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1. Diagnostico das doencas infecciosas — Os Laboratorios

Os laboratorios de microbiologia clinica devem
identificar os patégenos com seguranca, rapidez e
eficiéncia.

O microbiologista clinico, para a identificacdo dos

Ha “Normas de segurancga para laboratérios de microbiologia” ,

Os laboratorios séo classificados de acordo com seu potencial de
contencao, do menor para o maior, por meio do seu Nivel de
BioSseguranca (NBS), sendo designados:

NBS-1, NBS-2, NBS-3 e NBS-4

patdgenos, examina as amostras dos pacientes utilizando:
- Coleta,
- Observacéo direta,
- Cultura,
- Provas Bioquimicas,
- Ensaios imunoldégicos,
- Ferramentas moleculares:
- Baseadas em analise de DNA

- Baseadas em analise de proteina.

A identificacdo dos patdgenos guia o controle da infeccgao,
identificando farmacos antimicrobianos especificos que
agem contra para o patdgeno em questao. aboratério
m labor
rtamento de Microbiologia do |ICB/ L\Jg?: fiTngntado e esta
O Depa uranca equivalente ao N S4. ologista). Este € um
% B|o?e§ 50 do Prof. Edson Durigon (V‘roa go\aboragéo com o
po a;’r!l:) ge referéncia naciona
laborato CDC de At

| e tem diret
lanta/EUA.

CDC/PHIL, Jim Gathany

Figura 27.1 Um profissional em um laboratério NBS-4 (nivel de
biosseguranca 4). NBS-4 corresponde ao maior nivel de controle bioldgico,
oferecendo ao profissional maior seguranca e maior contencéo do patogeno.
0 profissional usa uma vestimenta totalmente selada, adaptada com um dis-
positivo para fornecimento de ar externo e um sistema de ventilacdo. Valvulas
de ar controlam todos os acessos ao laboratorio. Todo o material que deixa o
laboratdrio é autoclavado ou descontaminado quimicamente.




1. Diagnostico das doencas infecciosas — Os Laboratorios

Certificado de Qualidade em Biosseguranca

TODOS os laboratérios do ICB possuem certificacdo perante uma
Comissédo Interna de Biosseguranca (CIBio), de acordo com a Legislagcéo
Nacional. A maioria esta entre os niveis NBS-1 e NBS-2.

O ICB/USP possuiu 2 Laboratérios com muito maior
Biosseguranca.

nivel de

Num deles estdo sendo realizadas pesquisas com virus altamente
patogénicos, como: Zika, Chikungunya, COVID-19, entre outros.

O Dr. Edison Luiz Durigon € professor de Virologia e coordenador do
Laboratério BSL3+ (equivalente ao NBS4) do Departamento de Microbiologia
ICB./USP: “Os laboratorios que vao fazer o diagnostico precisam de um
controle para dizer que o teste funciona, isto €, de uma amostra que dé
positivo”.

A importacdo de amostras da Europa e dos Estados Unidos para ser
empregada como controle positivo encarece muito o diagnéstico.

“Enviar o virus por correio é muito complicado, entdo o que mandam é um
RNA sintético. (Porém), sO o transporte custa por volta de R$ 12 a 14 mil,
segundo a ultima cotacdo que fizemos”.

Entdo, conseguiram isolar e cultivar em laboratério o coronavirus SARS-
CoV-2, virus causador da doenca covid-19.

Em 2021, apenas quatro laboratérios da rede publica estavam fazendo
os testes: Instituto Adolfo Lutz, em S&o Paulo; Instituto Evandro Chagas, no
Para; Fiocruz, no Rio de Janeiro; e o Laboratorio Central de Goiés.

Veja a matéria na integra:

USP cultiva amostra de coronavirus em laboratério para
distribuir arede de saude

N\
1/

O Departamento de Microbiologia do ICB/USP tem um
laboratorio BSL3+ (equivalente ao NBS4). Ele foi montado e
esta sob a direcao do Prof. Edson Durigon (virologista). Este é
um laboratorio de referéncia nacional e tem direta colaboracéo
com o CDC de Atlanta/EUA.

d

http://www.jornaldocampus.usp.br/index.php/2020/03/coronavirus-e-

cultivado-em-laboratorio/



https://jornal.usp.br/ciencias/ciencias-da-saude/usp-cultiva-amostra-de-coronavirus-em-laboratorio-para-distribuir-a-rede-de-saude/
https://jornal.usp.br/ciencias/ciencias-da-saude/usp-cultiva-amostra-de-coronavirus-em-laboratorio-para-distribuir-a-rede-de-saude/
http://www.jornaldocampus.usp.br/index.php/2020/03/coronavirus-e-cultivado-em-laboratorio/
http://www.jornaldocampus.usp.br/index.php/2020/03/coronavirus-e-cultivado-em-laboratorio/

Emprego de Microrganismos na Industria Farmacéutica

1. Diagndstico das doencas infecciosas — Os Tipos de Analises



Diagnostico das infeccoes

Importancia:

O diagnoéstico precoce de uma infeccao bacteriana € fundamental para assegurar o seu
tratamento imediato. Uma infeccéo bacteriana é por vezes dificil de distinguir de uma
infeccao viral.

Contudo, regra geral, as infeccdes bacterianas tém tendéncia para provocar mais febre (por
vezes atingem os 41°C) e provocam um aumento maior do namero de globulos brancos.

Para o isolamento e identificacdo de bactérias patogénicas podem ser coletadas amostras
diretamente de: sangue, expectoracdo, urina, fezes, muco, pus, secrecdes da parte
anatomica afetada.

Se uma infeccdo pulmonar é suspeita, 0 médico pode pedir um raio-X ou fazer uma
biopsia, retirada de células de uma area infectada para ser examinada.

Se houver suspeita de meningite, pode ser feita puncdo lombar, utilizando uma agulha
para obter uma amostra do fluido espinhal para teste.

Se houver suspeita de hanseniase (lepra) material do I6bulo da orelha podera ser coletado,
e apos coloracdo submetido a exame microscopico (ver adiante).

Comunicacéao entre
Médico e Laboratorio:

- O diagnéstico pode levar
dias ou até semanas.
Assim, o0 médico deve
notificar o  diagndstico
presuntivo (tipo de infeccao
ou agente infeccioso
suspeito)

- As amostras devem ser
adequadamente rotuladas
(dados clinicos, nome
paciente, nome do médico)
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1. Diagndstico das doencas infecciosas — Os tipos de Analises

IRAS : O microbiologista clinico, para a identificagdo dos patégenos, examina as amostras dos pacientes
- utilizando:

As “Infecgoes Hospitalares” que também eram chamadas de ou “Infecgdes nosocomiais” (nosocomium, do latim

“hospital’) passaram a ser combatidas de forma sistematica nos paises desenvolvidos e, desde meados da década de - Sequencia possivel de procedimentos:

1990, este termo foi substituido por “INfecgoes Relacionadas a Assisténcia em Saude”

(l RAS) Pesquisa por anticorpos ou

antigenos utilizando as técnicas
de aglutinacao, imunofluores-

IRAS sdo infecgdes locais ou sistémicas adquiridas por um paciente (ou por um profissional de saude) em uma e A s s

unidade de salde durante a sua estadia na instalagdo. As IRAS causam significativa morbidade* e mortalidade*. Ensaios o el ra
. s el i T 2 : g imunolégicos mostra eteccdo do anticorpo
Flgur'ei 5 Distribuicao percen.tual dos microrganismos notificados como age RT = 9 do sangue— contra o patGgeno suspeito
etiologicos de IPCSL emn pacientes hospitalizados em UT| adulto. Brasil, 2017

) ) Paciente Microbiologia
TIPO DE UTI @ UTI adulto @UTI necnatal @UTI pedidtrica (com suspeita Outros Amostras: sangue, dependente de cultivo
de doenga ehaaios fezes, urina, biopsia de Enriquecimento s> solamento s dentificagdo
infecciosa) tecido, swab de mucosa. : -
Staphvlococous co 35 Uso de meio Cultura Uso de ensaios
e L - o enriquecido ou pura dependentes
Klebsiella pneuma... B'o:og'? diferencial de cultivo,
molecular ou biogquimicos,
Staphylococcous au imunologia imunologicos,

ou moleculares
Candida spp.

Ensaios antigénicos Ensaios moleculares

rsaudomonas Ser . . . . i il
Pseudomonas aer.. Pesquisa de antigenos microbianos ou virais utili-

zando anticorpos fluorescentes, EIA, entre outros.

Pesquisa por genes patogénicos
por meio de amplificacdo génica.

enterobacter spp

Figura 27.3  Identificacéo laboratorial de patdgenos microbianos. O fluograma apresenta vias alternativas para a identificagéo de patégenos ou d
exposicao a patogenos em um laboratorio clinico.

Escherichia coli
Serratia spp. ) - Coleta )
Cutras enterobact h g (10 passo)
0 D 20 30 40
Fonte: GYIMS/GGTES/ANVYISA, 2017,
Fonte: Agéncia Nacional de Vigilancia sanitaria (ANVISA)
Obs: *morbidade: Taxa de portadores de determinada doenga em relagao a populagao estudada, em determinado local @) (b) ©)
e determinado momento; i
*mortalidade: Numero de individuos que morreram num determinado intervalo de tempo, em decorréncia de Figura 27.4 WMétodos de obtencio de espécimes a partir do trato res-
uma determinada doenga. piratério superior. (a) Swab de garganta. (b) Swab nasofaringeo aplicado por
meio do nariz. (¢) Swab no interior do nariz.



https://app.powerbi.com/view?r=eyJrIjoiZTFiOGRhOTYtYzZjOS00NmZmLWE5MWUtN2RkNDhiZGJiOGE1IiwidCI6ImI2N2FmMjNmLWMzZjMtNGQzNS04MGM3LWI3MDg1ZjVlZGQ4MSJ9
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1. Diagndstico das doencas infecciosas — Os tipos de Analises

O microbiologista clinico, para a
identificacdo dos patdogenos, examina as
amostras dos pacientes utilizando:

- Coleta,

- Observacao direta,

- Cultura,

- Provas bioguimicas,

- Ensaios imunologicos, e

- Ferramentas moleculares:
- Baseadas em analise de DNA
- Baseadas em analise de proteina.
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Diagnostico das infecgoes

..  Coletade Amostra:

o Utilizar apenas equipamentos esterilizados e procedimentos que evitem contaminacao
o Quantidade deve ser adequada

« Deve serrealizada ANTES do inicio de antibidticoterapia

« Amostra deve ser representativa do processo infeccioso, exs:
- Escarro — e ndo saliva
- Pus da les&o — e nao do trato fistuloso
- Swab da porcéo profunda da ferida — e ndo da superficie

« A amostra deve ser levada o mais rapido possivel para o lab analises, podendo ser utilizado meios especiais de transporte

« O tipo de amostra deve corresponder ao quadro clinico. Na auséncia de sinais ou sintomas que indiquem a localizacao,
deve ser coletados para cultura: Sangue, Urina.

5 Deve ser considerado:

- Colela de sitio normalmente estéril (sangue, liquido cefalorraquidiano, liquido articular, cavidade pleural): Qualquer
achado é significativo

- Coleta de sitio com Microbiota normal do corpo humano: Considerar as alteragoes



Diagnostico das infeccoes
- Observacao direta:

ApoOs a coleta, as amostras sdo Coradas e visualizadas ao
Microscopio optico (M.O.) para identificacdo da morfologia e da reacao a
“Coloracao de Gram”.

Na grande maioria dos casos, isto permite ja classificar a bactéria em um dos
tipos:

- Bacilo Gram-negativo,

- Bacilo Gram-positivo,

- Coco Gram-positivo, ou

- Coco Gram-negativo.

Em alguns casos, sao realizadas coloragbes especiais, como ocorre com
amostras coletadas de

- escarro de pacientes com suspeita de TB ou de
- |obulo de orelha pacientes com suspeita de Hanseniase,

ocasioes em que o método de coloracao que € empregado € a “Coloracao de
Ziehl-Neelsen”




- Observacao direta:

Coloracao e Microscopia Optica

Pode permitir o diagndstico presuntivo de alguns GENEROS bacterianos
Principais técnicas:
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Coloracédo de Gram (abaixo exemplos):
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Escherichia coli Clostridium tetani Staphylococcus aureus Streptococcus pyogenes Neisseria gonohrroeae
(bacilo Gram-negativo) (bacilo Gram-positivo) (coco Gram-positivo) (coco Gram-positivo) (coco Gram-negativo)
- Coloracao de Ziehl-Neelsen
= M T Mycobacterium leprae
‘é"', 5!! "."‘_‘ > - Laboratory diagnosis -
A o ‘3 . c . £ X B ot \ 7
‘_._ - A Wy ‘ _Z'élrg:;ep?fgn biopsy, skin Q o g
» \ : ' "*‘ - . . = Nasalexu(::late )
. X N Mycobacterium tuberculosis i ZiehNeeisen staned
» - (coletado de escarro)
-

accumulated in {
intracellular, encapsulated

globular masses - “leprosy

ﬂ

globi” - in lepromatous
leprosy

Mycobacterium leprae (coletado do
I6bulo da orelha)

* (Cultivation — not applicable)

- Microscopia de Campo escuro

Leptospira interrogans

Treponema pallidum




A coloracao de Ziehl-Neelsen

Mycobacterium leprae
- Laboratory diagnosis -
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Exemplo de Diagndstico que pode ser obtido
por observacao direta
de extrema importancia:

. WP

— skin lesion biopsy, skin
scrapping

5 ) ; ; ~ Nasal exudate v
A coloragao de Ziehl-Neelsen e um ‘metodo + Microscopy: . ’!
usado para pesquisa de micobactérias em ~ ZiehkNeelsen stained L . ', -
diferentes matérias clinicos, sendo grande o seu :’C“Cif:;u?;"gdf?ﬁt bacill, s
valor diagnostico de: intracellular, encapsulated
- Tuberculose e globular masses - “leprosy

. globl" - in lepromatous

- Hanseniase leprosy

* (Cultivation - not applicable)

® Diagnostico: Hanseniase (Lepra):

O encontro de bactérias deste género nas
secrecOes nasais ou no sangue colhido
no Iobulo da orelha praticamente
confirmam o diagnaostico clinico da lepra.

® Diagnostico: Tuberculose (TB):

A presenca de bacilos alcool-acido-
resistente no escarro e fortemente
sugestiva de tuberculose pulmonar.




Diagnostico das infeccoes

- Cultivo

A amostra € semeada em Meio de Cultura sdlido, para a obtencdo de
colénias isoladas que permitiram sua futura identificacao.

ﬁ /% - Exemplo: cultivo em
. x Meio de Cultura Agar sangue
e ¢

- Observacao direta:

Apds os g 3
dados Obtidos — s ” E utilizado para o cultivo da maioria
da observagio de S das bactérias de interesse clinico
il S Gram-positivas e Gram-negativas, de
Syl =————w : /
ldaminas coradas % Cj? Y modo geral.
ao M.O. estarem \ T oo v
disponiveis, S = o , y
é realizada o Cultivo em Figura: Etapas da Semeadura por | e) flambar novamente,
. esgotamento em meio Sélido: :
Meio de Cultura adequado. g f) esfiar a alca numa parte do
a) Flambar a alca de platina, meio solido sem bactérias e a
esperar esfriar proximo a chama, partir de um ponto ja semeado,
b) Abrir cuidadosamente a Cultura | distribuir o material na placa,
bacteriana, ] , o
_ _ f), g) repita a operacéo e), f) Contém entre 3 a 5% de sangue
&) Liinee Uy & EleE €l g 72, fazendo estrias no restante da de carneiro desfibrinado.
cultura bacteriana, S
d) Com a alca de platina, Ele ] € muito empregado
delicadamente, semear na placa de es_peualme_nte para o Cu!tl\_/O de
Petri, conforme indicado no Ao final, flambar novamente a mlqrorganlsmos . fastidiosos
desenho, alca de platina (exigentes) tais como.

estreptococos, pneumococos e
Meningococos.




- Cultivo - Meios de Cultura mais comuns
empregados para o Isolamento de bactérias Gram-negativas:

Meio Agar sangue o
E utilizado para o cultivo da maioria das bactérias de Meio Agar MacCon key

interesse clinico Gram-positivas e Gram-negativas de

modo geral. E empregado como auxiliar na identificacdo de

Enterobactérias, bacilos Gram-negativos (BGN):

E um meio de cultura:

- Diferencial (contém o agucar lactose, cuja
fermentacao resulta na alteracao do indicador de pH
vermelho neutro: rosa -> vermelho; ndo Escherichia coli Salmonella ou
fermentadoras: rosa ->branco devido alcalinizacao (lac?) Shigella (IaC')
do meio), e € também .. .

- Seletivo (contém sais biliares, que inibe o

° i crescimento de varias bactérias Gram-positivas)

ixed-culture of Salmonella sp. and Escherchia coli on XLD ( \v\%w lysine deoxycholate) Agar

Meio Agar Chocolate

E utilizado para o cultivo da de algumas bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas que sejam sensiveis a fatores Ag ar Th ayer-Martin chocolate
antibacterianos presentes no sangue, como:

- Neisseria,

- Haemophilus E derivado de Meio Agar chocolate e contem adicionado
antibioticos (vancomicina, colistina e trimetoprim). Permite

o0 bom crescimento de:

- Neisseria gonorrhoeae
- Neisseria meningitidis




- Cultivo - Meios de Cultura mais comuns
empregados para o Isolamento de bactérias Gram-positivas:

Meio Agar sangue Agar Manitol Salgado

E utilizado para o cultivo da maioria das bactérias de E empregado para o isolamento de Staphylococcus de amostras clinicas.
interesse clinico Gram-positivas e Gram-negativas de
modo geral.

Agar sangue de carneiro a 5,0%

Tipos de hemdlise (alfa, beta e

gama) E empregado para o isolamento de Staphylococcus Staphylococcus

de amostras clinicas. epidermidis
E um meio de cultura:

- Seletivo (contem 7,5% de NaCl, que inibe o
crescimento de varias bactérias)

e é também

- Diferencial (contém o acucar manitol, cuja
E empregado para identificar o padrdo de hemolise de fermentacao resulta na alterac&o do indicador de
bactérias do género Streptococcus: pH vermelho de fenol:
de vermelho -> para amarelo
— o—hemdlise (Parcial)) como S. viridans e S.
pneumoniae; (S. aureus: meio amarelo)
(S. epidermidis e outros: meio vermelho)
- B-hemolise (Total), como S. pyogenes e S.
agalactiae;

[« = 8 & |

Staphylococcus

— y-hemodlise (Ausente) como S. difficile
aureus



- Cultivo - Meios de Cultura mais comuns
empregados para o Isolamento de micobactérias:

- Lowestain-Jenssen

E empregado para cultivo de
bactérias do Género
Mycobacterium, que tém
crescimento muito lento,

Contém:

- Gema de ovo, para
suprimento de lipideos
necessarios para a sintese de
parede celular bacteriana, e

BRI - TESTE OF SERSIER IS

- Antimicrobianos, para impedir
crescimento de contaminantes



Cultivo - de bactérias anaerobias:

V4

E necessario que o cultivo seja realizado em condi¢cdes de anaerobiose

Parcial ou | ___Total _

Jarra de Anaerobiose (com gerador de CO,) - '. -
Laboratério da Profa. Elisabete Vicente ICB/IIUSP Camara de Ana&g)rtz:li(;sl\eﬂ gg:‘l gé)/lll_ta}g%ratorlo <6l [FlRIE:

Meio Tioglicolato de sodio

. _ L Bactérias cultivadas em caldo Tioglicolato de sédio:
E um meio de Cultura liquido

especial para cultivo de bactérias
anaerodbias.

A) Pseudomonas (aerdbia estrita);
B) Escherichia coli (aerdbia facultativa

C) Clostridium sp. (anaerobia estrita)



Diagnostico

- Cultivo - Antibiograma

O antibiograma
€ um teste que permite a verificacao in vitro da sensibilidade de uma bactéria a
varios antibiéticos. Este método foi desenvolvido por Kirby-Bauer. A sensibilidade
€ demonstrada pela zona ou halo de inibigdo de crescimento que se forma ao
redor do disco de antibidtico.

O tamanho do diametro do halo de sensibilidade ¢ medido em mm e é
analisado frente aos valores de um padrao em uma Tabela fornecida pelo
fabricante dos antibiéticos em analise (Tabela 1). Este procedimento permite se
saber se a bactéria é: Sensivel, apresenta Sensibilidade Intermediaria, ou é
Resistente ao antibidtico presente no disco.

O antibiograma € uma técnica fundamental, pois permite a escolha do
antimicrobiano apropriado para o controle de infe¢cdes bactérias. Assim, tem como
objetivo determinar a sensibilidade aos antibiéticos da bactéria em analise

causadora da infecéao.

Antibiograma:

-Oqueé!

- Para que serve !

- Como é realizado!

Quando é importante

ser realizado!

ApOs o cultivo da
bactéria,
Com auxilio de uma
régua,

é feita a leitura

do
diametro do halo de
inibicao de
crescimento.

Os valores séo
analisados em
referéncia aos de da
Tabela Padrao
fornecida pelo
fabricante dos discos
de antibibticos.




Diagndstico
- Provas Bioquimicas

Provas Bioguimicas séo empregadas para Identificacao do
Género e da Espécie bacteriana.

Apo6s andlise ao M.O. e cultivo em meio de cultura solido,

colbnias das bactérias isoladas sdo submetidas a uma série de cultivos,
que permitem a analise de sua resposta metabdlica (Provas Bioquimicas).

Provas bioquimicas empregadas para 18 "ﬂ I O 0 LL (1 Provas bioquimicas empregadas para identificacéo de
i ifi 3 21 1E] | TETEM-IM -
identificacao de —— l %] 13} | fd | |l | iz ( ’; El cocos Gram-positivos (CGP)
bacilos Gram-negativos (BGN) d: ‘" : ;-‘_:’ ‘:* ey Uk Hg
S i H Rt
S E i R LI WE B LS
CHEGEGEGEE B E ROECETHT
" j 5 1= T f .[ i ’ LJ' 5"14:;. -] 2 Esquema de ldentificagao (Resumo)
£ 3]s 2
J : g ) # " - : : ) A g Nota: Strep. viridans é
. > g : R B > {; = b ] LB E; 8 4 COCOS GRAM POSITIVOS alfa hemolitico e
}’ .3 L : ? ¥ ; 3 -C‘: £ g M E " _E negativo para todos os
: g )« g. i ":;' ’; é .E: E;‘ é -é g :: ‘;; 3 Catalase testes abaixo
LEGENDA (=) _
£ G005 (o] JGAS 1) * JSACARDAEE) 7§ LTI [ MO0 WATRRADD Staphylococcus (cachos) Streptococcus (pares & cadeias)

B GCOSE A M S 1l T AA SR

it Tdrm s earemens a0

SO (el

s (motamams

Forte Manusl BERGEY 8% adgdo)

£ = . Coagulase Hemélise
DIFERENCIACAO BioQuiMmiCcA DE ENTEROBACTERIAS / \ |
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Diagndstico
- Analises Sorologicas

Apos terem sido realizadas as Provas Bioguimicas, em alguns casos, sdo empregadas Analises soroldgicas, para obter mais informacdes sobre a espécie bacteriana.
Muitas vezes este tipo de analise é empregada para identificar a origem (Fonte) da bactéria causadora da doenca (casos de multiplos casos como epidemias), ou para se
obter mais informagdes sobre a os determinantes de viruléncia da bactéria.

v Reacao de Aglutinacédo e v ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
Preci pltagao E um Ensaio Imunoenzimatico:
uma enzima é covalentemente (4
Iigadaa um anrgano anticorpo ﬁ\r"‘—-_/ '—-/\(
anticorpo ‘ I =
especifico
5) Leitura do resultado: qug reconhece r' 0 o o 0 r — I-I 6 0 o orl
| um antigeno alvo. ETAPA 1 ada ETAPA 2
e = t— TF &
1 ' : Caso ocorra esse . e
T ezl ird rom AARA . aaRi |2
‘ a enzima ira reagir
com um substrato incolor para I-l Q 29 rl rl KK 6rI | Q |
— Um resultado positivo é indicado por uma aglutinacdo produzir um produto colorido ETAPA 3 ETAPA 4 ETAPA 5
visivel (aglomeragdo dos eritrocitos na placa teste), como
ilustrado acima.

~ /

v Pesquisa de hipersensibilidade tardia

Veja mais
na prox.




Diagndstico

ELISA (Enzyme-linked immunosorbent Assay)

ELISA é uma técnica imunoenzimatica (também considerada sorolégica) de
grande valor diagnostico, muito empregada nos dias atuais.

Pode ser usada para dosagem de Anticorpos no soro do paciente, particularmente importante em dois casos:

v Pesquisa de bactérias nao cultivaveis in vitro, como:

- Riguétsias,
- Algumas bactérias que causam DST

Para esta finalidade, € necessario que o nivel de anticorpos especificos seja dosada:
No inicio (antes do inicio da antibidticoterapia) e
Apos duas semanas da doenca, para se verificar a ocorréncia de aumento nos titulos séricos.

v Pesquisa de Exotoxinas microbianas circulantes no sangue e soro do paciente.



Diagndstico

Testes com Biologia Molecular

Quando é importante:

O PCR (Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase) é uma
técnica cuja analise de que impde custos/amostra maiores,
pois envolve pessoal técnico altamente treinado,
equipamentos (Termociclador ou “Equipamento de PCR”),
Analise em géis de agarose e itens de consumo especiais.

E particularmente MUITO importante, pois

permite a deteccao de patégenos em geral (bactérias,
virus, fungos) isolados ou diretamente em material clinico, a
partir de pequenas quantidades de amostras de DNA
Como ocorre nos casos de:

- Infecgoes virais (Ex. Covid-19)
- Bidpsias,

- Mycobacterium tuberculosis (TB)— casos de diagnéstico
tradicional duvidoso,

- Esperma, pele, foliculos pilosos encontrados em cenas de
crime.

DENTIFIC!

ACAO BACTERIANA - PCR

|
A £ S ‘r. A VA

Region of
interest

Template

DNA strands

Nascent
DNA strands

Istcycle —»  2nd cycle —  3rdcycle —» 4thcycle --------- » 30th cycle

2% = 8 copies

5
E T TTTTT T T
<3-Jijjlllll!lJJ111J115-

5 Y peiaiik
)«"Illlllllr‘ ITTTTTTT®  Extension
3 _L_L__\_nLJ‘\(_,L_iM LL-LJ-J 5 Polymerase extends
primer to form nascent

g .
'111111111111111]111" Denaturation

3d g4181889883 888081198~ to separate DNA strands

5

S S S

3

¥

l 98°C

Temperature is increased

5

l 4810 72°C

v A Ii
l]llllll]]]llll]]l]'} I 5o

: 3 5 Temperature is decreased
Primer 3 Primer to allow primers to base

pair to complementary

DNA template

6810 72°C

7-]-_‘_ TSy DNA strand

11113111116 @‘bxlllnlﬁr‘()\

|

231 = 2 billion copies

Exponential
Amplification

BIIHH 114
2% = 16 copies
Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially

27 = 32 coples

Obs: O PCR pode também ser empregado
para diagnostico de doencgas nao infeciosas



Diagndstico automatico
A. De Bactérias
- Ex1: Sistema BACTEC da Empresa BD
Cada kit contém 20 painéis e 20 tubos com fluido para preparacéo da suspensao bacteriana a ser inoculada nos

painéis de maneira rapida e segura. Os substratos sdo degradados pelos microrganismos submetidos ao teste, o

gue resulta em alteracdo do pH do meio e mudanca da coloracdo dos substratos. A leitura dos resultados é
visual e a identificacao é realizada utilizando-se o software Crystal Mind.
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Diagnostico automatico

B. De Bactérias

Ex2: MALDI-TOF (Facil execucéao)— Fabricante bioMérieux
(“Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight”)
(Matrix Assistida de Tempo-de-voo de dessorcao de lonizacao a Laser)

1 — Preparacdo da Amostra

- Depositar o0 microrganismo na lamina
- Adicionar a lista para usar a solucao de matriz

2 — Inserir a Amostra
Inserir a lamina no sistema VITEK e os resultados surgem em minutos

Fundamentacéo da Técnica:

Emprega Espectrometria de massa (MS) - técnica
analitica usada para determinar a composi¢édo elementar
de uma amostra.

O principio € o MS por ionizagdo quimica dos
compostos para gerar moléculas carregadas e
determinar a propor¢cao em massa /carga.

O equipamento examina e compara 0 padrao de
proteinas diretamente a partir de bactérias intactas, e

vem com uma extensa base de dados de padrbes de
inimeras bactérias e fungos de importancia clinica.

O padrdo da amostra é comparado pelo software e o
equipamento emite o resultado com o nome (mais
provavel) da bactéria analisada.



Diagndstico automatico

C. De Antigenos bacterianos

O teste também pode ser realizado para deteccdo direta
e gualitativa dos antigenos de Streptococcus grupo B em
fluido cerebrospinal e soro, além da confirmacdo e
agrupamento sorolégico a partir de colénias suspeitas de:

- H. influenzae tipo b,

- S. pneumoniae,

- Streptococcus grupo B,

- N. meningitidis grupos A/Y, B ou C/W135.

A aglutinacdo visivel positiva ocorre quando uma amostra
contendo qualquer um desses antigenos bacterianos reage
com as particulas de latex recobertas com 0s respectivos
anticorpos.

Obs: Testes de aglutinagcdo em latex ndo se destinam a
substituir a cultura bacteriana. O diagnostico de confirmagao de
uma meningite bacteriana so é possivel com os procedimentos
de cultura apropriados.

Exemplo:

BD Directigen™ Meningitis Combo Test Kit
Catalog # 252360

O kit BD Directigen™ Meningitis Combo Test é um teste
presuntivo de aglutinacao em latex para deteccao direta
e qualitativa de antigenos de H. Influenzae tipo b, S.
pneumoniae, N. meningitidis grupos A, B, C, Y ou W135
e Escherichia coli K1 em fluido cerebrospinal (CSF), soro ou
urina.
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2. Producao de Compostos Farmacologicamente Ativos

Instituto de Ciéncias Biomédicas /

noe Antimicrobianos: antibioticos e antivirais
Empregados no diagnostico de doencas
Medicamentos para tratamento
Vitaminas, hormonios

Profa. Elisabete

Vicente
bevicent@usp.br




Desenvolvimento da “Producéo do Antibiotico Penicilina continuagao 2/3)

Aplicacoes do melhoramento de microrganismos
Penicilina: o exemplo mais conhecido de sele¢cao de cepas

Penicillium chrysogenum

Produto: penicilina, ativa contra bactérias
gram-positivas

“Contaminante inibia o crescimento de
Staphylococcus mesmo diluido 800 vezes.”

Panicdium

colony

Ama of
inhibition
of bacteria

growth

Sir Alexander Fleming
Normal
cckony (71881 [J1955

Nobel Medicina 1945



2. Producao de Compostos farmacologicamente ativos:

- Desenvolvimento da “Producéo do Antibidtico Penicilinar s

Aplicacoes do melhoramento de microrganismos

PRODUCAO DE ANTIBIOTICOS

Metabdlitos secundarios de diversas bactérias e fungos.

*Melhoramento visando aumento de produtividade e diminui¢do de
custos de producao.

*Mutagénese e ferramentas moleculares.




Tratamento de infeccoes: Antibioticos

A maioria das infeccbes bacterianas pode ser curada com antibioticos.
Trata-se de uma classe de farmacos com pouca utilidade nas infeccoes
virais, mas muito eficazes no tratamento das infeccoes bacterianas.

Como qualguer medicamento, deve ser utilizado com
muito cuidado, e apenas por indicacao do seu
medico. Cada tipo de bactéria reage de forma
diferente aos diferentes antibiéticos. Por isso, o
medico escolhe o medicamento em funcdo da
bactéria que pretende tratar, de forma a diminuir a
resisténcia a estes farmacos. Este € atualmente um
dos grandes problemas da utilizacao dos antibioticos.



Desenvolvimento da “Producéo do Antibiotico Penicilina continuagao 3/3)

Alexander Fleming foi médico militar durante a 12 Guerra Mundial e quando
retornou a Londres, trabalhou como médico microbiologista no Hospital St.
Mary. Em 1929, publicou sua descoberta da penicilina no British J. Experimental
Pathology, mas nao obteve o devido reconhecimento na época e nem recursos
financeiros para prosseguir sua pesquisa.

Linhagem Penicillium chrysogenum inicialmente descoberta

A primeira linhagem produtora de Penicilina descoberta por Fleming, em 1928,
produzia apenas 2 ug/ml deste antibidtico. Esta produgédo estava longe de ter
valor comercial, pois seria necessario um biorreator de volume util muito grande
para a producédo de poucas Unidades bioativas terapéuticas.

Melhoramento genético de Penicillium chrysogenum

Os americanos Florey e Chain coordenaram um vasto projeto de “Melhoramento

Genético”™

- Introducéo de Mutacoes;

- Cruzamentos com outras cepas deste
especialmente isoladas;

- Melhoramento do Processo de Producéo;

- Melhoramento do Processo de Purificacao.

fungo gue haviam sido

—

A questao de PATENTES

Fleming ndo patenteou sua descoberta, pois achava que assim seria mais facil
a difusdo de um produto necessario para o0 tratamento das numerosas
infeccBes que castigavam a populacéo.

Aplicacdes do melhoramento de microrganismos

Linhagem Fleming

+  ambiente [ selecdo natural

Linhagem NRRL-1951

4  mutantes espontdneos
Linhagem NRRL- 1951.325

+  raio-X
Linhagem X-1612

4 ultra-violeta
Linhagem Wis Q-176

+ ultra-violeta

4  nitrogénio mostarda
,  Mutantes espontaneos

Linhagem Wis51-20

Linhagem E-1
*  nitrogénio mostarda
¥ mutantes espontineos
v+ ultra-violeta

Linhagem E-15-1
thy
Varias Linhagens Industriais

Fonte: Vicente, E.J. Melhoramento Genético Bacteriano. In Genéticos
Melhoramento Microrganismos, Cap. 8, EMBRAPA, 2016

2 ug.mL?

60 pg.mL?
150 pg.mlL*
300 pg.mL?

550 ug.mL?!

7 000 pg.mL?

50 000 pg.mL1



https://pt.wikipedia.org/wiki/Patente
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2. Producao de Compostos farmacologicamente ativos:

* Vitaminas, horménios

Microbial Production of Vitamins

Vitamin Enryme (Microorganism)

Vitamin C 2. S5-dikcto-D-gluconic acid reductase (Corynehacterium sp.).
ucw

B7 - Biotin Fermentation (Serratio marcesoens ), Multiple cnzyme systom

(Bacillus sphacricus).

Ribofavin Fermontation (Ervmorkeciiom asibyvil, Ashbya gossypal,
Bacillus sp.).
Foermentation { Propilomibacrerivm  shermanis, FPscewdomonas

Vitamin B, dereitrifi >

Vitamin E Freshwater microaigne, Euglena grocilis

Shimire N N\ ommins vud 1 lemd | vapemads . vt ol g . —




2. Producao de Compostos farmacologicamente ativos:

Antimicrobianos: antibiéticos e antivirais

Empregados no diagnostico de doencas

Medicamentos para tratamento

Vitaminas, hormonios

uns
creva -CY(:\Y:\(\ de o9
\
conVv! es o
. , . z ~ 2 _aq o ¢ . mo-
Como vimos até o momento muitos farmacos sdo empregados com VAarios propositos: ucasoscos,,lta\s co
diagnéstico, tratamento, aprimorar a saude, prevencao de doencas. Farma
Aspirin®
Neste momento, sdo exemplos de desenvolvimento de Farmacos: camind C,
BEAVA
- Desenvolvimento da “Produgéo do Antibiético Penicilina”, ciforming .,

- Producéo de Vitaminas




Emprego de Microrganismos na Industria Farmacéutica
3. Que atuam na prevencao de doencas:
» Microbiota Normal do Corpo Humano

* Vacinas

Instituto de Ciéncias
Biomédicas / USP

Profa. Elisabete
Vicente
bevicent@usp.br



v O que é M.N.C.H.?

Alguns microrganismos de interesse medico

sempre

produzem doencas

Raramente

m.n.c.h.

Frequentemente

Interagoes benéficas entre o
homem e os microrganismos

A microbiota normal desenvolveu uma relagdo simbidtica
mutualistica com seu hospedeiro mamifero:

- A microbiota contribui para a saude e o bem-estar do
hospedeiro por meio da geragcdao de produtos microbianos e
inibindo o crescimento de microrganismos perigosos.

- Em contrapartida, o hospedeiro disponibiliza diversos
microambientes que permitem o crescimento microbiano.

A microbiota normal é, inicialmente, introduzida no hospedeiro
durante o seu nascimento.




* Microbiota Normal do Corpo Humano (M.N.C.H.) - Importancia

Quando uma pessoa € tratada com antibiético, este mata ou inibe o
crescimento das bactérias patogénicas mas também destroi a sua
microbiota normal. Esta alteragdo da comunidade microbiana intestinal
é frequentemente indicada por fezes brandas ou diarreia.

Na auséncia da microbiota normal completa, patdgenos
oportunistas, como Staphylococcus, Proteus, Clostridium difficile
resistentes a antibidticos, ou a levedura Candida albicans, podem se
estabelecer e alterar fungbes digestivas, ou até mesmo causar
doencas. Por exemplo C. difficile, que normalmente esta presente no
intestino em baixas concentracdes na auséncia de competicdo com a
microbiota normal, provoca o quadro de infeccao intestinal chamado
colite.

Apdés o término da terapia antimicrobiana, a microbiota normal é
restabelecida de forma bastante rapida nos adultos. Para acelerar este
processo, a recolonizagdo do intestino por espécies desejaveis pode
ser realizada pela administracdo de probidticos (culturas vivas de
bactérias intestinais) que, quando administradas ao hospedeiro, podem
promover beneficios a saude.

Uma rapida recolonizacao intestinal pode restabelecer a microbiota
local competitiva capaz de se impor sobre os patdégenos e fornecer os
produtos metabdlicos microbianos desejaveis. (ver: MicroBiotec -
Industria de Alimentos: Probidticos e Prebiéticos).

Tabela 23.3 Contribuigtes bioguimicas/metabdlicas dos

miic rorganismos intestinais

Processo Produto

Simtese de vitaminas Tiamina, ricoflavina, piridoxina,

B. K
Producao de gas CO., CH,, H.

Producao de odor H.S, NH,, aminas, indol, escatol,

acido butinco
Producao de acidos organicos  Acidos acético, propidnico, butirico

Reagdes de glicosidases B-glucuronidase, p-galactosidase,
B-gicosidase, a-glicosidase,
w-galactosidase

Metabolismo de estemides Esterides esterificados,

(&cidos biliares) desidroxilados, oxidados ou
reduzidos

Bacteridetas
6.3%

-]

[:(v]

40

Porcentagem total

20

fa) [L=]
Figura 23.2  Microbiota normal da pele. (3) & andlise do microbioma

da pele de 10 voluntdrios humanos sauddveis identificou 19 filos de Bactaria.
Quatro filos foram predominantes. (b} As populacbes compostas por bactérias

Pele sebicea Pele dmida Pele seca

Cutros
Flavobacteriales
Betaproteobacteria
Corpmebacterium
Slaphylococeus
Propianibactenium

dos mesmos voluntarios foram divididas de acordo com 0s microambientes da
pele: sebacen, Gmido e seco. 05 dados foram adaptados da Grice et al,, 2009,
Science 324:1190.

Esofago
Principais bactérias presentes

Prevotella
Streptococcus —
Veillonella

Helicobacter
Protecbacteria
Bacteroidetes
Actinobacteria
Fusobacteria
Ducdeno

Enterococcus
Lactobacillus _ Jejuno
Bacteroides
Bifidobactenum = {1
Clostridiumn — }' lieo
Enterobacter
Enterococcus
Escherichia
Eubacterium
Klebsiella
Lactobacillus
Mathanobrevibacter
(Archaea)
Paptococcus
Paptostreptococcus
Proteus
Rurminococeus Anus
Staphylococcus
Streptococcus

- Colo

Orgao Principais pr fisiolégi

}— Esdfago

Secregao de acido (HCI)
- Estomago Digestao de macromoléculas
pH2

3 Continuagao da digestao
Intestino Absorgaio de monossacarideos,
delgado aminodcidos, 4cidos graxos, dgua

pH 4-5

Intestino Absorgao de acidos biliares,
grosso vitamina B,,
pHT7

Figura 23.5 Microbiota do trato gastrintestinal humano. Estes tixons sdo representativos dos microrganismos frequentemente encontrados em indivi-

duos sadios. Nem todos os individuos abrigam estes microrganismos.




Microbiota Normal do Corpo Humano — Aplicacao Biotecnologica

v Transplante Fecal

Veja:
HC-UEMG cria o 1°

Conceito lInicial: O transplante da microbiota fecal surgiu como uma
alternativa para pessoas que, devido ao uso de antibiéticos, sofreram preda de
sua microbiota normal, ou seja, entraram num estado chamado disbiose
intestinal.

Este desequilibrio da microbiota bacteriana intestinal reduz a capacidade de
absorcgao de nutrientes e causa caréncia de vitaminas.

O Transplante da microbiota fecal de uma pessoa sadia para a pessoa em
disbiose promove a restauracdo de sua microbiota fecal e devolve sua
gualidade de vida.

Atualmente :
Ja esta sendo realizada:

- Tratamento de Recuperagdo da microbiota intestinal visando conter
infecgdes contra Clostridium difficile que surge apés antibioticoterapia.

Estao em Fase de pesquisas, com diferentes graus de avancgos:
-  Tratamento de Obesidade,
- Tratamento de Diabetes,
- Tratamento de Depresséo,
- Aumento de Longevidade,
- Restauracéo geral da saude promovida por:
- infeccdes microbianas,

- disfungcdes metabdlicas em geral.

No Brasil, o transplante da microbiota fecal foi realizado pela primeira
vez no Hospital Israelita Albert Einstein, em 2013 na cidade de S&o
Paulo.

O método esta sendo pesquisado e testado para tratar outras doencas.
Mas, por enquanto, tem oficialmente apenas indicacéo para tratar a
infeccao pelo bacilo Clostridium difficile..

s

O tratamento é indicado apenas depois de o paciente ter passado
pelas etapas tradicionais da terapia, que sao o uso de antibidticos e a
lavagem intestinal. Se nada disso funcionar, entdo é a vez do
transplante fecal.

O transplante pode ser realizado por convénio e pelo SUS.

Centro de Transplante
de Microbiota Fecal do
Brasil

Veja: Hospital da
Rede Ebserh

http://www.ebserh.go
v.br/noticias/2019121
01311-hospital-da-
rede-ebserh-no-
espirito-santo-passa-
realizar-transplante-

Surge a Nova Proposta Terapéutica — Guardar a propria

Microbiota:

Surge a ideia de a pessoa, quando esta vivenciando boa
gualidade de vida, envie a um Laboratorio credenciado
uma amostra de sua prépria microbiota.

O Laboratério, a purica a microbiota e a mantem estocada
e, no futuro, quando necessario, a pessoa solicita ao
Laboratdrio uma amostra e toma capsulas de sua propria
microbiota. Assim, recupera sua microbiota normal dos
tempos em que esta estava sadia.

Este procedimento podera restaurar sua saude, qualidade
de vida e até promover o REJUVENESCIMENTO.

fecal

= hyperbiotics

S

. PRO-1S :
\ =
ADVANCED STRENGTH =

¢ 158Billion CFU'* 15 Strains =
with Kiwifruit =

- 15x More Survivability!

60Patented, Time-Release Tablets
Vegetarian Dairy Free GlutenFree i
Premium Probiotic Supplement "


http://www2.ebserh.gov.br/web/portal-ebserh/noticia-saude/-/asset_publisher/D7Vh1R2KA6iT/content/id/2670647/2017-12-hc-ufmg-cria-o-1-centro-de-transplante-de-microbiota-fecal-do-brasil
http://www2.ebserh.gov.br/web/portal-ebserh/noticia-saude/-/asset_publisher/D7Vh1R2KA6iT/content/id/2670647/2017-12-hc-ufmg-cria-o-1-centro-de-transplante-de-microbiota-fecal-do-brasil
http://www2.ebserh.gov.br/web/portal-ebserh/noticia-saude/-/asset_publisher/D7Vh1R2KA6iT/content/id/2670647/2017-12-hc-ufmg-cria-o-1-centro-de-transplante-de-microbiota-fecal-do-brasil
http://www2.ebserh.gov.br/web/portal-ebserh/noticia-saude/-/asset_publisher/D7Vh1R2KA6iT/content/id/2670647/2017-12-hc-ufmg-cria-o-1-centro-de-transplante-de-microbiota-fecal-do-brasil
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http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal
http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal
http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal
http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal
http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal
http://www.ebserh.gov.br/noticias/201912101311-hospital-da-rede-ebserh-no-espirito-santo-passa-realizar-transplante-fecal

Prevencao de infeccoes:

1) VACINACAO
A vacinacgéo € um dos méetodos mais eficazes na prevencao das infecgdes bacterianas. Existem atualmente no Programa Nacional
de Vacinacdao varias vacinas administradas na infancia que previnem, por exemplo, o tétano, a tosse convulsa, difteria. Existem

outras, fora do plano de vacinacao obrigatorio, que imunizam contra a célera, a meningite, infeccdes pneumocécicas ou a febre
tifide.

2) CUIDADOS COM HIGIENE:
Por outro lado, existem cuidados de higiene diarios que devem ser tido em conta para evitar estas infec¢cdes. Por exemplo:

. Lavar as méaos antes de preparar os alimentos, antes de comer, depois de usar o WC, tocar em animais ou de ter tido contato
com pessoas infectadas,

. Armazenar e cozinhar alimentos adequadamente para evitar intoxicacoes alimentares,
. Evitar o consumo de carne crua ou mal cozida,
. Lavar frutas e verduras antes de as consumir,

. Abster-se do contato sexual sem 0 uso de preservativo.
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4. Novas estratégias de combate as Infeccoes

« “BioSkin” (pele artificial)

“Bio-skin” (pele artificial)

A celulose microbiana (MC) sintetizada em abundéncia pela bactéria
Acetobacter xylinum mostra um vasto potencial para aplicagdo como um
novo sistema de cicatrizacao de feridas.

A alta resisténcia mecéanica e as notaveispropriedades fisicas resultam da
nanoestrutura exclusiva de uma membrana que nunca seca.

H& um vasto campo emergente para aplicacdo da MC como:
- Novos curativos e para
- Substitutos da pele.

Sé&o consideradas:

- as propriedades do material sintetizado,

- seu desempenho clinico e

- 0 progresso na comercializacdo de MC para produtos de tratamento de
feridas.

Considera-se que ainda sejam necessarios o desenvolvimento de “Técnicas
de fermentacdo eficientes e baratas”, ndo disponiveis no momento, para
produzir grandes quantidades de Biopolimero.

Fonte: Microbial cellulose—the natural power to heal wounds, 2006

. i oes
s atualizag

. . rocure malt

convite: P

cobre este Temd
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4. Novas estratégias de combate as Infeccoes
» Bacteriofagos e Fagoterapia

O que sao Bacteriofagos ?

VIRUS: _— - RS
Todos os VIRUS necessitam de células hospedeiras para Bacteriofago (Fago) se ligando a superficie de uma bactéria
permitir sua replicacdo nas mesmas. Seu material genético
pode ser DNA ou RNA de fita simples ou dupla.

FAGOS: 1 1+
Os bacteriofagos (FAGOS) sao virus de bactérias. C ICIO Iltl co

Quando um virus adentra uma célula bacteriana, podem
ocorrer 2 possibilidades:

i ection | CICIO lISOQENICO

- Ciclo Litico: o fago interrompe a replicagdo bacteriana e
passa a usar toda maquina bioquimica da bactéria para
produzir multiplas particulas virais;

- Ciclo Lisogénico: o material genético do fago é inserido no } Lytic Lysogenic

genoma bacteriano formando um “préfago” e, neste sitio,

o genoma fagico fica hospedado durante muitas divisdes

bacterianas. A bactéria que contém fago em seu genoma ~

€ dita que sofreu uma converséo lisogénica. Quando a - 4

bactéria € submetida a um estresse (térmico, radiacao, - s ts

guimico, etc) o fago se excisa do genoma e entra em gi A\ 2 Incuction

“ciclo litico.




Emgrego de Microrganismos na Industria Farmacéutica

» Bacteriéfagos e Fagoterapia

O que sao Placas de lise ?

Como quantificar os fagos e uma suspensao?

Quando o virus infecta células hospedeiras em crescimento sobre a
superficie plana, forma-se uma zona de lise celular denominada
placa de lise, que aparece como uma area clara no tapete de
células hospedeiras.

Uma suspensao de fagos pode ser quantificada para determinar
sua concentragédo por unidade de volume de liquido (titulo). Isto é
feito usando um "Ensaio de placas”.

As placas podem ser obtidas quando os virions sao
homogeneizados em um pequeno volume de agar fundido
contendo bactérias hospedeiras que sdo espalhadas sobre a
superficie de um meio de agar. Durante a incubagao, as bactérias
crescem e formam uma camada turva (tapete) que é visivel a olho
nu. As placas sao reveladas como zonas limpas na camada de
células de cultura.

Por contagem do numero de placas, titulo da amostra pode ser
calculado, muitas vezes expressa como “Unidades Formadoras de
Placas/mL” - UFP).

1. A mistura célula-fago é
vertida em uma placa de
agar nutriente solidificado

~_Placade agar nutriente

Mistura contendo agar ‘\\ -

2. Amistura
solidificada
‘ - “Sanduiche” de &gar
k J superior e &gar nutriente
3. Incubagéo permite o
crescimento bacteriano

e a replicagdo do fago
Placas de e
fagos \

v / Tapete de células
e hospedeiras

da sobrecamada fundido,
células bacterianas

e suspensdo diluida

de fagos

@ :

Figura 8.8  Quantificacéo de virus bacterianos utilizando o ensaio de
formacdo de placas de lise. (2) “hgar superior” contendo uma diluigdo de

virus homogeneizada com uma célula bacteriana hospedeira é vertida sobre

Placas de lise




Bacteriofagos e Fagoterapia

O gue é Fagoterapia ? A

Fagoterapia € o tratamento de uma infeccdo bacteriana
empregando fagos.

1 - Host wall and
membrane

Trata-se de uma técnica ja conhecida ha tempos, de extremo
baixo custo, mas que perdeu seu uso devido:

- Competicdo com o0 sucesso promovido pelos dos
Antibidticos,

Phage attachment and
entry of phage DNA

- Baixo conhecimento de seu potencial embora nunca tenha
sido amplamente explorado,

Synthesis of viral
genomes and

- Suas proprias limitacdes técnicas para aplicacao. structural proteins

Atualmente, devido aos problemas relacionados ao Release of phage progeny
surgimento de infeccGes causadas por bactérias resistentes a Viral assembly
multiplos antibidticos, esta técnica vem despertando atencao
como uma alternativa promissora para tratamento

Bacteri6fagos estdo presentes em altas concentracdes nas mais diversas fontes
ambientais, incluindo aguas do mar, pantano e esgoto. Estdo presentes onde as bactérias
que infectam estiverem presentes. Infectam bactérias do trato digestivo humano, animal e
outros nichos.

Fonte: Phage Therapy for Multidrug Resistant Bacterial Infections



https://consultqd.clevelandclinic.org/phage-therapy-for-multidrug-resistant-bacterial-infections/

Bacteriofagos e Fagoterapia

Os bacteriéfagos séo virus onipresentes, encontrados
onde quer que existam bactérias. Estima-se que existam
mais de 1031 bacteriéfagos no planeta.

Sé&o dez milhdes de trilhdes, ou seja, mais do que
qualquer outro organismo na Terra.

Cada um deles é desenvolvido para infectar um
hospedeiro bacteriano especifico a fim de se replicar,
sem afetar outras células de um organismo.

A ideia de usa-los terapeuticamente nao é nova.
Descrita ha um século, a terapia de fagos era popular
nas décadas de 1920 e 1930 para tratar varios tipos de

infeccdes e condi¢cdes, mas os resultados eram
inconsistentes e careciam de validacao cientifica.

O surgimento de antibiéticos na década de 1940
afastou a terapia de fagos, exceto em partes da
Europa Oriental e da antiga
Uniao Soviética, onde permaneceu um tépico de
pesquisa ativa.

.

AT ERTOPHAGCE

Video: Phage Therapy - Bill and Melinda Gates Foundation

https://medschool.ucsd.edu/som/medicine/divisions/idgph/research/center-
innovative-phage-applications-and-therapeutics/patient-care/Pages/default.aspx



https://medschool.ucsd.edu/som/medicine/divisions/idgph/research/center-innovative-phage-applications-and-therapeutics/patient-care/Pages/default.aspx
https://medschool.ucsd.edu/som/medicine/divisions/idgph/research/center-innovative-phage-applications-and-therapeutics/patient-care/Pages/default.aspx

Bacteriofagos e Fagoterapia

therapy and remembered
studying bacteriophages
as an undergrad

P 1 o) 0148/ 0557

No final de 2015, Tom Patterson, um professor de 69 anos do Dep. de Psiquiatria da Faculdade
de Medicina da UC San Diego, e sua esposa, Steffanie Strathdee, chefe da Divisdo de Saude
Publica Global do Departamento de Medicina, passaram o feriado de Acao de Gracas no Egito,
qguando Patterson ficou doente, atormentado por dor abdominal, febre, ndusea, vémito e
batimentos cardiacos acelerados. Os médicos locais diagnosticaram pancreatite (inflamacao do
pancreas).

A condicéo de Patterson piorou, ele foi levado para Frankfurt, Alemanha, em 3 de dezembro de
2015, onde os médicos descobriram um pseudocisto pancreatico (uma colecédo de fluido ao redor
do pancreas).

O fluido foi drenado e o conteudo foi cultivado. Patterson havia se infectado com um isolado (cepa)
multirresistente de Acinetobacter baumannii, um patégeno oportunista e muitas vezes mortal.

A bactéria se mostrou particularmente problematica em ambientes hospitalares e no Oriente
Médio, com muitos veteranos feridos e soldados retornaram aos EUA com infec¢des persistentes.

Inicialmente, os Unicos antibiéticos com qualquer efeito (Gltimo recurso) provou ser uma
combinacgao de 3 antibiéticos: “meropenem, tigeciclina e colistina”, sendo que alguns
destes antibioticos muitas vezes causam danos nos rins, entre outros efeitos colaterais.

A condicdo de Patterson estabilizou-se o suficiente para que ele fosse transportado por helicptero
em 12 de dezembro de 2015, da Alemanha para a Unidade de Cuidados Intensivos (UTI) do
Hospital Thornton, na UC San Diego Health. Na chegada, descobriu-se que o isolado
bacteriano se tornararesistente atodos os antibidéticos empregados.

Finalmente, Tom Patterson foi curado de pancreatite causada pela bactéria multiR usando
terapia com bacteri6éfagos

Video: Novel phage therapy saves patient with multidrug-resistant bacterial
infection



https://today.ucsd.edu/story/novel_phage_therapy_saves_patient_with_multidrug_resistant_bacterial_infect
https://today.ucsd.edu/story/novel_phage_therapy_saves_patient_with_multidrug_resistant_bacterial_infect

Bacteriofagos e Fagoterapia

O que é Fagoterapia?

Os bacteriéfagos (fagos) sao virus que matam e
seletivamente as bactérias.

Eles sdo as entidades bioldgicas mais comuns na natureza e
demonstraram combater e destruir eficazmente as bactérias
resistentes a multiplas drogas.

Ou seja, quando todos os antibidticos falham, os fagos ainda
conseguem matar as bactérias e podem salvar uma vida de
uma infeccao.

Considerando a taxa alarmante de aumento de
"superbactérias" que sao resistentes a maioria - se ndo a
todos - antibiéticos.

Wi-(m
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5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: Computacional

Veja: Target-based drug discovery: is something wrong?

A busca por Novos Farmacos também esta realizada
empregando outros novos métodos, como o chamado

“Descoberta de Farmacos baseada no Alvo” (‘Target- Na dltima década, a industria farmacéutica experimentou um declinio constante na produtividade e
based Drug Design’). uma observagdo impressionante € que o declinio coincidiu com a introdugcédo da descoberta de
medicamentos com base em alvos.

Esta tecnica consiste em empregar “Técnicas A abordagem baseada em alvos pode efetivamente desenvolver novos tratamentos para um alvo
Computacionais” para identificar o alvo terapéutico validado, mas o processo de validacao de alvos é complexo e associado a um alto grau de incerteza.
desejado.

O alvo terapéutico pode ser um sitio na bio-estrutura de um

patégeno que esta causando uma infec¢Gdo microbiana ou (@) fg ® . Physiological 7\ In vivo
g -, . »- - "
pode ser um sitio alvo alterado no préprio corpo humano W nima effect Chemistry

screening
gque esta causando a doenca. K—/

ApOs o alvo terapéutico ter sido identificado, um Farmaco é ®)
selemonado.('reahzadq um “screening’) a partir de bancos Drug @ Target Molecular

de formulas ja conhecidas, ou um novo Farmaco que venha mechanism or gene
a ter a acdo desejada pode ser produzido por sintese

guimica dirigida (tradicional ou empregando biocatélise ou Target Target P oad ' aad
. ~ r r y
bioconvers&o). identification validation development identification optimization e Dpevi It

3-6 months 3-6 months 6-18 months 6-12 months 24-48 months 15-24 months

Drug Discovery Today

‘Target-based

y H rg® 79
Atecnicd = o Bioinformaticd

em “TOpICcOS

l Continua =


http://pharmachitchat.com/wp-content/uploads/2015/06/1-s2-0-s1359644604033161-main.pdf
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5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: Computacional

A busca por Novos Farmacos também esta realizada
empregando outros novos métodos, como o chamado
‘Descoberta de Farmacos baseada no Alvo” (‘Target-
based Drug Design’).

Esta técnica consiste em empregar “Técnicas
Computacionais” para identificar o alvo terapéutico
desejado .

O alvo terapéutico pode ser um sitio na bio-estrutura
de um patdbgeno que esta causando uma infeccéo
microbiana ou pode ser um sitio alvo alterado no préprio
corpo humano que esta causando a doenca.

ApOs o alvo terapéutico ter sido identificado, um Farmaco é
selecionado (realizado um “screening’) a partir de bancos
de formulas ja conhecidas, ou um novo Farmaco que venha
a ter a acdo desejada pode ser produzido por sintese
guimica dirigida (tradicional ou empregando biocatélise ou
bioconverséo).

BBA - Proteins and Proteomics 1867 (2019) 17-21

journal homepage: www.elsevier.com/locate/bbapap

Contents lists available at ScienceDirect

BBA - Proteins and Proteomics

Review

Applications of proteomics in pharmaceutical research and development™

Hiroyuki Yokota

Astellas Pharma Inc., 21 Miyukigaoka, Tsukuba-shi 305-8585, Japan

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: ‘The significance of proteomics in the pharmaceutical industry has increased since overcoming initial difficulties.
Proteomics ‘This review discusses recent proteomics publications from pharmaceutical companies to identify new trends in
Proteome proteomics appli to research and of proteomies such as chemical proteomics,

Pharmaceutical
Drug discovery

Chemical proteomics
Post-translational modification

1. Introduction

protein expression profiling, targeted protein ion, analysis of p ions and post-
translational morification are widely used by various sections of the industry. Technological advancements in
proteomics will further accelerate pharmaceutical research and development.

This review discusses recent proteomics reports from pharmaceu-
tical companies to identify current trends in proteomics applications to

The significance of proteomics in the ical industry has
been increasing. When proteomics was first applied to drug discovery
research around 20 years ago, protein expression profiling using 2-di-
mensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) was the gold
standard for identifying differentially expressed proteins between dis-
ease and control samples. However, due to the associated technological

itations at the time, ics did not signi contribute to
drug discovery research. A history of the difficulties associated with
proteomics applications in the pharmaceutical industry was reviewed
by Cutler and Voshol [1].

Te cal ad

in mass (MS) such as
improved resolution, accuracy and sensitivity have changed the posi-
tion of proteomics in drug discovery research. Today, proteomics is
integrated into phar ical research and pment. For ex-
ample, chemical proteomics has become indispensable for phenotypic
screening in the drug discovery process. Chemical proteomics has also
been used to successfully elucidate the precise molecular mechanisms
of drugs discovered in phenotypic screenings [2,3]. Targeted protein
quantifications such as by selected reaction monitoring (SRM) and
multiple reaction monitoring (MRM) are widely used to measure dis-
ease- and drug-related proteins. Applications of proteomics are wide-
spread among various sections of pharmaceutical companies, such as in
drug absorption, distribution, metabolism and excretion (ADME); tox-
icology; and chemistry, manufacturing and control (CMC) laboratories
(Fig. 1).

research and development.
2. Protein expression profiling

Protein expression profiling is a standard proteomics application in
pharmaceutical research. Protein expression profiles between disease
and control samples are compared to search for disease-related proteins
such as disease biomarkers. As mentioned above, 2D-PAGE was initially
used when proteomics was first applied to pharmaceutical research;
however, important protein species such as low-abundance or hydro-
phobic proteins were difficult to analyze using 2D-PAGE. Low
throughput was another disadvantage of 2D-PAGE, which required
large amounts of human resources and time for analysis. Therefore,
liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) and antibody-
based technologies are now widely used for protein expression profiling
in pharmaceutical research, including multiplexed protein quantitation
using isobaric labeling reagents such as isobaric tags for relative and
absolute quantitation (iTRAQ) and tandem mass tags (TMT) [4].

Protein profiling is often performed for focused protein species such
as cell surface and phosphorylated proteins. Tzouros et al. applied a 5-
plex stable isotope labeling with amino acids in cell culture (SILAC)
method with immunoprecipitation of tyrosine phosphorylated peptides
to understand the mode of action of epidermal growth factor receptor
(EGFR) inhibitor [5]. Luerman et al. quantitatively evaluated changes
in protein phosphorylation by a leucine-rich repeat kinase 2 (LRRK2)

2D-PAGE, 2-dimensional gel S, mass

y; SRM, selected reaction monitoring; MRM, multiple reaction monitoring; ADME,

absorption, distribution, metabolism and excretion; CMC, chemistry, manufacturing and control SILAC, stable sotope labeling with amino acids in cellculture; LC-MS/MS, liquid

tandem mass CSF, fluid; FFPE, f
HCP, host cell proteins

bedded; GPCR, G p pled receptor; RPRA, reverse phase protein arrays;

* This article is part of a Special Issue entitled: Electrophoresis in Proteomics, edited by Dr. Tadashi Kondo.

E-mail address: hiroyuki.yok tellas.com.

https://doi.org/10.1016/j.bbapap.2018.05.008

Drug
discovery

Chemical proteomics

Toxicology
Protein expression profiling

Post-translational modification

Protein complex analysis

SRM * MRM

Manufacturing
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5. Novos méetodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: Reposicionamento de farmacos
(Convidado: Dr. Lucio Freitas Jr)

Instituto de Ciéncias Biomédicas / USP 1

LuUCIo FREITAS-JUNIOR
PESQuUiISADOR DO ICB

Video #CiénciaUSP #CanalUSP #JornaldaUSP USP Vida - Lucio Freitas-Junior :
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5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: “Triagem fenotipica para reposicionamento e descoberta de Novos Farmacos” (Convidado: Dr.

Lucio Freitas Jr.)

Dr. Lucio Freitas-Junior, coordenador do Laboratério “Triagem
fenotipica para reposicionamento e descoberta de Novos
Farmacos”

(“Phenotypic Screening Platform”) — ICB/USP.

O Laboratério de “Triagem fenotipica de Novos Farmacos’
emprega a tecnologia “High throughput Content Screening” que
permite analisar dezenas de milhares de farmacos simultaneamente
toda semana.

Segundo o Dr. Lucio Freitas-Jr, um medicamento pode levar até dez
anos para ser produzido, testado e aprovado e, muitas vezes, como
agora esta ocorrendo com os casos de covid-19, “nés ndo temos
esse tempo”.

Neste momento (1°. sem 2021) € prioridade deste Lab as analises
atividades antivirais de compostos em células infectadas com o
SARS-CoV-2, em testes in vitro.

Para tanto, as células sao colocadas em placas de ensaio e cada uma
recebe diferentes compostos. As analises sado feitas de modo
automatizado. As moléculas estudadas sao farmacos ja aprovados
para o tratamento de outras doengas e produzidos em territorio
brasileiro. “A grande vantagem é agilizar o processo de descoberta de
um tratamento.

Por se tratar de um virus que causa doenga potencialmente letal e
para o qual ainda ndo existem vacinas ou tratamento especifico, o
estudo de “triagem fenotipica” € desenvolvido no Laboratério de
Nivel de Biosseguranga 3 (NB3) do Departamento de
Microbiologia/ICBIl coordenado pela Profa. Ana Marcia Sa
Guimaraes.

O projeto esta sendo possivel gragas ao cultivo do novo covid-19 pelo
grupo do Prof. Edison Luiz Durigon ICBII/USP que conseguiu, a
partir dos primeiros Brasileiros infectados, amplificar a sequéncia
genbmica do virus e emprega-la como controle positivo nos testes de
PCR.




5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: Reposicionamento de farmacos
(Convidado: Lucio Freitas Jr)

O desenvolvimento de uma nova molécula terapéutica,
pode-se levar de 10 a 12 anos, a um custo de até
alguns bilhoes de reais.

Isso porque os processos de desenvolvimento de
farmacos seguem fases de teste:

- Iinvitro

- invivo em modelos experimentais,

- além de testes de seguranca,

para sé depois sejam iniciadas as fases de teste clinico
em humanos. Esse processo leva muito tempo e

dinheiro.
F .. i N ! .'--"‘ 1 - ¢ . ' " do
Eletromicrografia de transmissdo do virus da febre amarela - Foto: Erskine de férmaCOS. . quana
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5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos

v ABORDAGEM: Reposicionamento de farmacos
(Convidado: Lucio Freitas Jr)

Estratégia “reposicionamento de farmacos”

Compostos (moléculas) e farmacologicamente ativos para
outras doencas e ja testados que apresentam potencial
para tratamento de novas doeng¢as como a febre amarela.

Os testes foram realizados em culturas de células humanas de
figado infectadas pelo virus causador da doenca.

Foram testados 1.280 compostos e 88 deles (6,9%) reduziram
a infeccdo em 50% ou mais.

A estratégia pode encurtar em varios anos a chegada de
medicamentos do laboratério até as farmacias.

O estudo traz resultados inéditos ao localizar compostos de
amplo espectro de func¢des farmacolégicas. Das moléculas
mais promissoras, duas delas também tiveram eficacia contra:
- virus da dengue;

- anti-febre amarela,
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1. Diagndstico das doencas infecciosas
. Os laboratorios
. Os tipos de Analises

Instituto de Ciéncias 2. Producéo de Compostos farmacologicamente ativos:
Biomédicas / USP « Antimicrobianos: antibiéticos e antivirais
« Empregados no diagndéstico de doengas
* Medicamentos para tratamento
+ Vitaminas, hormoénios

3. Que atuam na prevencao de doencas Infecciosas: 9_‘2!.‘_‘!5:—9.' octa AULA
* Microbiota Normal do Corpo Humano \Vocés tem aqut N AS
* Vacinas ESTOES de ymnuitos TEM
SUG
.. . - para
4. Novas estrategias de combate as Infec¢oes: ABALHO DE
+ Microbiota Normal do Corpo Humano nvolver se ;SNA-
* Novos Biopolimeros de aplicacdo médica (Ex: pele artificial) dce(;iCLUSAO E DISCI
» Bacteri6fagos e Fagoterapia Aproveitem bem
. : on 5. Novos métodos para o desenvolvimento de Farmacos
\F;irggi'teE'isabete ax * ”Target-based drug design” — Baseado em técnicas computacionais
bevicent@usp.br * “Triagem fenotipica para reposicionamento e descoberta de Novos Farmacos”

(Convidado: Dr. Lucio Freitas Jr.)
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