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"Assim como existe uma forma saudavel de definir e viver a doenca, existe um desafio

constante para manter e representar positivamente o estado de saude".

(Bolander,1998)



TITULO: Contributos para o desenvolvimento de fagoterapias para infeccdes hospitalares

por Pseudomonas aeruginosa multirresistentes

RUNNING TITTLE: Fagoterapias para infeccdes por Pseudomonas aeruginosa

multirresistentes

RESUMO

As infecgOes hospitalares podem ser evitadas pelo controlo de determinados factores
inerentes aos profissionais, material, ambiente. Neste momento, existe legislacdo prépria de
forma a regulamentar procedimentos que evitam a propagacgéo da infeccdo e/ou dos agentes que
a causam. A Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa oportunista responsavel
por grande parte das infecgdes hospitalares. Pelo facto de ser oportunista & mais frequente em
pacientes imunocomprometidos, sujeitos a transplantes, intervencdes cirargicas, entre outros.
Em suma, esta tese contribui para a compreensdo da biologia da P. aeruginosa, tratamento
antibacteriano e sua resisténcia, bem como compreender a influéncia do estado metabdlico dos
individuos na infecgdo. Este estudo teve como objectivo compreender os factores de resisténcia
manifestados pela P.aeruginosa no sentido de desenvolver alternativas terapéuticas para este
agente. Numa primeira fase foram caracterizados 72 isolados hospitalares de P. aeruginosa e

91,67% manifestou resisténcia a mais do que 3 classes de Antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: Pseudomonas aeruginosa; resisténcia a antibidticos; fagoterapia;

infeccdo hospitalar.



RUNNING TITTLE: Phagetherapies for infections caused by multi-resistant

Pseudomonas aeruginosa.

Summary

The hospital infections can be prevented by controlling some factors related with
staff, material, and environment. At this moment the existing legislation regulates
procedures that prevent the propagation of the infection and/or of the agents that causes
it. The Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative opportunistic responsible for the
most of the hospital infections. Because it is opportunistic it is more frequent in
imunocompromised patients, submitted to transplants, surgical interventions. In short,
this thesis has contributed for the understanding of the biology of P. aeruginosa,
antibacterial treatment and its resistance to this treatment by using efflux bombs, and so
as establishing associations with others factors, such as biochemical. This study has the
objective to understand the resistance factors used by the P. aeruginosa in order to
develop alternative therapies for this agent. Initially, 72 hospitalar isolated were

characterized and 91,67% have revealed more than 3 classes of Antimicrobians.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; antibacterial resistance; phagetherapy; hospitalar

infection.
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GOD - glicose oxidase

LPS — lipopolissacarideo

PCR - polimerase chain reaction
PrCR - Proteina C reactiva

POD — peroxidase
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Antibacterianos B-lactamicos Classes
Amoxicilina + acido clavulanico
Ampicilina o
- — Penicilinas
Ticarcilina
Piperacilina

Cefalotina (1.2 geracédo)

Cefpodoxima (2.2 geragéo)

Cefuroxima (2.2 geracao)

Cefoxitina (2.2 geracdo)

Cefotaxima (3.2 geracao)

Ceftazidima (3.2 geragdo)

Cefepima (4.2 geracao)

Cefalosporinas

Aztreonam Monobactamicos
Meropenem
i Carbapenemos
Imipenem
Outros Antibacterianos Classes
Levofloxacina
Pefloxacina Quinolonas

Ciprofloxacina

Amicacina

Gentamicina

Tobramicina

Isepamicina

Aminoglicosideos

Nitrofurantoina

Sulfonamidas

Tigeciclina

Minociclina

Tetraciclinas

Colistina

Polimixinas
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. Introducao
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A Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria gram-negativa, aerobia e baciliforme. E um
agente patogénico oportunista, e quando associado a sua resisténcia inata a diversos
antibacterianos e antissépticos tornam-na uma causa importante de infecgBes hospitalares,
pertencendo aos 5 patogénios mais comuns em contexto hospitalar. A incidéncia de infeccdes a
nivel hospitalar exerce um impacto consideravel sobre os quadros de mortalidade e morbilidade
(Lo et al. 2009).

1.1. Patogenicidade

A P. aeruginosa estd relacionada com muitas infecces e doencas em humanos
maioritariamente em pacientes com o sistema imunolégico comprometido. Pode causar
infeccBes no tracto respiratdrio, urinario, no ouvido, olho e queimaduras. As infecgdes
respiratérias causadas por P. aeruginosa estdo associadas a fibrose cistica causando a perda
progressiva do funcionamento pulmonar até a sua total ineficiéncia (Tsakris et al.2009; Onguru
et al. 2008; Hirsch et Tam 2011; Baumann et al 2009).

Os mecanismos de resisténcia a antibacterianos (figura 1) sdo vérios e incluem a
aquisicdo de genes de resisténcia através de plasmideos ou transposfes que codificam enzimas
capazes de alterar quimicamente o antibacteriano, a aquisicdo de genes de resisténcia
codificadores de receptores alvo de antibacterianos alterando-os ou a aquisi¢cdo de bombas de
efluxo que transportam os antibacterianos para o exterior celular (Tam et al. 2010).

l. 2!

Figura 1 - Mecanismos de Resisténcia: 1. Alteragdo da permeabilidade, 2. Destruicdo enzimatica, 3. Alteracdo
do local de accéo e 4. Bomba de efluxo. As estrelas representam os antibacterianos, as setas 0 movimento do
antibacteriano, o coracdo representa a bomba de efluxo, os quadrados os receptores do antibacteriano

modificados e os circulos a forma que os receptores do antibacterianos deveriam apresentar.
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A P. aeruginosa apresenta diversos dos mecanismos de resisténcia a antibacterianos
mencionados. Os mecanismos mais relevantes sdo a diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa, a presenca de bombas de efluxo, a bicamada assimétrica na membrana
externa, a producdo de enzimas que inactivam aminoglicosideos e a produgdo de B-lactamases
(Lauretti et al. 1999; Struble et Gill 2009; Tam et al. 2010).

Para além da sua elevada versatilidade a adquirir nutrientes e de surgir em diferentes
ambientes, a P. aeruginosa é também conhecida por ser um agente patogénico oportunista para
plantas, animais e humanos apresentando 0 mesmo espectro de factores de viruléncia em todos

0s hospedeiros (Rahme et al., 1995).
1.1.1. Sistemas de Efluxo

A P. aeruginosa expressa cinco sistemas de bombas de efluxo diferentes (tabela 1) os
quais promovem resisténcia a varios farmacos pela hiperexpresséo de genes de efluxo,tais como
MexAB-OprM e MexXY-OprM (Piddock, 2006; Poole, 2001). Para além destes,dois sistemas de
efluxo adicionais, MexCD-OprJ e MexEF-OprN, promovem resisténcia adquirida resultante de
uma hiperexpressdo mutacional dos genes de efluxo (Poole, 2001). Actualmente sabe-se que
esta resisténcia resulta da sinergia entre a impermeabilidade da membrana externa e as bombas
de efluxo cromossomicamente codificadas do tipo RND-MFP-OMF (Poole, 2001; Fraud et
Poole, 2010).

Para além dos antibacterianos, estas bombas de efluxo (ver figura 2) exportam corantes,
detergentes, inibidores, desinfectantes, solventes organicos, entre outras substancias (Poole,

2001).

Aminoglicosideos Ceuunidg . Cetnmida Famacos diversos Farmacos diversos
Fluoroquinolonas Clorahe.m.dma
Fimacos catibnicos Pentamidina

Membrana externa

Membrana

Citoplasma H+ AT ADP +Pi

H+

Na+ H+ Fanila SMR FamiliaRND  Superfamilia ABC

Familia Mate MFS

Figura 2 — Diagrama comparativo das cinco familias de bombas de efluxo.

Estas bombas de efluxo pertencem a familia resistance nodulation devision (RND) e
apresentam um sistema tripartido. S&o conduzidas pela forca motora de um protdo e consiste

numa proteina de transporte localizada na membrana interna, uma proteina membranar externa e
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uma proteina de fusdo membranar localizada no periplasma (Piddock, 2006; Poole, 2001; Fraud
et Poole, 2010).

Estd demonstrado que o tratamento de infeccBes causadas por P. aeruginosa com
antibacterianos conduz a mutagdes no gene mexR (Ziha-Zarifi et al., 1999).

Tabela 1 - Sistemas de efluxo da P. aeruginosa.

Componentes de efluxo Genes Substratos

rganism
Ol reguladores

Violeta cristal; Dodecilsulfato
de sodio;  Hidrocarbonetos
aromaticos; B-lactamicos;
Fluoroquinolonas;

MexA MexB OprM mexR Cloranfenicol; Tetracicling;
Tiolactomicina;  Trimetoprim;
Sulfonamidas; Triclosan;
Macroélidos; Irgasan; Brometo

de estidio; entre outros.

Tetraciclina; B-lactamicos;
P. aeruginosa Cloranfenicol; Macrdlidos;
Trimetoprim; Violeta cristal;
MexC MexD OprJ nfxB Brometo de etidio; Triclosan;
Dodecilsulfato de sodio;
Hidrocarbonetos  aromaticos;

entre outros.

Fluoroquinolonas;

Cloranfenicol; Trimetoprim;
MexE MexF OprN mexT . .
Hidrocarbonetos  aromaticos;
Triclosan; entre outros.
Fluoroquinolonas;
MexX MexY OprM AmrR Aminoglicosideos; Tetraciclina;

Eritromicina; entre outros.

Fonte: Adaptado de Poole, 2001.

1.1.1. Enzimas inactivadoras de Aminoglicosideos
A producdo de enzimas que alteram/inactivam os aminoglicosideos varia conforme a
espécie e a estirpe bacteriana, sendo que um mesmo microrganismo pode produzir diferentes

enzimas. As alteragdes causadas ocorrem em diferentes locais das moléculas de
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aminoglicosideos quer atraves de acetilacdo, quer por fosforilacdo e/ou adenilacdo (Mingeot-
Leclerq et al., 1999).

Existem 19 tipos de enzimas inactivadoras de aminoglicosideos, agrupadas em trés
grupos, fosfotransferases, adeniltransferase e acetiltransferase. As fosfotransferases podem ser a
6-fosfotransferase e a 3’-fosfotransferase, as quais modificam a neomicina e a canamicina
tornando a P. aeruginosa resistente naturalmente a estes aminoglicosideos Das
acetiltransferases, a 3-acetiltransferase e a 2-adenilase,modificam a gentamicina e a
tobramicina. A produgdo de 6’-acetiltransferase confere resisténcia também a amicacina
(Mingeot-Leclerq et al., 1999).

1.1.2. Producéo de g-lactamicos

Todas as bactérias P. aeruginosa séo produtoras constitutivas, em niveis baixos, de -
lactamase da Classe C de Ambler, AmpC. A indugdo desta enzima ocorre por antibacterinanos
B-lactdmicos, como a ampicilina e as cefalosporinas de 1.2 e 2.2 geragdo, 0s quais Sao
considerados fortes indutores, sendo hidrolisados por ela. Os carbapenemos séo fortes indutores
da repressdo do gene destas enzimas, sendo 0 meropenem mais estavel que o imipenem a ac¢ao

desta enzima (Livermore, 1992).

As B-lactamases de largo espectro sintetizadas pela P. aeruginosa pertencem as classes
A, B e D de Ambler (Nordmann, et al., 1993).

A hiperproducdo de B-lactamases da classe C, AmpC, confere resisténcia a todas as
cefalosporinas, excepto as de 4.2 geracédo, e ao aztreonam, assim como as p-lactamases de largo
espectro da classe A, ESBL, que conferem resisténcia as Cefalosporinas de 3.2 e 4.2 geracao e ao
aztreonam e, mais recentemente, a producdo de carbapenases ou metalo-p-lactamases, as quais

destroem os carbapenemos (Gales et al., 2003).

A P. aeruginosa é intrinsecamente resistente ao cloranfenicol, a tetraciclinas e a

algumas quinolonas e B-lactamicos (Lauretti et al. 1999; Hirakawa et al. 2010).

1.2. Infeccéo
A P. aeruginosa é uma bactéria responsavel por um grande nimero de infeccdes
associadas aos cuidados de saude e por muitas mortes a nivel mundial por ano (Onguru et al.
2008).

As infecgbes hospitalares causadas por P. aeruginosa (tabela 2) afectam na sua maioria
a funcdo pulmonar, seguida da urinaria e das feridas e tecidos moles. As menos frequentes sdo
as infeccOes por septicemia, mas também sdo as mais graves (Tsakris et al. 2009; Ding et al.
2009; Onguru et al. 2008; Hirsch et Tam 2011).
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Para além do facto desta bactéria ser resistente intrinsecamente a alguns antibacterianos,
a prescricdo de antibacterianos, a utilizacdo destes em animais dos quais nos alimentamos e o
acesso ndo controlado a estes, sdo outros factores causadores de resisténcia bacteriana. A
utilizacdo de anti-sépticos também podera ser uma das causas para este aumento.

Tabela 2 - Prevaléncia das Infecgfes Hospitalares por P. aeruginosa desde 2001 até 2010.

PREVALENCIA DAS INFECCOES HOSPITALARES POR P.aeruginosa

Infecgéo da pele e tecidos moles Sem dados 9% 9,5%
Infeccdo Urinaria Sem dados 30% 19%
Infeccdo Pulmonar 61% 42% 33,3%
Septicémia 6% 6% 9,5%
Infeccdo Gastrointestinal Sem dados 0% 14,3%

Adaptado de Pina et al 2009.

Entre 2007 e 2010 houve um aumento de infec¢des hospitalares na area médica, na area
cirtrgica e nos cuidados intensivos. Na tabela 3 é possivel ver a distribuicdo das InfeccGes
Hospitalares por P. aeruginosa pelas areas hospitalares.

Tabela 3 - Prevaléncia das infec¢Bes hospitalares por P. aeruginosa segundo os servicos hospitalares de 2007 a
2010.

PREVALENCIA DAS INFECCOES HOSPITALARES POR P. aeruginosa SEGUNDO OS
SERVICOS HOSPITALARES

Area Médica 10,1% 12,9%
Area Cirlrgica 6,3% 7.7%
Cuidados Intensivos 23,0% 26,7%

Adaptado de Pina et al 2009.

1.3.  Controlo
O controlo de infeccbes bacterianas no contexto hospitalar depende da
consciencializagdo dos profissionais de saude para a importancia deste na prevengdo. Para além
das regras basicas de higiene e esterilizagdo de materiais e salas, os anti-sépticos e 0s
antibacterianos também sdo utilizados no controlo das infec¢Bes bacterianas causadas por P.
aeruginosa. Existe uma necessidade urgente de desenvolver meios alternativos de prevencéo e

controlo de infecgdes clinicas associadas a este bactéria (Lo et al 2009; Baumann et al 2009).
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1.3.1. Antibioterapia

Uma das formas de combater esta bactéria é ter conhecimento da sua susceptibilidade a
antibacterianos e das suas caracteristicas genéticas. Os antibacterianos mais utilizados no
tratamento de P. aeruginosa s&o as penicilinas como a piperacilina, as cefalosporinas tais como
a ceftazidima e a cefepima, os carbepenémicos como o imipenem e 0 meropenem, 0S
monobactamicos tais como o aztreonam, os aminoglicosideos, como por exemplo a
gentamicina, a tobramicina e a amicacina e as fluoroquinolonas como a ciprofloxacina
(Hirakawa et al. 2010; Onguru et al. 2008; Tam et al. 2010; Lo et al 2009).

1.3.1.1. Penicilinas
Tendo em conta a resisténcia a acidez gastrica e as B-lactamases, bem como o seu
espectro de accdo, as penicilinas encontram-se divididas em benzilpenicilina e
fenoximetilpenicilina, ~ aminopenicilinas,  isoxazolilpenicilinas,  carboxipenicilinas e
ureidopenicilinas (Freeman et Wilcox, 2001; Khaleghi et al., 2011; Ellison, 2009; Kurochkina et
al., 2011; Verdon et Couedor, 1998; Manuel, J et al., 2010). A estrutura geral encontra-se
ilustrada na figura 3.

ez
AL

o M

L

) 'EDEH
Anel B-lactamico

Penicilina
" H
Rl M. I z.s CHy
T EE‘HQ
8] o—H
o COOH

Figura 3 — Estrutura do anel B-lactamico e da penicilina.
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13.1.2. Cefalosporinas
A classificagdo das cefalosporinas inclui actualmente 4 grupos distribuidos de acordo
com o seu espectro de actividade (tabela 4). As cefalosporinas sdo por isso divididas em
cefalosporinas de 1.2, 2.2, 3.2 ou 4.2 gerag0es.

Tabela 4 — Tabela resumo do agrupamento das cefalosporinas por geraces.

Cefalosporinas de 1.2 geragao Cefalotina

Cefalosporinas de 2.2 geragéo Cefuroxima, Cefpodoxima, Cefoxitina
Cefalosporinas de 3.2 geragéo Cefotaxima, Ceftazidima
Cefalosporinas de 4.2 geragédo Cefepima

As cefalosporinas de 1.2 geracdo apresentam um espectro de accdo semelhante ao das
aminopenicilinas, boa actividade contra bactérias gram-positivas, e apresentam maior

resisténcia a hidrolise pelas p-lactamases (Quintiliani et al., 1982).

As cefalosporinas de 2.2 geracdo quando comparadas com as de 1.2 geracdo, apresentam
menos actividade contra gram-positivas mas tém maior actividade contra gram-negativas
(Quintiliani et al., 1982).

As cefalosporinas de 3.2 geragdo apresentam um espectro de acc¢do ainda mais alargado
no que respeita as bactérias gram-negativas, uma vez que sdo mais resistentes a hidrélise por -
lactamases (Zhao et al., 2007)

Posteriormente descobriram outras cefalosporinas consideradas de 4.2 geracdo

(Petrikkos et al., 2007). A estrutura geral das cefalosporinas encontra-se ilustrada na figura 4.

Cefalosporina
H
H‘\T,ﬂ-t' H s
o -E.‘-j ”x..;*]\/ R
mz-

Figura 4 — Estrutura geral das cefalosporinas.

1.3.1.3. Carbapenemos
Estes apresentam um largo espectro de acgdo, quer sobre a maior parte das bactérias
gram-positivas, excepto sobre estafilococos meticilina-resistentes, quer sobre as gram-negativas,
incluindo Pseudomonas spp., aerébias e anaerdbias. O primeiro carbapenemo disponivel foi o

imipenem (Cook et al., 2011). A sua estrutura geral encontra-se na figura 5.
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OH

7/

(1] C
/ ==o
[1]

Carbapenem

Figura 5 — Estrutura geral dos carbapenemos.

1.3.1.4. Monobactamos
O Unico antibacteriano deste grupo disponivel na terapéutica é o aztreonam, o qual é o
primeiro B-lactdmico com accdo exclusiva contra gram-negativas aerébias (Honderlick, P,

2007). A sua estrutura geral encontra-se descrita na figura 6.

Monobactam
1
R]_C_NH

]

N

SOzH
Figura 6 — Estrutura geral dos monobactamos.
1.3.15. Amiglicosideos
Estes sdo antibacterianos bactericidas tendo actividade contra gram-negativas aerébias e
contra Staphylococcus aureus. N&o sdo absorvidos por via oral e apresentam oto e

nefrotoxicidade.

A estrutura quimica da estreptomicina encontra-se ilustrada na figura 7.

HNR, E,
0
W, | NH,
HO
NH,
0
H o
HH._
OH  “CH,

Figura 7 — Estrutura quimica da estreptomicina.
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1.3.1.6. Fluoroquinolonas
O protétipo deste grupo de antibacterianos é o &cido nalidixico. O seu espectro de ac¢ao
engloba sobretudo gram-negativas.

A ciprofloxacina é considerada a de maior actividade antimicrobiana intrinseca.

O répido aparecimento de resisténcias a este grupo, nomeadamente por Pseudomonas,

tende a reduzir-lhe as potencialidades iniciais (Cook et al., 20011).

Na figura 8 encontra-se representada a sua estrutura quimica.
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Figura 8 — Estrutura quimica das fluoroquinolonas
geral e especificas.

1.4.  Novas terapéuticas

A utilizagdo repetida de antibacterianos sem prescricdo e sem controlo torna mais
frequente a ocorréncia de bactérias multi-resistentes. Alternativas a antibioterapia incluem, entre
outras, a fagoterapia, a vacinagdo e a nanotecnologia que poderdo ser valiosas ferramentas no
caso de deixarem de existir antibacterianos capazes de controlar a infecgéo por P. aeruginosa
(Lo et al 2009; Baumann et al 2009; Kropinski 2006).

1.4.1. Vacinagdo

As proteinas encontradas na membrana externa da P. aeruginosa, denominadas de
OMP, outer membrane proteins, no flagelo e, mais recentemente, no transporte de proteinas
envolvidas na secrecdo pela P. aeruginosa séo de grande interesse. Todas estas proteinas, que
apresentam potencial para serem eficazes no estimulo de anticorpos para a vacina, estdo ainda
em estudo (Baumann et al 2007; Scarff et Goldberg 2008).
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Outro ponto de partida para a vacinacdo é o lipopolissacarideo, ou LPS. Este é
conhecido por apresentar uma grande forca atractiva entre o LPS e os anticorpos, 0s quais serdo
capazes de causar a destruicdo da célula bacteriana (Baumann et al 2007; Scarff et Goldberg
2008).

Estudos realizados mostraram o retardamento de infeccdes pulmonares, como a Fibrose

cistica, causadas por P. aeruginosa (Baumann et al 2007; Scarff et Goldberg 2008).

1.4.2. Fagoterapia
Um dos métodos alternativos disponiveis a antibioterapia é a fagoterapia (Kropinski
2006; Sulakvelidz 2001).

Com os conhecimentos actuais sobre bacteriéfagos e com o aparecimento de resisténcia
bacteriana a antibacterianos, a fagoterapia voltou a ser pesquisada e vista como terapéutica
alternativa plausivel e/ou como um suplemento a antibioterapia (Kropinski 2006; Sulakvelidz
2001).

A fagoterapia envolve o uso de bacteriéfagos, ou fagos, no combate a infecgdes
bacterianas. Estes sdo virus bacterianos e desde muito cedo que sdo utilizados como terapéutica
de substituicdo a antibioterapia. Esta terapéutica foi abandonada, inicialmente, por falta de
conhecimentos sobre os fagos. Outros factores foram a utilizagdo indiscriminada destes por
caracterizar e em concentracdes desconhecidas, assim como, a aplicagdo de um qualquer fago a
uma qualquer estirpe bacteriana (inespecificos). Estes foram os principais motivos para o
abandono da fagoterapia (Kropinski 2006; Sulakvelidz 2001).

A sua estrutura encontra-se ilustrada na figura 9.
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Cabeca

DNA

Fibras da cauda

Figura 9 — Estrutura do bacteriéfago.
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Os fagos sdo vantajosos pois apresentam uma elevada especificidade bacteriana e nao
toxicidade para animais e plantas. Estes podem ser encontrados o solo e na 4gua em maior

quantidade do que as bactérias (Kropinski 2006; Sulakvelidz 2001).

1.4.3. Nanotecnologia

Uma das grandes dificuldades do tratamento farmacolégico € o excesso de
medicamentos utilizados. Quando administramos um antibacteriano para o tratamento de uma
qualquer infeccdo estamos a dar doses elevadas deste a células/tecidos/érgdos saudaveis do
nosso organismo, causando, muitas vezes, intoxicacdo por medicamentos (Taylor et Webster
2011).

A nanotecnologia trouxe uma nova visdo do tratamento farmacoldgico. Esta estd a
estudar formas de produzir e administrar farmacos de dimensGes nanométricas, a partir de
solugbes com principios activos de um antibacteriano e um anti-inflamatdrio, por exemplo
(Taylor et Webster 2011).

Através de fendmenos fisicos, quimicos e bioldgicos e de estruturas com dimens@es na
ordem de um bilionésimo do metro, i.e., 0 comprimento equivalente a 10 atomos de hidrogénio
alinhados, transportam as substancias com acc¢do farmacoldgica até as células lesadas. Estas
nanoparticulas sdo lipossomas, nanocarregadores, fosfolipidos ou polimeros biodegradaveis,
i.e., substancias bioldgicas capazes de serem assimiladas pelo organismo humano (Taylor et
Webster 2011).

A sua manipulagdo decorre num Spray dryer ou Spray drying nano, onde as substancias
sdo transformadas em gotas e “embaladas” em nanocapsulas de diversos tamanhos. Depois disto
podem ser injectadas na corrente sanguinea, aplicadas na pele, feridas, mucosas, ou via oral. As
nanoparticulas do farmaco atravessam a membrana celular das células lesionadas por forgas de
atraccdo molecular. A libertagdo do farmaco ocorre de forma mais concentrada nas células

lesionadas, ndo atingindo as células sas (Taylor et Webster 2011).

Os nanofarmacos, para além de injectados, também podem ser administrados sob a

forma de pomada, suspensdo oral ou comprimidos (Taylor et Webster 2011).

A utilizacdo desta terapia visa evitar os efeitos colaterais causados pela maior parte dos

farmacos, principalmente em situagGes oncoldgicas (Taylor et Webster 2011).

Os nanoveiculos podem ser microparticulas do polimero de quitosano, substancia
biodegradavel derivada dos crustaceos, para administracdo oral. Os farmacos elaborados com
esta substancia sdo melhor tolerados pelo sistema gastrointestinal quando comparados com um

comprimido tradicional. Outro veiculo possivel e ainda em estudo, sdo as nanoparticulas
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lipidicas, similares as membranas celulares humanas, extraidas da soja e do ovo. Estes
lipossomas sdo utilizados para encapsular e transportar varios farmacos em doses bastante

inferiores as utilizadas na actualidade (Taylor et Webster 2011).

1.5. Objectivos
Compreender na populagdo portuguesa a importancia do aumento crescente de
resisténcia a antibacterianos pela P. aeruginosa no contexto da salde publica no sentido de
desenvolver uma estratégia terapéutica que ndo recorra ao uso de medicamentos antibi6ticos. A
moderna biotecnologia apresenta diversas estratégias ao uso de antibioticos. Pretende-se neste
estudo, desenvolver uma terapia com recurso a fagos da P. aeruginosa. Na primeira parte do
estudo, transformou-se uma P. aeruginosa com um gene da GFP. A segunda parte do trabalho

teve como objectivo desenvolver uma férmula terapéutica com um fago da P. aeruginosa.
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2. Materiais e Métodos
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2.1. Instrumentos e Quimicos

2.1.1. Instrumentos

Os instrumentos utilizados ao longo do estudo laboratorial foram Ansas descartaveis,
Autoclave (Uniclave 88 AJC), Balanga (KERN and Sohn GmbH), Banho de gelo, Banho-
maria (FALC), Cartuchos perfuraveis (Campingaz C206), Crondémetro (NOKIA), Eppendorfs,
Espatulas metélicas, Estufa (Binder), Hote (F. S. Mdvel), Lampada UV/transiluminador
(VILBER LOURMAT 215-LC/ECX 15-M), Micropipetas P10, P100 e P1000 (SOCOREX),
Pipetas de Pasteur, Placas de petri, Pontas para micropipetas P10, P100 e P1000 (lab box),
Soldador de Laboratério (Campingaz Labogaz 470), Tubos de ensaio (SCHOIT GL18) e Vidros

de reldgio.
2.1.2. Quimicos e Kits

Os quimicos e kits utilizados foram o Agar granulado (DIFCO), 25mg/mL Ampicilina
(AMP), o Cloreto de sédio (Carlo ERBa), o extracto de levedura (OXOID), a L(+)Arabinose a
100mM (BioRAD), a Solucéo de transformacgédo a 50 mM CaCl, e pH 6,1 (BioRAD) a Triptona
(Sigma).

2.1.3. Bactéria e Plasmideo

Relativamentes a Bactéria e Plasmideo utilizados séo  P. aeruginosa estirpe DSM
19880 (Innophage) e pGLO (BioRAD), respectivamente.

2.2. Meios e Aditivos dos Meios

2.2.1. Meio de Crescimento

O meio Luria-Bertani (LB) foi usado como meio complexo standard para o crescimento
de P. aeruginosa. A composicao é baseada no protocolo de Sambrook (1989) e consiste em 1%
(m/v) triptona, 0,5% (m/v) extracto de levedurae 0,5 % (m/v) NaCl, em &gua desionizada.

Para as placas de meio solido adicionou-se 15 g/L de agar ao meio.

O meio selectivo para P. aeruginosa foi usado como meio ideal para o crescimento
isolado esta bactéria. A sua composicdo é baseada no meio selectivo com cetrimida e consiste
em Peptona 4g, Sulfato de Potassio 2,5g, Cloreto de Magnésio 0,28g, Cetrimida 12ge Agar
39, em agua desionizada.

A Peptona serve como fonte de Azoto. A producdo de piocianina é estimulada pelo

cloreto de magnésio e pelo sulfato de potassio presentes no meio. A Cetrimida (brometo de

26



Fagoterapias para infeccfes por P. aeruginosa multirresistentes

cetilmetilamina) € um composto amonio quaternario, que inibe uma vasta variedade de outros

organismos, incluindo outras espécies de Pseudomonas spp. e organismos relacionados.
2.2.2. Aditivos dos Meios

Foram utilizadas solucBes stock concentradas de aditivos aos meios tais como
Arabinose a 100mM e Ampicilina a 25mg/mL, entre outros antibacterianos, em condigdes de
assepsia.

2.3. Preparacgdo de DNA bacteriano

Na preparacdo de DNA bacteriano para analise por PCR colhe-se uma colénia isolada e
ressuspende-se em 1mL de &gua autoclavada num tubo micro. De seguida, vai a centrifuga
durante 1 minuto a 10,000 — 12,000 rpm e remove-se 0 sobrenadante. Depois sdo adicionados
200uL de matriz InstaGene ao pellet e coloca-se a incubar a 56 JC durante 15 — 30 minutos.

E importante que a matriz INSTAGENE deve ser misturada a velocidade moderada num
misturador magnético para manter a matriz em suspensao. A pipeta utilizada deve ser de grande

tamanho, como por exemplo 1000 pL

No vortex a elevada velocidade por 10 segundos, coloca-se o pellet recolhido. O tubo é
colocado numa placa de aquecimento a 1000/C ou em banho-maria durante 8 minutos. De
seguida usa-se 0 vortex novamente a elevada velocidade durantel0 segundos e roda-se a
10,000-12,000 rotacGes por segundo durante 2-3 minutos. No final usam-se 20uL do
sobrenadante resultante por 50uL de reac¢do de PCR. O sobrenadante restante € armazenado a
2001C.

Aguando da reutilizacao da preparacdo de DNA, repete-se 0 5.° passo.

E importante que a amostra preparada seja armazenada a -20°C.
2.4. Técnicas Microbiologicas

2.4.1. Esterilizagédo

Todos 0s meios e materiais a utilizar, ndo termolabeis, foram autoclavados a 12171C e a

uma presséo de 1 bar positivo durante 20minutos.
2.4.2. Condigdes Gerais de Crescimento

Todas as culturas bacterianas foram incubadas a 37(JC em estufa. O tempo de

incubacgdo dependeu da técnica usada e € indicado nesta.
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2.4.3. Armazenamento da Estirpe Bacteriana

A estirpe de P. aeruginosa utilizada foi preparada para um armazenamento a longo
prazo por congelamento. Para tal retirou-se uma colonia de bactérias crescidas em placa com
meio e molhou-se a ansa no liquido do frasco de congelamento. Reservam-se os frascos bem

fechados no congelador a -2011C.
2.4.4. Transformagao bacteriana

A transformagdo bacteriana comeca pela preparacdo do meio para crescimento
bacteriano e distribuicdo deste em placas, reservando metade, e guardando em estufa a 5501C.
Ao meio restante, adicionar a ampicilina de forma a obter uma concentragéo final de 100pg/mL
e a L-arabinose até uma concentracdo final de 6mg/mL. As placas sdo armazenadas no
frigorifico até usar (no maximo 3 dias). Na véspera, descongela-se a P. aeruginosa e semeia-se
no meio, deixando a incubar a 35-37JC durante a noite.

Para 2 microtubos limpos e estéreis e em condi¢des de assépsia tranferem-se 250pL de
solucéo de tranformacéo (CaCl,) com a micropipeta P1000 e uma ponta estéril e colocam-se em
gelo. Com uma ansa estéril, em condigdes de assepsia, retira-se uma Unica colonia bacteriana e
coloca-se no microtubo e rodando a ansa para a esquerda e para a direita até que a colénia se
dissolva no meio de transformacéo e repete-se 0 processo para o segundo microtubo, terceiro e
quarto. Observa-se o plasmideo na luz UV. Com a micropipeta P10 e uma ponta estéril pipetam-
se 10puL de plasmideo (0,08ug/uL) e coloca-se sem agitar nos microtubos colocando novamente
no gelo. Deixam-se os microtubos a incubar em gelo durante 10-15minutos. Passados os 10/15
minutos, exerce-se um choque térmico a 42(1C durante rigorosamente 50 segundos, findos os
quais se colocam de novo os microtubos em gelo. Em condi¢fes de assepsia abrem-se 0s
microtubos e transfere-se com a ponta P1000 250uL de meio liquido para cada um deles,
usando em cada pipetagem uma nova ponta. Trocando sempre de ponta em cada pipetagem,
transferem-se 100l com a micropipeta P100 dos microtubos para cada uma das placas. Com
uma ansa estéril espalham-se as gotas na superficie de cada placa. Selam-se com parafilme e
colocam-se na estufa a 37(/C. Passadas 24 horas analisa-se cada placa no transiluminador.

Se fluorescente, esta presente o plasmideo que confere resisténcia, caso contrario, este
esta ausente.

Este processo foi sofrendo alteracbes ao protocolo inicial ao longo do estudo para
optimizar as condic¢Bes. Utilizaram-se também meios diferentes tais como com ampicilina e
arabinose, sem fonte de carbono para além da arabinose, e enriquecendo-0 em sais minerais, ou

seja, agua, agar, muito pouco extracto de levedura, ampicilina e arabinose.

28



Fagoterapias para infeccfes por P. aeruginosa multirresistentes

2.45. Teste da Nitrocefina

Usando uma pinca esterilizada, remove-se um disco com nitrocefina do frasco e coloca-se
numa caixa de petri vazia. De imediato guardam-se os restantes discos no frigorifico a - 1001C.

Retira-se uma col6nia isolada com uma zaragatoa ou com uma ansa esterilizadas e espalha-
se na superficie do disco.

Observa-se o disco inoculado até mostrar alteracéo da sua cor.

Aguardam-se 5 minutos.

Caso o resultado seja positivo ha alteracdo da cor, caso contrario mantém-se da mesma cor.
2.4.6. Reacgdo PCR

Usando a amostra de DNA extraido da bactéria em estudo leva-se ao vortex a
velocidade elevada por 10 segundos e rotacdo a 10 000 — 12 000 rpm por 2-3minutos.

O mastermix é preparado através do descongelamento dos stocks, mantendo-os sempre
no frio, pipetam-se 72,5uL de dgua num eppendorf normal. De seguida, pipetam-se 12,5uL de
buffer 10x, sem MgCl,, 3,75uL de MgCl,, 2,5uL de dNTP’s, 1,25uL de cada primer (GFP — R;
GFP — F), 1,25uL de Taq lentamente por causa da sua viscosidade. Agita-se a mistura
gentilmente com a ponta do dedo indicador.

Depois pipetam-se 20uL do mastermix para 4 microtubos de PCR e a cada microtubo
adicionam-se 5uL do DNA extraido de P. aeruginosa. O termociclador é programado para 0s
ciclos de 1 vez a 94°C durante 2 minutos, de 30 vezes a 94°C durante 40 segundos, a 52°C
durante 45 segundos e a 72°C durante 1minuto e meio e no Gltimo ciclo 1vez a 4°C por tempo

indeterminado.
2.4.7. Preparagdo do Gel de electroforese

A composicdo do gel de electroforese, para 100mL, consiste em 0,89 de agarose e
100mL de TAE 1x. Para a preparacdo do TAE 1x é utilizada uma relacdo de 50miliLitros para
1Litro (50mL : 1L). Depois de tudo pesado e medido vai a fundir ao microondas até
homogeneizar (aproximadamente 1 minuto e 10 segundos) na poténcia méxima. Deixa-se
arrefecer (morno) e prepara-se o suporte de gel. Acrescentam-se 4L de Brometo de etideo ou
cyber green (10mg/mL) e mistura-se com agitacdo leve. Verte-se a solucdo de gel no suporte
sem que faca bolhas. Coloca-se o pente da espessura desejada no suporte (ter em atencdo o n° e
0 volume das amostras na escolha do pente mais adequado). Deixa-se que a solugéo solidifique.
Coloca-se o suporte com o gel na cuba de electroforese e adiciona-se o tampdo TAE 1x até

cobrir a superficie do gel.
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2.5. Populagdo

De forma a estimar a prevaléncia de infecgdes resistentes por P. aeruginosa

seleccionou-se a populacdo em estudo segundo o diagrama a seguir representado:

Todos os resistentes

Todos os doentes
infectados por P.

Hospital I aeruginosa
(N=72)

Todos os sensiveis

Pretende-se elaborar um estudo sobre toda a populacdo de pacientes com infeccBes
causadas por P. aeruginosa nos hospitais de Portugal. O ideal seria ter acesso aos ultimos dados
bacterioldgicos/antibiograma e bioquimicos dos pacientes com infeccdo hospitalar causada por
P. aeruginosa. Para um melhor estudo seria necessario aumentar o N populacional de modo a
poder extrapolar para o universo. Extender-se-ia esta pesquisa aos hospitais de todo o pais e
aumentar-se-ia a informacao colectada quer no exame bacteriol6gico/antibiograma, quer nos
exames bioquimicos.

A populagdo de pacientes em analise pertence a um determinado hospital da regido
Norte de Portugal, e consiste em 72 pacientes com infeccdo causada por Pseudomonas

aeruginosa multirresistente.

Visto tratar-se de uma populacdo nao foram realizados quaisquer testes probabilisticos e

apenas se recorreu a estatistica descritiva.
2.5.1. Meétodos Estatisticos

Os dados bioguimicos e bacteriol6gicos/antibiograma obtidos num determinado hospital
da regido Norte foram introduzidos no programa Portable IBM SPSS Statistics v19 para serem
posteriormente tratados e analisados. O Microsoft Office Excel 2007 serviu de apoio.
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2.5.1.1.1. Testes laboratoriais

De acordo com as Ultimas recomendacGes do CLSI (Clinical Laboratory Standard
Institute).

A dosagem de Glicose envolve a glicose oxidase (GOD), a qual catalisa a oxidagdo da
glicose a &cido gliconico e perdxido de hidrogénio. Através de uma reaccdo oxidativa de
acoplamento catalisada pela peroxidase (POD), o peroxido de hidrogénio formado reage com a
4-aminoantipirina e fenol, formando um complexo de c6r vermelha (quinoneimina), cuja
absorvancia medida em 500 nm, é directamente proporcional a concentracdo de glicose na

amostra.

Glicose+ 1/2H,0 —2%2— AcidoGlicénico + H,0,

2H,0, + 4—amin oantipirina + Fenol —22— Quinonei min a + 4H,0

A dosagem da Proteina C reactiva (PrCR) € normalmente utilizada para determinar a
presenca/auséncia de inflamacdo. O sangue recolhido num tubo separador de soro é analisado
laboratorialmente. Existem diversos métodos de determinacdo de PrCR, tais como ELISA,
imunoturbidimetria, imunodifusao réapida e aglutinacao visual. Para a determinacdo de PrCR de
alta sensibilidade a nefelometria é utilizada muitas vezes. Este teste apresenta resultados em 25
minutos com uma sensibilidade de 0,04mg/L.
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3. Resultados e Discussao
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3.1. Resultados Estatisticos

Foram analisados 72 relatorios bacterioldgicos/antibiograma e bioquimicos de pacientes
de um determinado hospital da regido Norte de Portugal. Da andlise estatistica realizada,
relativamente as idades dos pacientes, a idade minima é de 1 ano e meio e a maxima de 95 anos.
As idades mais frequentes entre os pacientes sdo de 78 e 88 anos (6,97%). Pela medida de
assimetria é possivel verificar que existe um grupo pequeno com valores muito pequenos, i.e., a
idade dos pacientes internados é maioritariamente acima dos 68 anos (ver tabela 4 e grafico 1).

A diferenca entre o Percentil 75 e 25 descreve a variagdo dos dados, assim
sendo, temos 0 ambito das idades de 28,75. Segundo a medida de assimetria, a qual é
negativa, temos que esta distribuicdo é assimétrica, estando perante uma assimetria
negativa, na qual

Relativamente a mediana, estamos perante um valor estatisticamente
significativo. A mediana ¢ uma medida de tendéncia central que caracteriza as
observacOes de uma determinada varidvel de tal forma que o seu valor separa a metade
inferior da amostra, da metade superior, i.e., metade dos pacientes tém idades iguais ou
inferiores a 78,5 anos e a outra metade tem idades superiores ou iguais a mediana.

O paciente mais novo tem 1,5 anos e o paciente mais velho tem 95 anos de
idade.

Tabela 5 - Estatistica Descritiva sobre a idade dos pacientes internados.

N 72
Média 68,113
Mediana 78,500
78,0
Moda
88,0
Desvio Padréo 26,4339
Medida de Assimetria
) -1,292
(grupo pequeno com valores muito pequenos)
Desvio padrdo da Medida de Assimetria 0,283
Minimo 15
Maximo 95,0
25 58,000
Percentis 50 78,500
75 86,750
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Relativamente ao sexo tracou-se um grafico de barras de forma a caracterizar
essa varidvel segundo a idade dos pacientes (ver grafico 1), sendo que 59,7% dos
pacientes sdo do sexo feminino e 40,3 % do sexo masculino. A idade foi agrupada
segundo seis grupos do seguinte modo [0,15]; ]15,30]; ]130,45]; 145,60]; 160,75]; >75.

Nas idades mais baixas existem somente pacientes do sexo feminino e 0 mesmo
acontece relativamente ao sexo masculino entre os 45 e os 60 anos. Dos 15 aos 30, dos
30 aos 45 e nos pacientes com mais de 75 anos existe um predominio do sexo feminino
sobre o masculino. No grupo dos 60 aos 75 anos existe 0 mesmo nimero de homens e

de mulheres (ver graficol).

Sexo

[ Feminino
25— B Masculino

207

N.° pacientes
&
1

1077

5—

[0,15] 115,30] 130,45] 145,60] 160,75] >75
Idade em anos agrupada

Gréfico 1 — Distribuicdo da idade por grupos de faixas etarias segundo o sexo dos pacientes.

35



Fagoterapias para infeccfes por P. aeruginosa multirresistentes

A caracterizacdo da populacdo segundo a glicose encontra-se descrita no grafico

2. Na populacéo de 72 pacientes, 73,61% é ndo diabético e 26,39% é diabético.

60
50
40
-
30
73,61%
20
107 26,39%
O T T
ndo diabético diabético

Grafico 2 — Frequéncia de pacientes diabéticos e ndo diabéticos.

O Servico com maior nimero de pacientes internados € a Unidade de Medicina Adultos
(27,78%), segue-se o Internamento Medicina (25,00%) e o terceiro servico com mais pacientes
é o de Medicina (piso 5) (13,89%) (ver grafico 3).

36



Fagoterapias para infeccfes por P. aeruginosa multirresistentes

207 ]
1571
4
107 T
5
0 T T T T T - T T T
o o : c c c = [ : O O (9] (9] 7
S a
g £ 5 ¢ 2 5 ¢ & 92 ¢ ¢ 3z ¢
2 =} g o = =3 o =} 5 5 2 c 2
& = Q. - Q @ = =1 Q = @ =
o o > 3 o = > o o = S 3 5
o k=) a - o o =]
> 5 & 2 = = & 3 @
e 3 5§ o 8 § < & s
5 © 2 o = o
7] = &
=
Servigo

Grafico 3 — Distribuicdo dos pacientes por servico hospitalar.

Relativamente aos locais de infeccdo, a amostra € constituida por 72 pacientes, 9
(12,5%) tém Infecgdes nos tecidos moles, 22 (30,6%) apresentam Infecgdes urinarias, 3
(4,2%) tém Septicémia e 38 (52,8%) apresentam InfeccBes do tracto respiratorio (Mo = 4)

(ver tabelas 6 e 7 e Gréfico 4).

Tabela 6 — Estatisticas Descritivas dos Locais de Infecgao.

N 72
Moda 4,00

Tabela 7 — Locais de Infecgdo — Frequéncias Absoluta e Relativa.

Feridas/Infec¢des Tecidos Moles 12,5%
Urina/Infecgdes Urinarias 22 30,6%
Sangue/Septicémias 3 4,2%
InfecgBes Tracto Respiratdrio 38 52,8%
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Infecgdes do Tracto Respiratorio| 52,78%

Sangue/Septicémias

Urina/Infecgées Urinarias— 30,56%

Feridas/Infecgdes Tecidos MolesT] 12,50%

Grafico 4 — Locais de Infec¢do e sua frequéncia.

Consideremos duas variaveis continuas, a idade dos pacientes e o valor de
glicose. Pretendemos ver como a variacdo da idade podera influenciar o valor de glicose
no sangue (ver gréfico 5).

Glicose (mg/dL)

O Observagbes
500,00 — Linear

400,00

300,00

200,00

100,00

|y = 0,7193855958319297 * x + 85,41720972659363|

,00 T T T T
,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0

Idade (anos)

Grafico 5 — Glicose (mg/dL) vs Idade (anos).
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Em 72 pacientes, 41 (56,9%) ndo sdo diabéticos, dos quais 16 sdo do sexo
masculino e 25 do sexo feminino, e 31 (43,1%) sdo diabéticos, dos quais 13 sdo do sexo

masculino e 18 do sexo feminino (Mo = sexo feminino) (ver tabelas 8 e 9).

Tabela 8 — Estatistica descritiva.

N 72
Moda Sexo feminino

Tabela 9 — Frequéncia, percentagem.

Glicose<=90 41 56,9%
Glicose > 90,1 31 43,1%

Num total de 46 pacientes nos quais foi testada a Amoxicilina + Acido
Clavulénico, 45 apresentaram resisténcia a estes, enquanto somente 1 paciente
evidenciou sensibilidade. Dos 45 resistentes 24 eram ndo diabéticos e 21 eram
diabéticos.

Para a Amicacina, em 45 pacientes nos quais foi usada no antibiograma, 40
apresentaram sensibilidade a esta, enquanto apenas 5 mostraram resisténcia a esta. Dos
40, 24 eram ndo diabéticos e 16 diabéticos. Dos 5 apenas 1 era diabético.

No que respeita a Ampicilina, em 46 pacientes sujeitos a antibiograma, apenas 1
mostrou sensibilidade e os restantes 45 evidenciaram resisténcia a esta. Destes 45, 24
ndo eram diabéticos e 21 eram Diabéticos.

Passa-se exactamente 0 mesmo relativamente & Cefotaxima. A Cefalotina, em 69
pacientes, nos quais esta foi testada no antibiograma, 49 apresentaram sensibilidade a
esta, enquanto 20 apresentaram resisténcia. Destes 20 pacientes, 9 eram diabéticos e 11
n&o diabéticos.

No que diz respeito a Gentamicina, esta foi testada em todos os pacientes, i.e.,
em 72 pacientes. Destes apenas 14 mostraram resisténcia enquanto os restantes 58
evidenciaram sensibilidade a esta. Dos 14 resistentes, 6 eram diabéticos e 8 néo
diabéticos.

O Meropenem foi testado em 29 pacientes. Destes apenas 6 mostraram

resisténcia a este, enquanto 23 apresentaram sensibilidade.
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A Tobramicina foi testada em 31 pacientes. Destes apenas 5 apresentaram
resisténcia, sendo 1 diabético e 4 ndo diabéticos.

A associagdo Trimetorpim + Sulfametoxazol foi testada em 71 pacientes. Destes
70 apresentaram resisténcia, sendo 31 diabéticos e 39 nao diabéticos. Apenas 1 paciente
evidenciou sensibilidade a este.

Relativamente a Levofloxacina, em 16 pacientes apenas 5 mostraram resisténcia
e tratava-se de diabéticos, enquanto os restantes 11 eram sensiveis.

A Nitrofurantoina foi utilizada no antibiograma de 21 pacientes. Todos 0s
pacientes apresentaram resisténcia a esta sendo 11 néo diabéticos e 10 diabéticos.

A Tigeciclina foi testada em 15 pacientes e todos apresentaram resisténcia a esta,
sendo 8 diabéticos e 7 ndo diabéticos.

No que respeita a Cefpodoxima, em 12 pacientes testados, todos apresentaram
resisténcia a esta sendo 8 diabéticos e 4 ndo diabéticos.

Na associagdo Piperacilina + Tazobactam, em 60 pacientes, apenas 12
apresentaram sensibilidade, os restantes 48 pacientes apresentaram resisténcia sendo 24
pacientes diabéticos e 24 ndo diabéticos.

A Tetraciclina foi utilizada em 10 pacientes e todos eles evidenciaram
resisténcia a esta sendo 4 diabéticos e 6 ndo diabéticos.

A Cefoxitina foi aplicada no antibiograma de 27 pacientes. Destes todos
apresentaram resisténcia a esta sendo 12 diabéticos e 15 ndo diabéticos.

O Imipenem foi testado em 34 pacientes, destes apenas 7 apresentaram
resisténcia a este sendo 3 diabéticos e 4 ndo diabéticos.

No que respeita ao Aztreonam, em 20 pacientes, 14 apresentaram resisténcia
sendo 5 diabéticos e 9 ndo diabéticos. Os restantes 6 apresentaram sensibilidade a este.

A Cefepima foi utilizada em 15 pacientes. Destes, 8 apresentaram resisténcia
sendo 3 diabéticos e 5 ndo diabéticos.

A Minociclina foi aplicada em 26 pacientes, 0s quais apresentaram todos
resisténcia a esta. Destes 11 sdo diabéticos e 15 ndo diabéticos.

Na Pefloxacina, em 26 pacientes nos quais foi aplicada apenas 14 apresentaram
resisténcia dos quais 5 diabéticos e 9 ndo diabéticos.

A Piperacilina foi utilizada em 12 pacientes dos quais 6 apresentaram
resisténcia. Destes apenas 1 ¢é diabético enquanto 5 sdo ndo diabéticos.

A Ticarcilina fo aplicada em 10 pacientes sendo 7 resistentes. Destes apenas 1 €

diabético e os restantes 6 sdo ndo diabéticos.
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Relativamente & Ticarcilina + Acido Clavulanico, esta associacdo foi utilizada
no antibiograma de 25 pacientes, apresentando 12 resisténcia e 13 sensibilidade. Dos
resistentes 5 sdo diabeticos e 7 ndo diabéticos.

A colistina foi testada em 19 pacientes. Destes 5 apresentaram resisténcia sendo
3 diabéticos e 2 ndo diabéticos.

No que respeita a Isepamicina, esta foi testada em 11 pacientes dos quais 9
mostraram ser sensiveis e 2 resistentes.

A Norfloxacina foi testada em 26 pacientes dos quais 8 apresentaram resisténcia
sendo 1 diabético e 7 ndo diabéticos.

Estes dados encontram-se descritos no Grafico 6.
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Grafico 6 - Relagdo entre a  resisténcia/sensibilidade a  antibacterianos com o facto de ser um  paciente  diabético/ndo  diabético.
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Num total de 45 pacientes nos quais foi testada a Amoxicilina + Acido
Clavulanico, 44 apresentaram resisténcia a estes, enquanto somente 1 paciente
evidenciou sensibilidade. Dos 44 resistentes 26 tém valores normais de Proteina C
reactiva 18 tém valores elevados de Proteina C reactiva.

Para a Amicacina, em 44 pacientes nos quais foi usada no antibiograma, 39
apresentaram sensibilidade a esta, enquanto apenas 5 mostraram resisténcia a esta. Dos
39, 21 tém valores normais de Proteina C reactiva e 18 valores elevados.

No que respeita a Ampicilina, em 45 pacientes sujeitos a antibiograma, apenas 1
mostrou sensibilidade e os restantes 44 evidenciaram resisténcia a esta. Destes 44, 26
tém valores normais de Proteina C reactiva e 18 tém valores elevados. Passa-se
exactamente o mesmo relativamente a Cefotaxima.

A Cefalotina, em 14 pacientes, nos quais esta foi testada no antibiograma, todos
apresentaram resisténcia a esta. Destes, 11 tém valores normais de Proteina C reactiva e
3 tém valores elevados.

No que diz respeito a Gentamicina, esta foi testada em 71 pacientes. Destes
apenas 14 mostraram resisténcia enquanto os restantes 57 evidenciaram sensibilidade a
esta. Dos 14 resistentes, 5 tém valores normais de Proteina C reactiva e 9 tém valores
elevados desta.

O Meropenem foi testado em 28 pacientes. Destes apenas 6 mostraram
resisténcia a este, enquanto 22 apresentaram sensibilidade.

A Tobramicina foi testada em 31 pacientes. Destes apenas 5 apresentaram
resisténcia, sendo 2 com valores elevados de Proteina C reactiva e 3 com valores
normais desta.

A associacdo Trimetorpim + Sulfametoxazol foi testada em 70 pacientes. Destes,
69 apresentaram resisténcia, sendo 33 com valores elevados de Proteina C reactiva e 36
com valores normais desta. Apenas 1 paciente evidenciou sensibilidade a este.

Relativamente a Levofloxacina, em 15 pacientes apenas 4 mostraram resisténcia,
enquanto os restantes 11 eram sensiveis.

A Nitrofurantoina foi utilizada no antibiograma de 20 pacientes. Todos 0s
pacientes apresentaram resisténcia a esta sendo 6 com valores normais de Proteina C
reactiva 14 com valores elevados desta.

A Tigeciclina foi testada em 14 pacientes e todos apresentaram resisténcia a esta,

sendo 9 com valores normais de Proteina C reactiva e 5 com valores elevados desta.
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No que respeita a Cefpodoxima, em 12 pacientes testados, todos apresentaram
resisténcia a esta sendo 8 com valores normais de Proteina C reactiva e 4 com valores
elevados desta.

Na associacdo Piperacilina + Tazobactam, em 59 pacientes, apenas 12
apresentaram sensibilidade, os restantes 47 pacientes apresentaram resisténcia sendo
que 25 pacientes apresentam valores normais de Proteina C reactiva e 22 valores acima
dos normais desta.

A Tetraciclina foi utilizada em 10 pacientes e todos eles evidenciaram
resisténcia a esta sendo 8 com valores normais de Proteina C reactiva e 2 com valores
acima do normal desta.

A Cefoxitina foi aplicada no antibiograma de 27 pacientes. Destes, todos
apresentaram resisténcia a esta sendo 12 com valores acima do normal de Proteina C
reactiva e 15 com valores normais desta.

O Imipenem foi testado em 34 pacientes, destes apenas 7 apresentaram
resisténcia a este sendo 3 com valores elevados de Proteina C reactiva e 4 com valores
normais desta.

No que respeita ao Aztreonam, em 20 pacientes, 14 apresentaram resisténcia
sendo 5 com valores normais de Proteina C reactiva e 9 com valores elevados desta. Os
restantes 6 apresentaram sensibilidade a este.

A Cefepima foi utilizada em 15 pacientes. Destes, 8 apresentaram resisténcia
sendo 2 com valores normais de Proteina C reactiva e 6 com valores elevados desta.

A Minociclina foi aplicada em 26 pacientes, 0s quais apresentaram todos
resisténcia a esta. Destes 10 tém valores de Proteina C reactiva normais e 16 tém valores
elevados desta.

Na Pefloxacina, em 26 pacientes nos quais foi aplicada apenas 14 apresentaram
resisténcia dos quais 5 tém valores normais de Proteina C reactiva e 9 valores acima do
normal desta.

A Piperacilina foi utilizada em 12 pacientes dos quais 6 apresentaram
resisténcia. Destes apenas 2 tém valores normais de Proteina C reactiva enquanto 4 tém
valores acima do normal desta.

A Ticarcilina fo aplicada em 10 pacientes sendo 7 resistentes. Destes apenas 2
tém valores de Proteina C reactiva normais sendo os restantes 5 com valores acima do

normal.
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Relativamente & Ticarcilina + Acido Clavulanico, esta associacdo foi utilizada
no antibiograma de 25 pacientes, apresentando 12 resisténcia e 13 sensibilidade. Dos
resistentes 4 tém valores normais de Proteina C reactiva e 8 valores acima do normal.

A Colistina foi testada em 19 pacientes. Destes 5 apresentaram resisténcia sendo
3 com valores normais de Proteina C reactiva e 2 com valores acima do normal.

No que respeita a Isepamicina, esta foi testada em 11 pacientes dos quais 9
mostraram ser sensiveis e 2 resistentes. Dos 2 resistentes ambos tém valores elevados de
Proteina C reactiva.

A Norfloxacina foi testada em 27 pacientes dos quais 8 apresentaram resisténcia
sendo 5 com valores normais de Proteina C reactiva e 3 com valores elevados desta.

Estes dados encontram-se descritos no Grafico 7.
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Grafico 7 — Relagéo entre a Resisténcia/Sensibilidade a antibacterianos e os valores altos ou baixos de Proteina C reactiva.
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3.2. Resultados Laboratoriais

3.2.1. Transformacdo bacteriana

A transformacdo bacteriana envolveu varias etapas devido aos resultados néo
satisfatérios que foram sendo obtidos. Na 1.2 vez, as placas surgiram sem fluorescéncia e
crescimento exacerbado (possivel contaminacdo) (figura 10A). Na 2.2 vez, surgiram igual a
primeira vez. A 3.2 vez envolveu um crescimento bacteriano sem fluorescéncia quer em E. coli
quer em P. aeruginosa. Na 4.2 vez, apareceu uma fluorescéncia e um crescimento bacteriano

normal (figura 10B).

Figura 10 — Transformac&o: A) estirpe original (auséncia de fluorescéncia e meio sem antibiotico) B) estirpe

transformada (presenga de fluorescéncia em meio com antibi6tico).

3.2.2. Teste da Nitrocefina

Sabe-se que algumas bactérias sdo capazes de produzir enzimas que inactivam o0s
antibacterianos  p-lactdmicos. Algumas hidrolisam as cefalosporinas e chamam-se
cefalosporinases e outras as penicilinas e denominam-se penicilinases. Existem bactérias que
possuem enzimas capazes de hidrolisar quer cefalosporinas quer penicilinas. Um teste a -
lactamase rapido pode ser concretizado e ceder informacéo relevante mais rapida que um exame
microbioldgico. Os testes clinicos existentes detectores de p-lactamases sdo o método
acidométrico, o método iodométrico e os substratos cromogénicos. O teste da Nitrocefina
pretence ao método cromogénico. A nitrocefina € uma cefalosporina cromogénica usada para
testar Neisseria gonorrhoeae, Moraxella (Branhamella) catarrhalis, Staphylococcus spp.,
Haemophilus influenzae, Enterococcus spp., e algumas bactérias anaerébias, e é efectiva na
deteccdo de todas as P-lactamases conhecidas. Os discos usados estdo impregandos com
nitrocefina. Assim que a ligacdo amida no anel p-lactamico é hidrolizada pela B-lactamase, a
nitrocefina muda de cor de amarelo a vermelho. As bactérias que produzam B-lactamases em

quantidades significativas desenvolvem esta alteracdo de cor de amarelo a vermelho. Estas p-
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lactamases sdo capazes de inactivar, por exemplo, a amoxicilina, a penicilina, a ampicilina, a

piperacilina, entre outros antibacterianos.

Os resultados obtidos foram indicadores de transformacédo concretizada. Usou-se
um controlo de bactéria ndo transformada para se distinguir a alteracdo de cor da ndo

alteracdo de cor (ver figura 11).

io transformada

Figura 11 — Teste da Nitrocefina: o disco da esquerda apresenta alteracdo de cor (bactérias transformadas) e o
disco da direita ndo apresenta alteracdo de cor significativa (bactérias ndo transformadas).

3.2.3. Reacgédo PCR

A Reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) é uma técnica da Biologia Molecular que
permite replicar in vitro o DNA de modo rapido. Com esta técnica, as quantidades minimas de
material genético podem ser amplificadas em milhdes de vezes em poucas horas, permitindo
uma deteccdo rapida e fidvel dos marcadores genéticos em estudo.

O PCR decorre em trés passos 0s quais em conjunto se designam como um ciclo, o qual
se repete um numero especifico de vezes. Estes trés passos envolvem a Desnaturacdo, a
Hibridizac&o ou Anealing e a Extenséo.

O termociclador automaticamente controla e alterna as temperaturas durante
periodos programados de tempo para o numero apropriado de ciclos de PCR (normalmente
entre 30-40 ciclos).

Relativamente ao primeiro passo, a Desnaturacdo térmica, envolve uma
temperatura elevada (geralmente> 90°C) a qual a cadeia dupla de DNA separa-se em dois
filamentos, denominando-se de “desnatura¢do”. Os dois filamentos ou cadeias de DNA sdo
mantidos (as) juntos (as) por pontes de hidrogénio, as quais, por serem relativamente fracas,
quebram-se a altas temperaturas, ao passo que as ligacdes entre as moléculas de fosfato e

desoxirribose, por serem ligacOes covalentes mais fortes, permanecem intactas.
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O objectivo da PCR ndo é replicar a cadeia inteira de DNA, mas apenas replicar a
sequéncia de interesse. O segundo passo, a Hibridizagdo ou Annealing, envolve os iniciadores,
ou primers, 0s quais marcam as extremidades da sequéncia alvo: estes iniciadores sdo curtas
sequéncias sintéticas de nuclettidos, entre 20 e 30 bases. Numa reaccdo de PCR séo utilizados
dois primers, um para cada cadeia simples de DNA que foi produzida durante o passo de
desnaturacédo. O inicio da sequéncia do DNA alvo é marcado pelos primers que se hibridizam,
i.e., ligam-se, com a sequéncia complementar. A Temperatura de annealing ou de hibridizacéo,
normalmente, situa-se entre os 40°C e os 65°C, dependendo do comprimento dos primers e da
sua sequéncia. A escolha criteriosa desta temperatura permite que estas sequéncias iniciadoras
se liguem a sequéncia alvo com uma especificidade elevada.

No terceiro passo, a Extensdo, apds a ligacdo dos primers ou iniciadores as
sequéncias complementares de DNA, a temperatura eleva-se a aproximadamente 72°C e ocorre
replicagdo da cadeia de DNA por accdo da enzima Taq polimerase. A Taq polimerase é uma
polimerase de DNA termo-estadvel recombinante do organismo Thermus aquaticus, que, ao
contrario de outras polimerases, se mantém activa a temperaturas elevadas. O processo de
sintese é iniciado numa zona com dupla cadeia, na qual estdo ligados os primers, incorporando
0s nucleotidos complementares a sequéncia alvo e utilizando os dNTPs em solucdo. A extensdo
inicia-se sempre no extremo 3’ do primer, criando uma cadeia dupla a partir de cada uma das
cadeias simples. A Taq polimerase sintetiza exclusivamente na direc¢ao 5’ para 3’.

No final do primeiro ciclo de PCR encontramos duas novas cadeias de DNA
idénticas a original.

No ponto final, a DNA polimerase ndo reconhece o final da sequéncia. Assim, as
novas cadeias sintetizadas tém o seu inicio definido pelo primer, mas a sua extremidade 3’ néo
esta definida, podendo haver fragmentos de diferentes tamanhos. No entanto, no ciclo seguinte,
esta cadeia ird servir de molde a sintese de uma nova cadeia, limitando o primer a outra
extremidade da cadeia. A cadeia de DNA, sintetizada a partir deste molde, terd entdo o
comprimento definido, com os limites definidos pelos primers. Estas cadeias chamam-se
Amplicons. Apo6s alguns ciclos, as cadeias de DNA, que correspondem ao tamanho exacto da
sequéncia alvo, estdo presentes num nimero muito maior do que as sequéncias de comprimento
variavel. Por outras palavras, a sequéncia flanqueada pelos iniciadores ou primers é a seccao do
DNA que se amplifica, neste caso a do gene pGLO.

O PCR foi utilizado para determinar a presenca do gene que confere resisténcia a
antibacterianos, pGLO. A existéncia de bandas altamente inespecificas evidenciava a
necessidade de ajustar as condi¢Bes de PCR. Os resultados obtidos ndo foram conclusivos.
Como poderia demorar desde dias a semanas ou até mesmo a meses até optimizar as condi¢des
optou-se por recorrer ao estudo estatistico deixando este num progresso mais lento (ver figura
12).
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Figura 12 — Gel de electroforese: é possivel verificar que existe DNA nos pogos e que as bandas presentes sao
altamente inespecificas sendo necessario optimizar as condi¢des de PCR. Analisou-se 0 DNA de E. coli e de P.

aeruginosa.
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4. Discussio /Conclusio
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Segundo os resultados obtidos a amostra em estudo apresenta idades
envelhecidas pois 50% dos pacientes tém idades superiores a 78,5 anos 0 que deve-se ao
facto de serem idades mais susceptiveis a doenga e consequentemente a internamentos,

pelo seu sistema imunitario mais débil (DGS, 2004).

Nos internamentos verificou-se um predominio do sexo feminino sobre o
masculino pois existem mais mulheres do que homens sendo maior a probabilidade de
uma mulher adoecer e ficar internada. Estudos tém demonstrado que as mulheres
apresentam maiores necessidades de cuidados de salde do que os homens (Artur et
Fachada, 2004).

Apesar de haver um grande nimero de pacientes envelhecidos, a percentagem de
diabéticos € inferior a de ndo diabéticos, logo a idade ndo parece ter influéncia para os
valores mais altos ou mais baixos de glicose. No entanto sabe-se que a partir dos 35
anos é mais frequente a Diabetes do tipo 11 (NDSS, 2011). No gréfico tracado é possivel

verificar que existe uma relagéo entre a idade e os valores de glicose no sangue.

Relativamente aos servicos de internamento, 0s servicos com maior nimero de
pacientes sdo os Servi¢os de Medicina (Adultos, Pediatria, ...), seguindo-Se 0 servico de
Cirurgia. Segundo a bibliografia consultada os Cuidados intensivos seriam 0S servicos
com maior nimero de pacientes com infeccdo por P. aeruginosa, seguindo-se da
Medicina e por ultimo a Cirurgia. Com estes resultados pode-se afirmar que tem havido
um aumento no namero de pacientes com infeccdes por esta bactéria nos servigos de
Medicina e Cirurgia sendo necessario estar alerta pois é indicador de um agravamento
ou descuido relativamente as condi¢des de limpeza quer da equipa quer do proprio
equipamento (Pina et al, 2009).

No que diz respeito aos resultados relativos a relagdo entre a idade e a
resisténcia/sensibilidade a antibacterianos ndo foi possivel encontrar uma relagéo, no
entanto sabe-se que existe uma relacdo. Quando mais avancada for a idade menor é a
sensibilidade aos antibacterianos pelo facto de ao longo da vida ja ter estado em
contacto com um maior numero de antibacterianos. Seria necessario expandir 0 numero

da amostra para ser possivel tirar mais conclusdes (Ribeiro, M. et Pinto, I. (2009)).

Os locais de infeccdo mais comuns desde 2001 até 2009 sdo as InfeccOes

Respiratorias. Em 2001 estas eram seguidas pelas Septicémias. Em 2002 estas
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seguiram-se pelas Infec¢bes urinarias, Infeccdes de Tecidos Moles e por ultimo pelas
Septicémias. Em 2007 estas seguiram-se pelas Infeccbes urinarias, Infecgdes
gastrointestinais e pelas Septicémias (Pina et al, 2009). No presente estudo piloto,
referente a 2011, o local de infeccdo mais comum continuou a ser as Infeccbes
respiratorias, seguidas das Infec¢bes urinarias, das Infec¢bes dos tecidos moles e por
ultimo as Septicémias. Foi possivel verificar que mantém-se as mais comuns, Infeccdes
Respiratorias e Urinarias, mas com uma diminui¢do na frequéncia. As menos comuns,
Infecgbes tecidos moles e Septicémias, mantém-se como menos comuns mas
apresentam um aumento na sua frequéncia, o que significa que sera necessaria atengédo

redobrada sobre estes pacientes.

Relativamente a resisténcia a antibacterianos e o0s valores de glicose,
diabético/ndo diabético, em todos os pacientes que apresentaram sensibilidade aos
diversos antibacterianos testados existem diabéticos e nem em todos os pacientes que
apresentaram resisténcia a estes existem diabéticos, a presenca/auséncia de diabetes,
segundo o presente estudo, ndo tem qualquer influéncia na resisténcia/sensibilidade aos
antibacterianos. Por exemplo, a Colistina apresenta um maior nimero de pacientes
diabéticos resistentes a esta, acontecendo o mesmo com a Levofloxacina, mas a
Ticarcilina apresenta um maior nimero de pacientes diabéticos no grupo dos pacientes
gue mostraram sensibilidade a esta. A existéncia de poucos estudos que relacionem as
duas varidveis dificultou o estudo por ndo haver um termo de comparagdo. Apesar de
tudo, reconhece-se que os pacientes diabéticos apresentam uma maior frequéncia de
infeccbes em relacdo aos pacientes ndo diabéticos. Desta forma tomam mais
frequentemente antibacterianos podendo desenvolver mais facilmente resisténcia a
estes. No entanto, alguns estudos dizem que a diabetes por si s6 ndo é um factor causal
para a resisténcia a antibacterianos (Meiland et al, 2004).

Os valores da Proteina C Reactiva também demonstraram néo ter qualquer
influéncia na resisténcia/sensibilidade a antibacterianos pois em todos os pacientes que
mostraram ser sensiveis aos antibacterianos existem valores elevados desta, assim como
em todos os que mostraram Ser resistentes aos antibacterianos. Por exemplo, A
Isepamicina apresenta elevadas percentagens de pacientes com valores de PrCR
elevados quer em pacientes que mostraram sensibilidade a esta quer nos que mostraram
resisténcia. Do mesmo modo acontece na Ticarcilina e Ticarcilina + Acido Clavulanico,

na Piperacilina, Minociclina, Cefepima e Aztreonam. A proteina C reactiva ¢ indicadora
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de infeccdo no organismo mas ndo foi encontrado qualquer estudo que atribua uma
associacdo dos valores desta ao facto de o paciente ser ou ndo resistente aos
antibacterianos (NIH, 2011).

Segundo uma noticia publicada no Jornal de Noticias a 5 de Setembro do
corrente ano, Portugal revelou uma taxa de infeccGes hospitalares superior a média
mundial. A média nacional atingiu os 11% enquanto a média total foi de 2,6%. Dos

pacientes internados 20% apresentavam mais de 85 anos (Tavares, 2011).

Segundo o Diario da Republica n.° 49 Série | Parte A de 27/02/2001, Decreto-
Lei n.° 76/2001 de 27/02/2001, capitulo Il — Orgdos e competéncias, seccdo VI —
Orgdos de apoio técnico, artigo 32° - Comissio de controlo da infeccio hospitalar, “a
comissdo de controlo da infeccdo hospitalar € presidida por um adjunto do director
clinico, competindo-lhe o estudo e a apresentacdo de medidas de prevencdo e combate

a infecg¢do hospitalar” (Diério da Republica, 2001).

O hospital em estudo apresenta um sistema de vigilancia com uma politica de
controlo de infecgdes hospitalares, impostos pela Comissdo de controlo da infeccéo
hospitalar. Este hospital contém uma carta ecoldgica bacteriana e a equipa contém, entre

outros, um epidemiologista e um bidlogo.

Tendo em consideracdo que 91,67% dos pacientes em estudo manifestou
resisténcia a mais do que 3 classes de antimicrobianos, torna-se realmente urgente o uso
controlado de antibacterianos e a pesquisa de novas terapéuticas em alternativa a estes
de modo a evitar e a controlar as resisténcias bacterianas aos antibacterianos disponiveis

neste momento no mercado.
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5. Perpectivas
Futuras
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O aumento crescente da resisténcia a antibacterianos aumentou a necessidade de

uma pesquisa intensa de novas terapéuticas em alternativa a antibioterapia.

A partir do estudo realizado a pesquisa laboratorial, a qual por falta de tempo
ficou pela parte da transformagdo bacteriana, teria ainda como passo seguinte a
utilizacdo de bacteriofagos em culturas bacterianas de modo a avaliar a velocidade e a

densidade do crescimento bacteriano.

Primeiramente seria necessario caracterizar o crescimento do bacteriofago

descrevendo o seu ciclo infeccioso e para tal determinando a fase latente e burst size.

Segundo Kutter e Sulakvelidze (2004), € melhor infectar a bactéria numa fase de
crescimento exponencial para obter células metabolicamente activas. O burst size
descreve o numero médio de fagos libertados pela célula bacteriana (Kutter e
Sulakvelidze, 2004).

O proximo passo seria determinar a fase de desenvolvimento bacteriano ideal
para aplicacdo da fagoterapia nas culturas bacterianas. Determinar qual o pico do seu
crescimento e aplicar a fagoterapia de forma a verificar se seria esse 0 melhor método
de aplicacdo da terapéutica. Para tal as culturas bacterianas transformadas ficariam em
crescimento em meio liquido sendo sujeitas a analise da densidade Optica de hora em
hora de modo a tracar a curva do seu crescimento. Depois de tracadas as curvas de

crescimento bacteriano aplicam-se os fagos no ponto do crescimento exponencial.

Apds varios testes de forma a determinar a eficacia in vitro da fagoterapia no
tratamento de infeccOes causadas por P. aeruginosa transformada, ou seja resistente,
passar-se-ia para a fase da utilizacdo do modelo animal.

Utilizar-se-iam modelos animais fémea aos quais seria causada uma ferida
cutanea e infectada por P. aeruginosa transformada. A composi¢do do cocktail de P.
aeruginosa seria de 100 pL de inoculum (2x10? a 3x10% CFU). De seguida analisar-se-
ia 0 desenvolvimento da infeccdo. Uns modelos animais iriam ser tratados com uma
preparacdo farmacéutica (pomada) com fagos, enquanto outros iriam servir para estudar
a evolugédo da infeccdo de modo a determinar a durabilidade dos modelos infectados
para um controlo, e ainda outros seriam usados para determinar a toxicidade dos fagos
no nosso organismo. O diagrama seguinte descreve a distribuicdo dos diferentes

modelos animais durante o estudo.
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Modelo animal

Fago + P. aeruginosa
e P. aeruginosa

(avaliagdo da : 8

eficacia do

tratamento)

(avaliacdo da

toxicidade) (controlo)

A pomada utilizada iria ter em conta, primeiramente, a composicao do cocktail
de fagos, o qual teria que ter uma concentracdo de 3,0 x10® PFU total. Depois seria
envolvido numa pomada composta por vaselina pura e parafina gbp de forma a ser
melhor absorvida pela pele. A sua aplicacdo poderia ser igualmente numa gaze

impregnada por este cocktail.
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