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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de P6s-Graduacdo em Bioexperimentacéo
Universidade de Passo Fundo

CITOMETRIA DE FLUXO COMO FERRAMENTA NA DETERMINACAO DA
SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA
Autora: Eduarda Bassi Anziliero
Orientador: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 31 de julho de 2017

A resisténcia antimicrobiana ¢ uma preocupagdo constante. Para evitar o surgimento de novas
cepas bacterianas multirresistentes € necessario investir em pesquisas e tecnologias de avaliagao
da atividade antimicrobiana. Diversos métodos laboratoriais estdo disponiveis para avaliacao
da susceptibilidade antimicrobiana in vitro, permitindo a escolha terapéutica correta em
aproximadamente 20 h apds cultura positiva. Nesse contexto, o desenvolvimento de novas
metodologias para avaliar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana, de forma rapida e precisa,
ird contribuir para a utilizacao racional dos farmacos e, consequente, reducao e/ou controle da
resisténcia bacteriana, € aumento na sobrevida dos pacientes. O objetivo do nosso trabalho foi
desenvolver um protocolo rapido de determinagdo de susceptibilidade aos antimicrobianos por
meio da técnica de citometria de fluxo. Para padroniza¢ao desse procedimento utilizamos 6
antimicrobianos, uma cepa bacteriana de Escherichia coli (ATCC 25922) sensivel a todos os
antimicrobianos, além de isolados clinicos de E. coli resistentes aos mesmos antimicrobianos.
Os isolados foram submetidos previamente ao método de disco-difusdo para avaliacdo do perfil
de susceptibilidade. As cepas selecionadas foram cultivadas em caldo LB, lavadas e
quantificadas por citometria de fluxo. Concentragdes padrdes dos antimicrobianos foram
adicionadas a 10* E.coli e incubadas por 1, 2 ou 3 h a 37°C. Em seguida, as amostras foram
marcadas com iodeto de propideo (PI) e analisadas por citometria de fluxo. A determinagdo da
viabilidade bacteriana baseou-se no conceito de que o marcador de acido nucléico PI ¢ capaz
de penetrar membranas celulares danificadas, marcando o DNA celular e assim, diferenciando
as populacdes viaveis e inviaveis. Para validag¢ao da técnica, cada amostra, em seus respectivos
tempos de tratamento foram submetidas também a contagem bacteriana por meio de
plaqueamento em meio LB, e a taxa de sobrevivéncia/crescimento foi determinada apos
incubacdo a 36°C por 18-24 h. A utilizagdo da técnica de citometria de fluxo permitiu avaliar a
susceptibilidade antimicrobiana em poucas horas. Porém ao compararmos a técnica com a
contagem em placas, ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo positiva, pois a citometria
apresentou um percentual de viabilidade superior ao método tradicional. Isso pode ser explicado
pela presenca de subpopulagdes vidveis, porém nao cultivaveis, incapazes de formar colonias
em agar. Por outro lado, se considerarmos os isolados resistentes, a citometria de fluxo
possibilitou determinar a resisténcia antimicrobiana com precisdo, fator determinante para o
sucesso no tratamento de infec¢des por microrganismos multirresistentes. A citometria de fluxo
pode ser aprimorada como uma alternativa na detec¢ao de cepas multirresistentes.

Palavras-chave: citometria de fluxo, resisténcia antimicrobiana, teste de susceptibilidade
antimicrobiana.



ABSTRACT

Master’s Dissertation
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FLOW CITOMETRY ASATOOL TO EVALUATE ANTIMICROBIAL
SUSCEPTIBILITY
Author: Eduarda Bassi Anziliero
Advisor: Luiz Carlos Kreutz
Passo Fundo, 31 de julho de 2017

Antimicrobial resistance is a relevant matter to public health. Investments on research and new
technologies to evaluate antimicrobial activity are much needed to avoid the surge of new
multiresistant strains. Several techniques are available to evaluate antimicrobial activity in vitro
in less than 24 h after a positive isolation, allowing to properly choosing the right antibiotic to
be used. In this scenario, the development of new methods to quickly and precisely evaluate the
antimicrobial susceptibility profile of bacterial isolates would be invaluable for the rational use
of antibiotics and, as a consequence, to reduce or even control the surge of bacterial resistance
and to prolong patients’ life expectation. Thus, in this study our main goal was to develop a
quick protocol to evaluate antimicrobial susceptibility using flow cytometry. We used six
antimicrobial drugs, a strain of Escherichia coli (ATCC 25922) susceptible to all
antimicrobials, and clinical isolates of E. coli resistant to the same antimicrobial drugs. Prior to
testing, the susceptibility profile of all isolates was tested by the disc-diffusion method. The
isolates were then cultivated in liquid LB, washed and quantitated by flow cytometry. Standard
concentration of antimicrobial drugs were added to 10* E. coli cells and incubated for 1, 2 or 3
h at 37°C. After that, the samples were mixed with propidium iodine (PI) and analyzed by flow
cytometry. Viable bacteria were differentiated from unviable in that PI penetrates damaged
membranes staining the DNA of death bacteria. As controls to validate this procedure, each
bacterial isolate at each indicated time was also collected and seeded on LB agar plate to
enumerate the number of viable cells by the classical method and the growing/survival rate was
also evaluated in the same samples after incubating for 20h at 36°C. By using flow cytometry
we were able estimate antimicrobial susceptibility in few hours. However, it was not possible
to set a positive correlation with plaque counting in that we found a higher percentile of viable
cells by flow cytometry. This phenomenon might be explained by the presence of viable but
non-cultivable bacterial subpopulations unable to form colonies in agar plates. In the other
hand, by using flow cytometry and considering the resistant isolates, we were able to define
precisely the resistant characteristics of a given isolate, and this is invaluable for treating
infection by multidrug resistant isolates. Thus, we conclude that flow cytometry should be
optimized and used as an alternative tool to detect multiresistant bacterial isolates.

Key words: flow cytometry, multidrug resistance, antimicrobial, susceptibility.
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1. INTRODUCAO

Procuram-se novos antibioticos! Entre 1940 ¢ 1962, foram langadas mais de 20 novas
classes de antibioticos. Desde entdo, apesar dos grandes avangos ocorridos nas ultimas décadas,
apenas dois novos produtos chegaram ao mercado. Contudo, aproximadamente 20 novos
compostos estdo em desenvolvimento clinico, sem previsdao de disponibilizagdo para a
populacao (1,2). O desenvolvimento destes medicamentos ndo acompanhou o mesmo
compasso do surgimento de cepas bacterianas resistentes. Para conter o avango da resisténcia
aos antibidticos, particularmente entre bactérias Gram-negativas, segue sendo necessario um
grande esfor¢o governamental, sob a forma de financiamento, legislagdo e fornecimento de
incentivos a industria farmacéutica (1).

A resisténcia antimicrobiana (RA) vem sendo considerada uma ameaga a satide publica
mundial. A RA ¢ um problema complexo, onde os mecanismos de resisténcia vém sendo
caracterizados em propor¢des cada vez maiores, resultando em bactéria multirresistentes, com
potenciais de causar um amplo espectro de doengas, tanto em humanos como em animais (3).

As taxas e a gravidade das infec¢des causadas por bactérias multirresistentes vem se
elevando ano apds ano, tornando tanto o tratamento, como o progndstico clinico, cada vez mais
preocupantes. A capacidade das bactérias em adaptar-se rapidamente ao mecanismo de agdo
dos antibioticos, poucos anos apds a sua introdugdo na clinica médica, vem elevando o nimero
de complicagdes e, consequentemente, a mortalidade (4).

As unidades de terapia intensiva (UTIs) de hospitais em todo o mundo, caracterizam-se
como o epicentro das infecgdes bacterianas, uma vez que apresentam um perfil de populacio
extremamente vulnerdvel, com pacientes criticos, imunossuprimidos e alto nimero de
procedimentos invasivos (5). As infecgdes que ocorrem nesses pacientes estdo associadas a um
aumento importante nas taxas de morbidade, mortalidade e oneragdo com custos ligados a saude
(3). Diversos fatores influenciam a disseminacdo rapida de agentes patogénicos
multirresistentes, seja por meio de novas mutagdes, na selegao de cepas resistentes e no controle
das infeccoes de forma inadequada (5). Todo esse processo vem dificultando as acdes
terapéuticas, e se tornando um dos gargalos da satude global (6).

Nesse contexto, a selecdo do antimicrobiano, bem como o regime de tratamento
adequado sdo fundamentais, uma vez que, possibilitam a utilizacdo de terapias racionais,
prevenindo o surgimento de novas cepas bacterianas multirresistentes. Atualmente, estima-se

que, no mundo, 30% dos pacientes recebam terapia antimicrobiana considerada inadequada.
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Estes pacientes, se comparados aos individuos onde a terapia medicamentosa ¢ utilizada
corretamente, apresentam taxas de mortalidade significativamente superior (7,8).

A RA vem emergindo como um dos problemas de satide mais significativos do novo
milénio e, nesse aspecto, os laboratorios de microbiologia clinica desempenham um papel
central na otimiza¢ao do manejo terapéutico (9). Considerando a condigao de risco de morte de
um paciente com infecgdes e suas complicagdes, incluindo quadros graves de sepse, ou a
crescente prevaléncia de bactérias resistentes aos antibidticos em ambientes hospitalares, faz-
se necessario novas ferramentas de diagnostico rapidas, automatizadas e que reduzam a
interpretagdo subjetiva dos resultados (9,10).

A detec¢do rapida de mecanismos de resisténcia € um desafio para a maioria dos
laboratorios, sendo que a identificagdo erronea tem implicagdes clinicas importantes tanto para
o tratamento como para o controle da infeccdo (11). A classificagdo da resisténcia bacteriana
podem ser realizada através de métodos fenotipicos ou genotipicos (12). A resisténcia ¢
codificada por uma diversidade de genes, muitos dos quais podem ser transferidos entre
populagdes bacterianas. Além do mais, constantemente, novos mecanismos de resisténcia,
genes e/ou vetores de transmissao vém sendo descritos (6).

Embora avangos tecnologicos possibilitem a identificacdo do agente causador da
infeccdo bacteriana em poucas horas (13), a escolha da conduta terapéutica adequada s6 ¢é
definida apods a determinagdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana, o que geralmente
necessita periodos de 18 a 24 horas apos cultura positiva (7,8).

Assim, o desenvolvimento e a otimiza¢ao de novas metodologias que permitam verificar
o perfil de susceptibilidade ao antimicrobiano, em um curto espaco de tempo, certamente
contribuiria para uma utilizagdo racional destes farmacos. Para tanto, os beneficios potenciais
oferecidos pela técnica de citometria de fluxo (CF) quando aplicados na avaliacdo da
susceptibilidade antimicrobiana, vem sendo utilizados de forma experimental em infecgdes
fingicas e bacterianas (11,14,15). Diferentes autores t€ém demonstrado que a técnica poderia
superar algumas limita¢des advertidas métodos convencionais, reduzindo os longos periodos
de incubagdo e auxiliando na tomada de decisao em poucas horas (11,14,15). Considerando que
o tempo ¢ um fator determinante para o prognostico das infec¢des bacterianas, tecnologias e
solucdes que permitam acelerar o tempo de liberagao do perfil de susceptibilidade, bem como
a utilizagdo racional dos antimicrobianos, vem ao encontro dos anseios da comunidade
cientifica e da saude da populagao.

Além do mais, ha uma crescente preocupagdo na elevada prevaléncia dos casos de

infec¢des provocados por enterobactérias produtoras de carbapenemases e beta-lactamases de
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espectro estendido (ESBL), para as quais as alternativas terap€uticas sdo restritas, como
consequéncia do grau de resisténcia promovido por essas enzimas, onde a necessidade da
decisdo da conduta terapéutica rapida e assertiva ¢ crucial. Nesse contexto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar a técnica de citometria de fluxo como um método auxiliar para determinagao
da susceptibilidade antimicrobiana.

A presente dissertacdo compreende, além da introdugdo, uma revisao de literatura que
aborda os temas resisténcia antimicrobiana e seu impacto sobre a saude da humanidade; uso de
antimicrobianos e novas tecnologias como a citometria de fluxo como uma ferramenta para
determinagdo da susceptibilidade antimicrobiana, e uma pesquisa na qual utilizamos a
citometria de fluxo para estimar a resisténcia bacteriana frente aos seis antimicrobianos
estudados. Os resultados encontrados nessa pesquisa estdo apresentados no capitulo 1 em forma
de artigo cientifico intitulado “Citometria de fluxo como ferramenta na determinacdo da
susceptibilidade antimicrobiana”, que relata os beneficios e limitagdes oferecidos pela
técnica de citometria de fluxo na determinacao da susceptibilidade antimicrobiana e sera, apos

tradugdo para o inglés, submetido ao periodico Brazilian Journal of Microbiology.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Durante o século XX, as doengas infecciosas foram consideradas a principal causa de
mortalidade hospitalar de todo o mundo, levando pacientes a sucumbirem por infecgdes
bacterianas agudas, decorrentes da indisponibilidade e/ou oferta de opgdes terapéuticas (16).
Contudo, o descobrimento dos antibioticos foi um dos maiores feitos da ciéncia obtido durante
o ultimo século, permitindo um grande avango na expectativa de vida da humanidade, na saude
dos animais e na produg¢do de alimentos (4,16-18).

Desde o descobrimento da penicilina por Fleming em 1929, sua introducao na clinica
médica na década de 40 e a introdugao de novas moléculas, naturais ou sintéticas nos anos 1970,
os antibidticos estdo entre as maiores descobertas da medicina. Os antibidticos contribuiram
significativamente na redugdo da prevaléncia de inimeras doengas infecciosas, no sucesso dos
transplantes, nas praticas cirirgicas, na sobrevida de neonatos prematuros, em individuos
imunossuprimidos e consequentemente no aumento da expectativa de vida da populagio
(17,19,20).

Os antibioticos sao definidos como substidncias de origem natural ou sintética,
responsaveis pela morte ou inibi¢do do crescimento microbiano (16). Agem modificando
processos metabolicos ou estruturais do microrganismo, atuando na interferéncia da sintese da
parede celular, na replicagdo do DNA (acido desoxirribonucleico), na sintese proteica ou
alterando a permeabilidade da membrana (16). A eficacia dos antibidticos esta diretamente
ligada a concentragdo utilizada no tratamento, bem como na sua disponibilidade no sitio
anatomico da infeccdo. Podem apresentar duas fungdes distintas: a inibicdo do crescimento
bacteriano, definido como a¢do bacteriostatica, ou a destrui¢do da populacao bacteriana (agao
bactericida), atuando nos processos vitais levando a inativa¢ao (morte) do microrganismo alvo
(21).

Entretanto, as doencas infecciosas causadas por agentes bacterianos continuam sendo
uma preocupacdo mundial, uma vez que as complicagdes relacionadas a esse tipo de infecgao,
incluindo aqui a sepse, afetam milhdes de pessoas anualmente, com taxas de mortalidade entre
30 ¢ 50% (10). Além do mais, segundo a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) a RA ¢
considerada uma ameaga crescente a saide publica (3). Estudos apontam que o investimento
anual em assisténcia a saide para o tratamento de infecgdes por microrganismos
multirresistentes atinge valores superiores a 20 bilhdes de doélares em paises como os Estados
Unidos e de aproximadamente 16 bilhdes de euros na Europa (22). Neste sentido, a maioria das

cepas de bactérias multirresistentes até entdo restritas as infecgdes nosocomiais, vem se
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estendendo para aquelas infecgdes adquiridas na comunidade, em complicagdes pos-cirurgicas
e em alimentos contaminados (10,23).

A RA pode ser considerada uma consequéncia natural da adaptacdo da populacio
bacteriana, em resposta a continua exposi¢cdo aos antibioticos (20). A origem deste fendmeno
sempre esteve ligada a grande interferéncia da atividade humana, resultando na geracao de
mecanismos de resisténcia ao longo do tempo (24). A literatura cientifica cita que, em
ambientes remotos, onde a ocupacdo humana ainda ¢ limitada, presumivelmente com baixa
exposicao aos antibiodticos, a aquisicao de genes de resisténcia por parte das bactérias ainda ndo
¢ detectada (25). Assim, evidéncias indicam que a resisténcia bacteriana de forma generalizada
¢ um fendmeno moderno, ligado ao uso indiscriminado de antimicrobianos, atuando como forca
seletiva para o surgimento de cepas resistentes, bem como transferéncia horizontal de genes
associados a resisténcia desde os anos 1950 (24,26).

Deste modo, os laboratorios clinicos, especialmente os de microbiologia, desempenham
um papel fundamental no suporte da escolha terapéutica adequada. Sua atuacdo ¢ crucial para
o sucesso do tratamento, incluindo etapas que compreendem desde o isolamento e identificagado
correta do microrganismo até a realizacao de testes de susceptibilidade antimicrobiana (10).

A vista disso, apés o recebimento de uma amostra clinica do paciente (Dia 0), o
microbiologista clinico realiza o isolamento do microrganismo envolvido, por meio da
inoculagdo da amostra em meio de cultura. Em seguida, com o crescimento primario do agente
(Dia 1), colonias bacterianas sao isoladas para a realizagao de um novo subcultivo (Dia 2). A
partir de entdo, o processo finaliza-se com a realizacdo do teste de susceptibilidade
antimicrobiana (Dia 3) (10,27).

Acredita-se que as taxas de mortalidade sejam frequentemente superiores em cerca de
30% dos pacientes que sdo submetidos a terapias antimicrobianas consideradas inadequadas, se
comparados aos individuos submetidos a terapia medicamentosa correta (7,8). Contudo, nestes
casos, o tempo ainda ¢ um fator determinante para o sucesso do tratamento, se considerarmos
que sdo necessarios trés dias de trabalho para a escolha da terapia ideal. Nas tltimas décadas,
novas tecnologias, como a espectrometria de massa ¢ a genOmica, vém permitindo uma
significativa redug¢do do tempo de identificacdo do agente envolvido em infec¢des clinicas.
Ainda assim, se considerarmos os testes de sensibilidade aos antimicrobianos padrdes, faz-se
necessario um periodo minimo de 48 horas até a determinacao da opgao terapéutica (7,8).

Todavia, novas tecnologias vém sendo desenvolvidas e/ou aprimoradas para atender
estas demandas (13). Os beneficios potenciais oferecidos pela técnica de citometria de fluxo

aos testes de sensibilidade ja foram avaliados experimentalmente para infecgoes bacterianas e
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fingicas. Até o momento os resultados tém sido promissores, demonstrando que a citometria
poderia superar algumas limitagdes dos métodos convencionais, principalmente encurtando o
periodo entre a execugao e a liberagdo do resultado (11,14,15).

A técnica de citometria de fluxo permite realizar avaliagdes da func¢do celular, incluindo
a capacidade de replicagdo, atividade metabolica, integridade e potencial de membrana. Além
do mais, uma ampla gama de corantes esta disponivel, os quais permitem corar seletivamente
microrganismos viaveis ou mortos, proporcionando a realizagdo de analises multivariadas. E
possivel, por meio de corantes vitais e a citometria, avaliar o estado fisiologico da célula
microbiana apos tratamento com os antimicrobianos, identificando subpopulacdes viaveis,
porém nao cultivaveis (28,29). A importancia da citometria de fluxo na analise e quantificacao
de células (especialmente bactérias e leveduras) pelas industrias farmacéuticas, alimenticia, de
bebidas ou em sistemas ambientais e hidricos também vem sendo estudada (28).

O principio utilizado na citometria baseia-se no bombeamento das células em
suspensao por um fluxo unico, que em seguida ¢ interceptado e estimulados por um ou mais
feixes de laser, permitindo que a dispersdo da luz gerada e os sinais de fluorescéncia sejam
capturados e interpretados pelo sistema optico do equipamento (11). Resultados promissores
também vém sendo obtidos em relagdao a deteccdo de ESBL. Faria-Ramos e colaboradores
(2012), demonstram que por meio da técnica de CF ¢ possivel identificar em apenas duas horas
aquelas bactérias que produzem essas enzimas, que conferem resisténcia a todas as
cefalosporinas e monobatans, importantes classes farmacoldgicas disponiveis na terapéutica de
bactérias Gram-negativas.

Considerando que o tempo ¢ um fator determinante para o prognostico das infeccgoes
bacterianas, tecnologias e solucdes que permitam acelerar o tempo de liberacao do perfil de
susceptibilidade, impactam positivamente na aplicacao correta e racional dos antimicrobianos.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a técnica de citometria de fluxo como um método

auxiliar para determinacao da susceptibilidade antimicrobiana.
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Resumo

As infecgdes bacterianas e suas complicagdes afetam mais de um milhdo de pessoas
anualmente, com taxas de mortalidade atingindo entre 30 a 50%. A identificagdo do
microrganismo envolvido e a determinagdo do antimicrobiano ideal para o tratamento ¢ um
processo laborioso, complexo e lento. O objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo
rapido para determinar o perfil de susceptibilidade/resisténcia antimicrobiana através da técnica
de citometria de fluxo, utilizando uma cepa padrdao de E. coli e diferentes antimicrobianos.
Paralelamente, fez-se contagens em placas para avaliacdo da sobrevivéncia bacteriana. A
citomeria de fluxo permitiu determinar a susceptibilidade antimicrobiana mediante anélise da
viabilidade celular baseada na incorporagdo do Iodeto de Propideo. A citometria de fluxo
revelou taxa de sobrevivéncia bacteriana superior a contagem em placas. Esses resultados
podem ser explicados pela existéncia de diferentes subpopulagdes bacterianas que ainda
apresentam-se viaveis porém nao cultivaveis. Por outro lado, se considerarmos apenas os
isolados resistentes, a citometria de fluxo possibilitou determinar a resisténcia antimicrobiana
em poucas horas, fator determinante para o sucesso no tratamento de infecgdes por
microrganismos multirresistentes. A citometria de fluxo pode ser aprimorada como uma

alternativa na detec¢do de cepas multirresistentes.

Palavras-chave: citometria de fluxo, resisténcia antimicrobiana, teste de susceptibilidade

antimicrobiana.
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1. Introducéo

Os antibidticos contribuem significativamente para a reducdo da prevaléncia de
inimeras doengas infecciosas, no sucesso dos transplantes, nas praticas cirurgicas, na sobrevida
de neonatos prematuros, em individuos imunossuprimidos e, consequentemente, no aumento
da expectativa de vida da populagio .

Contudo, a resisténcia antimicrobiana (RA) ¢ considerada uma ameaca crescente a
satde publica mundial *. A geracio de mecanismos de resisténcia vem ocorrendo ao longo dos
tempos, resultado da adaptacdo da populacdo bacteriana, consequéncia de uma continua
exposicdo aos antibidticos tanto na clinica médica, como na produgio de alimentos >/. A RA
também pode ser considerada um fendmeno moderno, relacionado a utilizagdo disseminada de
antibidticos na populacdo humana e na produgdo animal. Todo esse processo vem atuando como
a principal for¢a seletiva para o surgimento de novos mecanismos de resisténcia e a consequente
disseminacio de novas cepas resistentes 7.

As consequéncias previsiveis deste processo para a saude publica passam pela elevacao
das taxas de morbidade, prolongamento no tempo de hospitalizagdo, elevacao dos riscos de
complica¢des e, invariavelmente, elevadas taxas de mortalidade. O impacto econdmico deste
problema inclui desde a baixa produtividade do trabalhador, a ineficiéncia na producdo de
alimentos até a significativa elevacdo nos custos ligados ao diagnostico e tratamento '°. Neste
processo complexo, os laboratorios clinicos de microbiologia desempenham um papel
fundamental no suporte da escolha terapéutica adequada, atuando de forma crucial para o
sucesso do tratamento, através do isolamento e identificagdo correta do microrganismo
patogénico envolvido até a realiza¢do do teste de susceptibilidade antimicrobiana !'. Nesse
contexto, se considerarmos que sdo necessarios trés dias de trabalho entre a identificacao do
microrganismo envolvido e a determinag¢do do antimicrobiano ideal, o quesito “tempo” pode
ser considerado crucial para a satide publica global.

Novas tecnologias vém sendo desenvolvidas e/ou aprimoradas para atender estas
demandas. Nesta perspectiva, os beneficios potenciais oferecidos pela técnica de citometria de
fluxo (CF) aos testes de susceptibilidade antimicrobiana vem sendo avaliados
experimentalmente para infec¢cdes bacterianas e fingicas. At¢ o momento, os resultados sdo
promissores, demonstrando que a CF poderia superar algumas limitagdes dos métodos
convencionais, principalmente encurtando o periodo entre a execugao e a liberagao do resultado
12714 " A CF permite avaliar a funco celular, incluindo capacidade de replicagdo, atividade

metabolica, integridade e potencial de membrana. Na atividade antimicrobiana, permite ainda,
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avaliar o estado fisiologico da célula apos tratamento com os antimicrobianos, identificando
subpopulagdes viaveis, porém nao cultivaveis, € que nao sdo detectadas pelas técnicas
convencionais '>1°.

Neste estudo, avaliamos a técnica de citometria de fluxo como um método auxiliar para
determinagdo da susceptibilidade antimicrobiana. Nos descobrimos que a citometria pode ser
util na determinagdo precoce de cepas resistentes e, com isso, aumentar o indice de acertos e a

rapidez na escolha da terapéutica, principalmente nos casos em que as decisdes pelos principios

ativos sdo urgentes.

2. Materiais e Métodos

2.1 Antimicrobianos

Foram utilizados antimicrobianos das classes das Fluorquinolonas (Enrofloxacina),
Tetraciclina (Oxitetraciclina), Aminoglicosideos (Gentamicina), B-lactamicos (Cefalexina e
Ampicilina) e Sulfonamida associada a diaminopirimidina (Sulfametoxazol/trimetoprim).
Todos os agentes antimicrobianos (p6 puro) foram comprados da Sigma-Aldrich, exceto a

cefalexina (Aurobindo) e a gentamicina, solu¢ao padrao liquida obtida da Gibco.

2.2 Preparo das solug¢des dos antimicrobianos

As concentracdes de trabalho foram obtidas das concentragdes descritas na literatura
(Clinical & Laboratory Standards Institute - CLSI, 2013) a constar: ampicilina 10 pg/ml,
cefalexina 30  pg/ml, enrofloxacina 5 pg/ml, gentamicina 10  pg/ml,
sulfametoxazol/trimetoprim 23,75/1,25 pg/ml e tetraciclina 30 ug/ml. As solucdes de estoque
foram preparadas diluindo-se o soluto em 1 ml de 4gua ultrapura (exceto Enrofloxacina e
Sulfametoxazol/trimetoprim — soltiveis em etanol). Apos a solubiliza¢do, os compostos foram
filtrados em membrana estéril de 0,22 um (Sterile®) e diluidos em meio de cultura Luria-Bertani

(LB, Sigma-Aldrich).

2.3 Isolados e condigdes de cultivo

Foram utilizados isolados clinicos humanos de Escherichia coli que apresentaram perfil
de resisténcia frente as classes dos antimicrobianos descritas acima, previamente identificados
em um laboratorio clinico comercial. Os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade
antimicrobiana (TSA) por disco-difusdo, conforme preconizado na literatura (CLSI, 2014)!7 e

mantidos em meio de congelamento a -80°C at¢ a utilizagao.
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Uma cepa padrdo de E. coli (ATCC 25922, Newprov), sensivel a todas as classes de

antibioticos estudadas, também foi utilizada na padronizacao da técnica.

2.4 Avaliagdo da susceptibilidade aos antimicrobianos por citometria de fluxo

Foi realizado um cultivo dos isolados clinicos e da cepa padrio de E. coli em agar solido
LB durante 18-24 horas, a 37°C. Posteriormente, do cultivo primario, colonias foram
selecionadas e inoculadas em 20 ml de meio LB liquido, incubado a 37°C, sob agitagao (200
rpm). Ao atingir a fase exponencial tardia, densidade Optica de 0,5 (600nm), os indculos
bacterianos foram lavados trés vezes com solu¢do salina fosfatada estéril (PBS, pH 7,2), através
de sucessivas centrifugacdes a 4°C, durante 10 minutos, a 4000 rpm. Os pellets bacterianos
foram ressuspendidos em 1 ml de PBS e submetidos a contagem bacteriana total pela técnica
de citometria de fluxo.

A partir da quantificagdo por citometria (nimero de bactérias por ul), aliquotas em
duplicata contendo 10* bactérias/ml de meio LB liquido foram expostas aos antimicrobianos e
incubadas a 37°C, sob agitacdo (200 rpm). Apds o periodo de incubacdo (lh, 2h, 3h), as
suspensoes de trabalho foram entdo centrifugadas e lavadas trés vezes com PBS a 4°C, durante
5 minutos, a 4500 rpm. Os pellets bacterianos foram ressuspendidos em 200ul de PBS e
expostos a 5ul do fluorocromo iodeto de propideo (PI, I1mg/ml, Sigma-Aldrich), mantidos por
10 minutos, a 21°C, protegidos da luz. As bactérias foram entdo submetidas a avaliagdo da
viabilidade celular por citometria (“FACSVerse” Becton Dickinson — EUA), através da
aquisi¢do de 10.000 células para cada amostra. Na aquisi¢ao das amostras utilizou-se um painel
de duas cores: FITSC e Per-CP para o fluorocromo PI. A determinagdo da viabilidade
bacteriana baseou-se no conceito de que o marcador de 4acido nucléico PI € capaz de penetrar
membranas celulares danificadas, marcando o DNA celular e assim, diferenciando as
populagdes viaveis e inviaveis. Também foi estabelecido um ponto de corte baseado no controle
de células viaveis obtidos da contagem bacteriana inicial, eliminando ruidos e fluorescéncias
inespecificas.

Como controle do fluorocromo, foi utilizado um isolado tratado a 70°C por 30 minutos
e, em seguida, exposto ao PI (controle positivo, todas as cé€lulas invidveis) e um isolado sem

tratamento e exposto ao PI (controle negativo, células viaveis).

2.5 Contagem bacteriana em placa
A avaliacdo da sobrevivéncia da populagdo bacteriana apds a exposicdo aos

antimicrobianos foi realizada pelo método classico de contagem bacteriana em placas. As
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suspensdes de trabalho contendo o antimicrobiano e 10* bactérias/ml de meio LB liquido,
diluidas de forma seriada (107!, 102 e 10®), foram inoculadas em placas com meio de cultivo
LB, e incubadas a 37°C por 18-24 horas. Para cada isolado bacteriano e antimicrobiano foram
utilizados controles positivos (isolados ndo tratados) e controles negativos (somente meio de

cultivo LB).

3. Resultados e Discussao

As infec¢des microbianas sao uma ameaga constante a saude humana e animal. O uso
indiscriminado de antimicrobianos na clinica médica, agricultura e pecuaria estdo entre os
principais fatores que levam a resisténcia antimicrobiana®’. Neste ponto, a prevengio e o
tratamento das infec¢des de forma rapida e eficaz sdo primordiais, uma vez que, 0 Uso excessivo
dos antimicrobianos, quando nao baseado em evidencias cientificas, leva a um processo seletivo
de microrganismos resistentes, aumentando significativamente as taxas de morbidade e
mortalidade em hospitais no mundo todo*!'*!°. Consequentemente, é cada vez mais importante
a utilizacao correta e eficiente das ferramentas de avaliagao da susceptibilidade antimicrobiana,
bem como o desenvolvimento e aprimoramento de novos agentes antimicrobianos.

As principais técnicas utilizadas para avaliar a viabilidade bacteriana baseiam-se em
métodos indiretos, que avaliam o estado fisioldgico das células, sem qualquer indicagao da real

2021 " Portanto, torna-se necessario

capacidade das bactérias em crescer e se multiplicar
metodologias que permitam a marcacdo do material genético da célula, ou que avaliem o
potencial de membrana, indicadores de oxidacdo-redugdo ou sistema de genes reporteres’.

A integridade da membrana celular ¢ um critério utilizado na distin¢do entre células
vivas e mortas. Células vidveis, por natureza, apresentam as membranas intactas ou
impermeaveis, impedindo a entrada de corantes. Em contrapartida, células inviavesis,
apresentam as membranas permeabilizadas ou rompidas, permitindo assim a entrada destas
moléculas®®. Entretanto, podem ocorrer outras situacdes onde as células continuam com sua
membrana integra mas ndo se apresentam metabolicamente ativas. Além disso, ha casos em
que as células apresentam alteracdes na integridade da membrana, como nos casos de
ambientes nutricionais extremos e/ou durante o crescimento exponencial. E, nestes casos, tanto
o ambiente externo como o status fisiologico da célula influenciam na determinagdo da
viabilidade celular!>!%23,

A técnica de citometria de fluxo proporciona grandes possibilidades de quantificacao

bacteriana, principalmente quando associada com a utilizagdo de fluorocromos que
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seletivamente penetram células vidveis ou invidveis!'®. O iodeto de propidio (PI), por exemplo,
€ um corante que penetra somente em células com membranas danificadas e se intercala ao
material genético celular (DNA e RNA), tornando a célula fluorescente.. No entanto, o PI pode
se acumular em algumas espécies de bactérias ou em células bacterianas intactas durante a fase
de crescimento exponencial?®?.

Por outro lado, o fluorocromo SYTO9 (green fluorescent nucleic acid stain),
frequentemente utilizado na marcagao de proteinas totais, quando usado isoladamente, marca
todas as bactérias, incluindo as que apresentam membranas intactas (impermeaveis), bem como
naquelas danificadas (permedveis)®’. Assim, a associa¢do de mais de um fluorocromo, como o
SYTOY e PI permite um ganho significativo na eficdcia da técnica de citometria de fluxo para
a determinacdo da viabilidade celular. Neste caso, o PI age impedindo a acdo do SYTOO9,
penetrando assim, somente nas membranas danificadas, enquanto que o SYTO9 marca as
bactérias com membrana integra, permitindo uma melhor diferenciacdo entre as
populagdes!®-1820,

Neste trabalho, utilizamos a técnica de citometria de fluxo como uma alternativa na
determinagdo da susceptibilidade antimicrobiana. A viabilidade bacteriana foi analisada
utilizando apenas o corante PI, permitindo a segregacao das populagdes celulares vidveis e
inviaveis. Optamos pela utilizagdo do Pl uma vez que que, se comparados aos outros compostos
disponiveis, este se encontra disponivel na grande maioria dos laboratorios. Além do mais,
apresenta melhor custo-beneficio, considerando que estamos propondo uma ferramenta
alternativa para ser utilizada como suporte nos laboratdérios de microbiologia. Nosso ensaio
consiste em mensurar, em tempo real, a intensidade de fluorescéncia obtida pela exposicao de
isolados de E. coli susceptiveis e resistentes as diferentes classes de agentes antimicrobianos e,
posteriormente, coradas com PI. Assim, células tratadas com o antimicrobiano foram analisadas
por meio da alteragdo na integridade da membrana celular, utilizando-se como parametro o
aumento da intensidade de fluorescéncia promovido pela absor¢ao de PI.

Para padronizagao da técnica, utilizamos uma cepa padrao de E. coli (ATCC 25922),
sensivel a todos antimicrobianos testados. Os resultados da avaliagdao da susceptibilidade aos
antimicrobianos por citometria de fluxo foi monitorado em paralelo pela taxa de sobrevivéncia
bacteriana, utilizando o método classico de contagem em placas (figura 1).

Das seis classes de antimicrobianos avaliados neste trabalho, foi possivel a
determinag¢do da susceptibilidade antimicrobiana para a maioria (5/6) dos farmacos mais
utilizados na clinica médica. Com exce¢ao da cefalexina, foi possivel determinar a viabilidade

celular e sobrevivéncia bacteriana em apenas uma hora apds a exposi¢ao aos farmacos.
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Ao compararmos com as técnicas tradicionais comumente utilizadas na microbiologia
clinica para a determinacao da susceptibilidade antimicrobiana, a citometria de fluxo apresenta-
se como uma alternativa relativamente rapida, o que permitird qualificar a tomada de decisdo
da escolha do antimicrobiano por parte dos médicos, consequentemente reduzindo as taxas de
morbidade e mortalidade, bem como a resisténcia.

O controle positivo do fluorocromo realizado apds tratamento térmico do isolado
bacteriano (permeabilizacdo da membrana) e exposi¢do ao PI, apresentou 98,43% de marcagao,
indicando perfeito funcionamento do fluorocromo utilizado no estudo. Na contagem bacteriana
em placas, o controle negativo (meio de cultivo LB) ndo apresentou crescimento bacteriano,
garantindo a auséncia de contaminagdo dos meios utilizados. O controle positivo (isolados
bacterianos ndo tratados com antimicrobianos), apresentou crescimento bacteriano,
assegurando a viabilidade da cultura celular utilizada nos experimentos.

Em se tratando de células susceptiveis aos antimicrobianos, a citometria de fluxo, no
formato em que foi utilizada neste estudo, ndo substitui as ferramentas tradicionais ja utilizadas
ha décadas. Este fato pode ser observado pelos valores de sobrevivéncia obtidos apds o
tratamento com os antimicrobianos (Figura 1). Em uma hora de exposi¢ao das células
bacterianas aos antimicrobianos estudados detectamos, por meio da citometria de fluxo, uma
taxa de sobrevivéncia bacteriana entre 30 a 50%. Em contraste, quando as mesmas amostras
foram avaliadas através da contagem em placas, observamos um percentual de viabilidade
muito pequeno. Além disso, utilizando a citometria de fluxo foi possivel detectar um percentual
significativo de células vidveis mesmo apds 3 horas de exposi¢cdo aos antimicrobianos. No
entanto, ao se avaliar aliquotas destas mesmas células por meio da contagem bacteriana em
placas, ndo foi possivel detectar células cultivaveis (Figura 1).

Estes dados indicam que a utilizagdo de apenas um composto para a marcagao celular
ndo ¢ suficiente para considerar a citometria como uma técnica sensivel, sendo necesséario a
utilizagdo de outros fluorocromo, bem como periodos de incubagdo maiores'?. No presente
estudo, utilizamos apenas o PI, tendo em vista que nossa hipdtese inicial foi de que a utilizacdo
de apenas um marcador poderia ser suficiente para a metodologia proposta. De qualquer forma,
com os resultados obtidos neste estudo, esta clara a necessidade de utilizacdo de marcadores
fluorocromo alternativos, com outros mecanismos de a¢do, como exemplo do SYTO9
(impermeabilidade de membrana), do DiBAC4 (potencial de membrana), SYBR green e
acridine orange %1%,

Como o objetivo do nosso trabalho ndo foi avaliar a concordancia entre os métodos em

estudo, ndo realizamos os calculos das proporg¢des de concordancia (PC) e indice de kappa (k).
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Contudo, ao compararmos a técnica de citometria de fluxo com a contagem bacteriana em
placas, ¢ possivel observar que as mesmas nao possuem correlacao, ou seja, a citometria de
fluxo detecta uma viabilidade celular superior & contagem em placas. Isso se da pelo fato de
que existem subpopulagdes bacterianas viaveis, porém ndo cultivaveis, incapazes de formar
colonias em placas de agar. A confirmagdo da inibicao do crescimento depende tanto das taxas
de crescimento de cada isolado/espécie, como do antimicrobiano testado, pois ha diferencas de
comportamento entre cepas para o mesmo tratamento. Entretanto, o conhecimento sobre a
capacidade de proliferacao das células lesadas quando retornadas a um ambiente favoravel
ainda estd em debate!S. Além do mais, se observarmos a Figura 1, podemos verificar que a
viabilidade determinada pela técnica de contagem em placas apresenta uma redugdo constante
na taxa de sobrevivéncia em relagdo ao tempo. No caso da citometria de fluxo, esta constante
nas taxas de sobrevivéncia esta presente, ainda que com indices maiores, apenas para a
gentamicina, enrofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprim.

A citometria de fluxo ndo permitiu avaliar as células bacterianas ap6s a exposicao a
cefalexina. Acredita-se que, durante um tratamento antimicrobiano, a auséncia na detec¢ao de
uma populacao bacteriana pode estar relacionada ao fato de que células submetidas a lise severa
apresentam uma alteracdo nas cadeias de acidos nucleicos, impedindo que o fluorocromo
intercale as fitas, classificadas como populacdo de "células fantasmas", ou seja, células que se
aglomeraram e/ou formaram cadeias entrelagadas reduzindo a eficacia da coloragio!'®. Nossos
resultados também sugerem que o marcador utilizado (PI) ndo é capaz de marcar células
tratadas com cefalexina, indicando que ha necessidade de utilizagdo de outro fluorocromo,
como o DiBAC, para a marcagdo de bactérias tratadas com antimicrobianos da classe das
cefalosporinas'®. Outro fator importante poderia estar relacionado a atividade clinica do
farmaco ser mais efetiva para cocos Gram-positivos do que bacilos Gram-negativos, bactérias
alvo desse estudo 4%,

Contudo, ao analisarmos os isolados clinicos de E. coli resistentes aos antimicrobianos,
observamos que a citometria de fluxo apresenta resultados promissores como alternativa as
técnicas tradicionais. Na citometria de fluxo observamos uma taxa de viabilidade celular
superior a 90% nos trés periodos avaliados (Figura 2). Como esperado, quando submetidos a
contagem bacteriana em placas, os isolados apresentaram um crescimento exponencial,
partindo de 1x10* até 5x10° células.

A Figura 2 demonstra que a técnica de citometria de fluxo apresenta uma constante nos
indices de sobrevivéncia bacteriana em relagdo ao tempo. Ao compararmos com a técnica

tradicional de cultivo em placa, constatamos que a citometria de fluxo foi eficiente na
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determinacdo da sobrevivéncia dos isolados tratados com 5 antimicrobianos testados, com
excecdo da cefalexina, conforme descrito anteriormente. Contudo, se levarmos em
consideragdo a facilidade e o curto tempo de execucao proporcionado pela citometria de fluxo,
podemos inferir que a metodologia pode ser uma alternativa viavel para a determinacdo de
isolados resistentes nos laboratorios clinicos. Ao ponderarmos que o conhecimento sobre a
resisténcia bacteriana na clinica médica hospitalar ¢ fundamental, uma técnica que possibilite
esse diagnostico de forma rapida é crucial na sobrevida dos pacientes com infec¢des por
microrganismos multirresistentes, bem como nas medidas de controle de infec¢do relacionadas
a assisténcia na saude.

Por fim, com os resultados obtidos no presente trabalho, concluimos que, para a
citometria de fluxo ser ofertada como uma alternativa aquelas técnicas tradicionais de
determinagdo da susceptibilidade antimicrobiana, é necessario aprimorar o protocolo utilizado
neste estudo. Neste caso, ajustes pontuais e a utilizagdo de mais de um marcador, como o
SYTOY, sdo fundamentais. Entretanto, ¢ possivel afirmar que a citometria de fluxo, no
protocolo proposto, pode ser utilizada para a determinagdo e monitoramento de isolados
resistentes, proporcionando assim agilidade e eficacia no controle das infec¢des causadas por

microrganismos multirresistentes.
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Figura 1. Taxa de sobrevivéncia de E. coli (ATCC 25922) exposta a diferentes antimicrobianos
(A - E) e analisadas por citometria de fluxo e contagem bacteriana em placas. O percentual de
sobrevivéncia, representado pelas figuras a esquerda, foi avaliado anteriormente a exposicao
(Oh) e apds exposicao (1h, 2h e 3h) por meio de citometria de fluxo e contagem bacteriana em
placas. As figuras a direita representam o scartegrama da contagem bacteriana nas amostras por
citometria de fluxo. O quadrante inferior esquerdo representa a subpopulagao de células viaveis
(n2o marcadas pelo PI), enquanto que o quadrante superior esquerdo representa a subpopulagao

de células ndo vidveis (marcadas pelo PI).

Figura 2. Avaliagdo do crescimento de E. coli resistente aos antimicrobianos por meio da
técnica de citometria de fluxo e contagem em placas. O nimero absoluto de bactérias,
representado pelas figuras a esquerda, foi determinado anteriormente a exposicao (Oh) e apos a
exposicao (1h, 2h e 3h). O scartegrama apresentado na coluna a esquerda demonstra a contagem
bacteriana por citometria de fluxo. O quadrante inferior esquerdo representa a subpopulacao de
células viaveis (ndo marcadas pelo PI), enquanto que o quadrante superior esquerdo representa

a subpopulagdo de células ndo viaveis (marcadas pelo PI).
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4. CONCLUSOES

Com a realizacdo deste estudo, verificamos que a técnica proposta apresentou boas
perspectivas para a determinacao da susceptibilidade antimicrobiana. Entretanto, mais estudos
e avaliagdes serdo necessarias para que a CF possa ser utilizada como uma ferramenta na
microbiologia clinica, especialmente nos testes de sensibilidade aos antimicrobianos.

Acreditamos que, nesse ponto especifico, a utilizacdo de mais de um fluorocromo,
concomitantemente, possibilitaria ampliar o espectro de marcacdo nas diferentes populagdes
bacterianas. Contudo, o método apresentado mostrou ser capaz de distinguir os isolados
resistentes com precisdo ja na primeira hora de incubacgao, e podera ter uma aplicacao pratica
para os casos de infec¢des por microrganismos multirresistentes, fornecendo resultados validos
em tempo util.

Nossos resultados apontaram que esse protocolo nao é capaz de ser utilizado para a
cefalexina, onde ndo foi possivel detectar a fluorescéncia das células bacterianas,
provavelmente resultado do intumescimento ou lise celular, que impediu a agdo do

fluorocromo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nos ultimos anos, devido ao constante surgimento de cepas bacterianas
multirresistentes, bem como a reducdo de alternativas terapéuticas para o controle de algumas
infec¢des, vem surgindo um crescente interesse na pesquisa ¢ desenvolvimento de novos
métodos de triagem e avaliagdo de atividade antimicrobiana, bem como o desenvolvimento de
novos farmacos. Ferramentas que visem a detec¢do da susceptibiliade antimicrobiana em tempo
real ndo s6 ajudardo a salvar vidas, mas também tém o potencial de conduzir a antibioticoterapia
precisa no inicio da doenca, potencialmente retardando a evolucdo da resisténcia aos
antibioticos

Neste sentido, a técnica de citometria de fluxo vem sendo avaliada como uma alternativa
segura e eficaz para a determinagdo da sensibilidade antimicrobiana. Ainda que os resultados
obtidos até o presente momento estejam em nivel experimental, decorrente da necessidade de
equipamentos especificos e com operadores qualificados, a técnica apresenta boas perspectivas
de utilizacao.

Este novo ensaio de citometria de fluxo ¢ um método promissor, que pode ser usado no
laboratério de microbiologia clinica durante a rotina diaria. Além disso, reduz o tempo de espera
para os resultados e demonstrou precisdo em identificar prontamente isolados resistentes aos
antimicrobianos, o que pode despontar como uma solugcdo para o diagnéstico de cepas
produtoras de enzimas como as carbapenemases, oxacilinases ¢ ESBL, cuja emergéncia pode
representar uma ameaga para os pacientes hospitalares e a comunidade em geral.

Por fim, nossas perspectivas sdo que com os resultados obtidos neste estudo possamos
ajustar a técnica para a utilizacdo como uma ferramenta alternativa, rdpida e segura na

determinagao de isolados multirresistentes.
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