropriadas

para leitura por MALDI-TOF.

Na sala de balneoterapia, assim como no gquarto, a maioria das amostras foram
encontradas no momento pré-limpeza, correspondendo na sua maioria a S.
epidermidis e S. warneri. O S. warneri, apesar de ndo possuir elevada capacidade de
desenvolver biofilme (contrariamente ao S. epidermidis) e raramente ser patogénico, é
capaz de causar de infegbes em doentes imunossuprimidos [69], como é o caso dos
doentes da UQ do CHUSJ. De salientar ainda, que apés a limpeza os microrganismos
isolados foram diferentes (P. putida e S. hominis) levando a crer que decorra algum

fendmeno de disseminacao bacteriana entre espacos.

Por fim, e do mesmo modo, nas superficies do bloco operatério, a fase pré-
limpeza corresponde ao maior nimero de CFUs e o0 microrganismo mais comum foi o
M. luteus, responsavel por varias infecdes em doentes imunossuprimidos [70]. De
notar que 4% das CFUs deste espaco correspondem ao periodo pés-desinfecao.
Estes microrganismos foram essencialmente isolados do interruptor da luz e da parede
aos pés da marquesa. Principalmente o interruptor, € um local de frequente contacto,
por essa razdo podera ser necessaria uma desinfegcdo mais eficaz. Os restantes
pontos de recolha mais colonizados em cada espaco foram também locais

identificados com elevado contacto pelos profissionais de saude.

Relativamente as amostras recolhidas do ar dos espacos, tal como nas
superficies, o espaco mais colonizado foi o quarto e no periodo pré-limpeza, como
esperado. Os microrganismos mais comuns foram o S. hominis, na fase suja, e o
M.luteus, na fase limpa. De salientar que ndo foram encontradas CFUs na sala de

balneoterapia. No entanto, no bloco operatério, a maioria das amostras correspondiam
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a fase limpa. Esta carga bacteriana presente neste espaco € preocupante, pois seria
expectavel uma desinfecéo total, visto que neste local decorrem as cirurgias nas quais

os doentes se encontram frequentemente em imunossupresséo.

Na recolha utilizada como exemplo ndo se verificou crescimento de fungos,
sejam leveduras ou fungos filamentosos. No entanto, noutras recolhas ja foi possivel
isolar C. albicans e C. parapsilosis, assim como Aspergillus spp. e Penicillium spp.,
identificados por microscopia. O Aspergillus spp. estd associado a infecdes
pulmonares, essencialmente devido a exposicdo dos conidios. Além disso, esta
associado a infe¢cdes pos-operatérias devido a coloniza¢ao por esporos em feridas, via
aérea ou pelo contacto direto [71]. No caso do Penicillium spp., além da sua utilizacdo
na producdo de antibidticos, também é capaz de causar infecdo em doentes
imunossuprimidos, por inalacdo ou contacto direto [72].

De destacar que os dados apresentados correspondem a um exemplo de
recolha; no entanto, as restantes recolhas que acompanhei ao longo do periodo de

estagio apresentam padroes semelhantes com pequenas altera¢des percentuais.

Portanto, a inspecao da carga microbiana nos ambientes aos quais se pretende
implementar ciclos rapidos de desinfegcdo € essencial para entender quais os locais
mais colonizados, quais 0s microrganismos mais comuns e quais os pontos de dificil
desinfec@o, de forma que a aplicacdo do método seja eficiente. Ademais, com a
recolha dos isolados ambientais e das amostras bioldgicas disponibilizadas,
brevemente serd possivel a analise genotipica e determinar as possiveis relacdes

estabelecidas entre elas.

Concluindo, a avaliacéo e otimizacdo deste ciclo mais rapido de desinfecdo é
de extrema importancia clinica, de forma a evitar a transmissdo cruzada de
microrganismos multirresistentes, principalmente, em UCIs. Além disso, sera possivel
mitigar a emergéncia de resisténcias aos antibidticos, sendo estes cruciais para a

din&mica hospitalar.
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No ambito da minha insercdo no servico e laboratério de microbiologia da
FMUP, tive ainda a oportunidade de desenvolver experiéncia na rotina laboratorial.
Neste sentido, pude aplicar as diferentes metodologias associadas a area da

microbiologia.

O laboratério realiza a prestacdo de servicos externos no ambito dos TSA.
Sempre que requerido, principalmente pelo CHUSJ, realizamos avaliacdo do perfil de
suscetibilidade a antifungicos por microdiluicdo em caldo, de acordo com o protocolo
do CLSI M27-A3S4 para leveduras [59] e/lou EUCAST [73] para Candidas spp.. Os
resultados da suscetibilidade sédo depois entregues e permitem ao médico prescrever
a terapéutica indicada ao seu doente. Este tipo de parceria € uma mais-valia para que
a academia se torne util no dia-a-dia da clinica.

A parte disso, participo na preparacéo das aulas de microbiologia dos alunos
de mestrado integrado em Medicina nas diferentes areas de estudo. Esta tarefa
permitiu-me familiarizar-me com técnicas de identificacdo macro e microscopica de

bactérias e fungos (leveduras e fungos filamentosos).

De salientar ainda que no decorrer do estagio tive a oportunidade de fortalecer a
minha rede de contactos, o que se deveu a possibilidade de trabalhar em equipas

multidisciplinares e num ambiente de melhoria continua.
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A realizacdo deste estagio em contexto empresarial, e em parte académico, teve
como mote o estudo do doseamento microbiolégico de antibibticos por citometria de
fluxo. Esta metodologia apresenta uma nova visdo da medicina personalizada. Desta
forma sera possivel a otimizacdo das dosagens de antibiético administradas aos
doentes, principalmente aqueles com morbidades associadas; sendo esta uma

terapéutica mais dirigida.

Como o estagio me oferece a possibilidade de aplicacdo de conhecimentos
cientificos e desenvolvimento de competéncias profissionais, surgiu a oportunidade de
expandir o meu conhecimento participando num projeto a decorrer na FMUP. Neste
projeto, em que se pretende comprovar a eficiéncia de um ciclo mais curto de
desinfecdo por H.O, em ambiente hospitalar, de forma a evitar a transmissdo cruzada
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