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Resumo

A resisténcia antimicrobiana de microrganismos patogénicos nos humanos, como o
Staphylococcus aureus, € descrita pela Organizacdo Mundial da Saude como um
desafio global para a saude. Estirpes de MRSA adquiridas na comunidade (CA-MRSA)
tém diferencas significativas a nivel de fatores de risco, resisténcia a antibiéticos, taxa
de crescimento, toxinas e ou fatores de viruléncia, quando comparadas com estirpes
adquiridos em ambientes hospitalares (HA-MRSA). Estudos sugeriram a eficacia da
Epigalocatequina-3-galato (EGCG), na reversao do fendétipo de resisténcia a MRSA in
vitro.

Este estudo tem como objetivo avaliar o potencial sinergético e antimicrobiano da
EGCG na reversao do fenoétipo de resisténcia em estirpes de S. aureus comensais e
hospitalares. Foram utilizadas estirpes de S. aureus isoladas de infecdes hospitalares
de um hospital de Lisboa (n=32) e da nasofaringe de voluntarios com exposicdo
ocupacional a ambiente hospitalar (n=38) ap0s leitura e assinatura do consentimento
informado. O fenoétipo de resisténcia do S. aureus foi caracterizado através de testes
imunoldgicos e teste bioquimico (catalase). A suscetibilidade aos antibiticos e o
sinergismo foram avaliados através do método por difusdo em disco com e sem co-
exposi¢cdo a EGCG nas concentragdes finais de 25, 50, 100 e 250 pg/ml.

Os resultados demonstraram o potencial antimicrobiano e sinergismo da EGCG com
0s antibiéticos que inibem a sintese da parede celular, verificando-se a reversdao do
fendtipo de resisténcia nas estirpes de S. aureus, permitindo também verificar que
existem divergéncias entre as estirpes comensais e hospitalares.

Este trabalho corrobora o potencial da EGCG para tratamento antimicrobiano e/ou

adjuvante terapéutico contra microrganismos resistentes a antibidticos.

Palavras-chave: Staphylococcus aureus; Epigalocatequina-3-galato; Resisténcia

Antimicrobiana; Sinergismo.
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Abstract

The antimicrobial resistance of human pathogens, such as Staphylococcus aureus, is
discribe by the World Health Organization as a global health challenge. Community-
acquired MRSA strains (CA-MRSA) have significant differences in risk level, antibiotic
resistance, growth rate, toxins and or virulence factors, when compared to strains
acquired in hospitals (HA-MRSA). Studies have suggested the efficacy of
Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) in reversing the MRSA resistance phenotype in
vitro.

This study aims to assess the synergetic and antimicrobial potential of EGCG in
reversing the resistance phenotype in community and hospital S. aureus strains.
Strains of S. aureus isolated from hospital infections in a Lisbon hospital (n = 32) and
from the nasopharynx of volunteers with occupational exposure to a hospital
environment (n = 38) were used after reading and signing the informed consent. The
resistance phenotype of S. aureus was carried out through immunological tests and the
catalase test. Susceptibility to antibiotics and synergism were assessed using the disk
diffusion method with and without EGCG co-exposure at final concentrations of 25, 50,
100 and 250 pg / ml.

The results demonstrated the antimicrobial and synergistic potencial of EGCG with
antibiotics that inhibit cell wall synthesis, verifying the reversal of the resistance
phenotype in S. aureus strains, also allowing to verify that there are differences
between commensal and hospital strains.

This work coorborates the potential of EGCG for antimicrobial and / or therapeutic

adjuvant treatment against antibiotic-resistant microorganisms.

Keywords:  Staphylococcus aureus; Epigallocatechin-3-gallate;  Antimicrobial

Resistance; Synergism.
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1. Introducéo

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS), define a resisténcia aos antibiéticos de
microrganismos patogénicos para humanos, como um grave problema mundial com
consequéncias nao so6 a nivel da saude como também na economia do pais.

Com o crescente aumento de microrganismos resistentes a antibiéticos nas ultimas
décadas, surgiram preocupacdes sociais e cientificas no que respeita a prescricao e
uso intensivo de antibiéticos (1-4).

O Staphylococcus aureus (S. aureus) € uma bactéria Gram positiva, que coloniza
preferencialmente a nasofaringe de individuos saudaveis, sendo a maior parte das
estirpes sensiveis a varios antibioticos. Pode também provocar intoxicacdo alimentar
estafilococica resultantes da ingestdo de enterotoxinas presentes nos alimentos
contaminados (5,6). No entanto, existem estirpes como o Staphylococcus aureus
meticilina resistente (MRSA) que séo resistentes a meticilina, como o nome indica e a
outros antibidticos B-lactamicos, o que dificulta o tratamento fazendo com que este
seja 0 causador de infecBes graves tanto a nivel hospitalar como na comunidade,
associado a uma elevada morbilidade e taxa de mortalidade (5,7-9).

Ao longo da sua evolugéo, o S. aureus adquiriu esta resisténcia mediada pelo gene
mecA, que codifica a proteina de ligacao a penicilina (PBP2a ou PBP2’). A PBP2a esta
localizada na parede celular bacteriana e tem baixa afinidade de ligagdo para
antibioticos B-lactamicos (10-16).

Atualmente as infecdes por MRSA sdo caraterizadas como infecdes por MRSA
associadas a infecbes hospitalares (HA-MRSA), associadas a comunidade (CA-
MRSA) e associadas a pecuaria (LA-MRSA) (17,18).

Ao longo destes Ultimos anos, varios estudos tentaram encontrar novas abordagens
focadas no uso de produtos ou compostos naturais com propriedades terapéuticas
(11,19,20).

Uma dessas abordagens foi o uso do cha verde e o estudo das suas propriedades
benéficas (21-23). O cha verde é conhecido como uma das bebidas mais consumidas
em todo o mundo. E produzido principalmente em paises asiaticos a partir das folhas
da planta Camellia sinensis. A sua composicdo quimica inclui, entre outros
componentes o0s polifendis (flavondides e catequinas), responsaveis pelas
propriedades benéficas. As quatro principais catequinas deste cha séo: a epicatequina

(EC), a epicatequina-3-galato (ECG), a epigalocatequina (EGC) e a epigalocatequina-



3-galato (EGCG) (11,22,24). Sabe-se que a EGCG tem propriedades anti-infecciosas
demonstradas em varios estudos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas
(por exemplo E. coli, Salmonella spp., S. aureus, Enterococcus spp) em alguns fungos
(Candida albicans) e virus (HIV, Herpes simplex, Influenza) (11,24,25).

Estudos in vitro comprovaram a eficahcia do EGCG na reversdo do fendtipo de
resisténcia do MRSA (26,27).

Neste contexto, e tendo como questdo de partida o potencial terapéutico da EGCG na
reversao de fendtipo de resisténcia a agentes antimicrobianos como o S. aureus, este
estudo tem como objetivo avaliar o potencial antimicrobiano da EGCG contra estirpes
de S. aureus isoladas de infe¢bes hospitalares (HA) e da comunidade (CA), assim
como verificar o potencial sinergismo da EGCG com antibiéticos (ATB) com diferentes

modos de acgéo.



2. Estado de arte

2.1 Staphylococcus aureus (S. aureus)

O Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram positiva, em forma de cocos (figura
2.1) e esta entre 0s microrganismos patogénicos mais comuns que causam infecfes
hospitalares e infe¢cdes adquiridas na comunidade, tendo sérias consequéncias para a
saude publica. Na Europa, é o segundo microrganismo causador de bacteriemia, e €
uma das principais causas de sépsis em todo o mundo (16,28).
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Figura 2.1 - S. aureus observados ao microscépio com coloracdo de Gram, retirada de

www.bacteriainphotos.com, acedido em 3 setembro 2020.

E um microrganismo comensal que encontrando as condicdes ideais pode causar
infecbes mais graves como endocardites, sindroma de choque toxico entre outras,
assim como também provocar intoxicagdes alimentares, resultado da producdo de
enterotoxina estafilocécica presente em alimentos contaminados originando vémitos,
diarreia e prostragdo (5,15,29). O S. aureus possui Varios fatores de viruléncia que
ajudam na ligacdo a célula hospedeira, comprometendo o sistema imunitario,
invadindo tecidos causando sindromas mediados por toxinas (30).

Consoante 0 mecanismo de acdo e o seu papel na patogénese, os fatores de
viruléncia do S. aureus podem ser classificados em: a) fatores relacionados com a
aderéncia as células do hospedeiro (componentes da superficie microbiana que
reconhecem moléculas de adesao a matriz - MSCRAMMSs, producdo de moléculas de
fibrinogénio, fibronectina, colagénio ou da enzima coagulase); b) fatores relacionados
com a evasdo da defesa do hospedeiro (enterotoxinas estafilococicas, toxina do

sindroma do choque toxico (TSST), proteina A); e c) fatores relacionados com a
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invasdo na célula do hospedeiro e a penetragcdo nos tecidos ou adesao de superficies

de cateteres e préteses (toxinas q, B, 6, y € & — hemolisinas) (figura 2.2) (6,31).
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Figura 2.2 - llustracdo dos fatores de viruléncia do S. aureus, retirada de
https://www.shutterstock.com/pt/image-illustration/staphylococcus-aureus-bacterium-
166170122, acedido a 14 outubro 2020.

Uma das caracteristicas biolégicas fundamentais do S. aureus é a sua aptidao para
colonizar a populacdo saudavel de forma assintomética. Apesar de colonizar
diferentes zonas do corpo humano como axilas, méos, virilhas, mucosas, entre outros,
tem como preferéncia a nasofaringe (16,32-34).

Em Portugal, a preocupacdo com a saude ocupacional tem vindo a aumentar e tém
sido feitos esforcos no sentido de padronizar procedimentos para a avaliagdo da
exposicdo em ambientes ocupacionais (5,33).

E encontrado essencialmente na nasofaringe mas também nas maos, sendo a
estratégia de controlo a higienizacdo das médos uma boa forma de prevenir a sua

transmisséo e ajudando na diminuigdo de infe¢cdes por MRSA (16,17,33).

2.2 Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA)

A resisténcia a meticilina no S. aureus é primariamente conferida pelo gene mecA que
codifica a proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a ou PBP2’) que possui baixa
afinidade a antibidticos B-lactamicos. O gene mecA faz parte de um elemento genético
movel - “staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec)” (10-13,35,36).

Esta resisténcia € um enorme desafio para a medicina em termos de tratamento e
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controlo de infe¢cdes por Staphylococcus (16). A capacidade de S. aureus de adquirir
genes que conferem resisténcia a antibiéticos combinada com a mutacdo de genes
hospedeiros, facilitou a evolugcdo de um microrganismo patogénico multi-resistente
para o qual as opg¢Oes de tratamento podem ser severamente limitadas (13-15).
Atualmente a comunidade cientifica caracteriza as estirpes de MRSA em CA-MRSA
associadas a comunidade; HA-MRSA associadas cuidados de salde e a infecdes
hospitalares e LA-MRSA associada a pecuéaria (figura 2.3) (14,37).
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Figura 2.3 - Caraterizagdo das estirpes de MRSA, CA-MRSA, HA-MRSA e LA-MRSA,
adaptado de (38)

2.2.1 Estirpes isoladas de infecGes hospitalares (HA-MRSA)

O HA-MRSA afeta em maior nimero pacientes internados em hospitais ou lares,
idosos e recém-nascidos. Como fatores de risco para o surgimento do HA-MRSA
temos o uso prolongado de antibidticos, longos internamentos, cirurgias e material
hospitalar (como por exemplo catéteres, sondas, etc.). A transmissdo deste
microrganismo é feita essencialmente através de contacto de pessoa para pessoa
(aqui encontra-se incluido o pessoal de saude, doentes, visitantes e equipamentos
hospitalares manuseados) (5,16,30).

Estudos referem que exposicdes prolongadas a bio-areossois, particularmente no local

de trabalho, pode representar um risco para a saude e potencialmente resultar em



doencas infeciosas tanto para trabalhadores quanto para a disseminagdo desses

microrganismos na comunidade (5,33).

2.2.2 Estirpes isoladas da comunidade (CA-MRSA)

O CA-MRSA tem vindo a surgir como um microrganismo patogénico com um
significado clinico associado a infe¢cbes particularmente em individuos jovens
saudaveis, assintomaticos. Estas estirpes de MRSA conjugam a resisténcia a
meticilina com maior viruléncia, causando doencas altamente invasivas, progressivas
e potencialmente fatais tornando-se num problema de salde publica associado a
comunidade (33). As estirpes CA-MRSA, causam maioritariamente doengas da pele e
dos tecidos moles, manifestando-se desde furlinculos a fasceites necrosantes. Tém
sido identificados como fatores de risco para a infegcdo por CA-MRSA a partilha de
itens pessoais, lesdes de pele negligenciadas e falta de higiene (30,36).

Uma carateristica importante é o perfil de resisténcia a antibiéticos, enquanto as
estirpes de HA-MRSA se caraterizam por uma ampla resisténcia a varios antibioticos,
as estirpes de CA-MRSA demonstram uma elevada sensibilidade a varios antibiéticos
como a gentamicina, clindamicina, sulfametoxazol / trimetoprim, ciprofloxacina e

vancomicina (6,31,39).



Characteristic HA-MRSA CA-MRSA

Population afTected patients or residents in hospitals or nursing young healthy individuals in the community
homes, the elderly, pre-tetm neonales, with no risk factors for acquisition of
immunocompromised HA-MRSA, prisoners, military personnel,

athletes, male homosexuals, ethnic
populations (native Alaskans and American
Indians, Hawatian islanders)

Site of infection hacteraemia and wound infections also mainly skin [abscesses and cellulitis,
symptomatic infections of respiratory and furunculosis, severe skin and soff tissug
urinary tracts infections (sSST1s)] in severe cases, seplic

shock and bacteraemia, necrotizing preumonia

Risk factors indwelling devices, catheters, lines, close physical contact, abrasion injuries,
haemodialysis, prolonged hospitalization, activities associated with poor communal
long-term antibiotic use hygiene (¢.g. sharing towels)

Transmission (1) person-to-petson spread via healtheare staff (1) person-to-person via shared facilities (e.g.
(2.2, nurses, doctors, surgeons and sports equipment, towels, pools, efc.)
physiotherapists], visitors and patients (ii) environment

(i1} environment-to-patient spread
¢, via hospital equipment

Figura 2.4 — Principais diferencas entre HA-MRSA e CA-MRSA, populacado afetada, local

de infecdo, fatores de risco e principais vias de transmisséo, adaptado de (37)

2.3 Mecanismos de acao de antibiéticos

A capacidade dos antibidticos para tratar e curar as infegbes melhorou
significativamente a qualidade de vida reduzindo a mortalidade. O seu uso cada vez
mais difundido e muitas vezes de forma incorreta e exagerada, levaram ao rapido
aparecimento de estirpes resistentes a antibiéticos, tornando-se num problema de
saude publica em todo o mundo (40-42).

Os antibiéticos podem ser bacteriostaticos, ou seja, inibem o crescimento mantendo-o
numa fase estacionéria, ou bactericidas matando os microrganismos (43).

Podemos classificar os antibiéticos segundo os seus mecanismos de acao, ou seja,
sobre o local onde é exercido o seu efeito antibacteriano afetando a estrutura e fungéo
levando & morte celular (44,45). Assim, sdo descritos 5 mecanismos de acao (figura
2.5): inibicdo da sintese da parede celular; inibicdo da sintese de proteinas; inibicao
da sintese de acidos nucleicos; destruicdo da funcdo da membrana celular, e inibicdo

da sintese de &cido folico (inibicdo do metabolismo) (44,46,47).
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Figura 2.5 — Diferentes mecanismos de agdo de antibiéticos: inibicdo da sintese da
parede celular; inibicdo da sintese de proteinas; inibicdo da sintese de acidos nucleicos;
destruicdo da fungdo da membrana celular, e inibicdo da sintese de acido félico (inibigdo

do metabolismo), retirado de
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/m
odulol/mecanismos.htm, acedido a 29 setembro 2020

2.3.1 Antibiéticos que inibem a sintese da parede celular

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria € essencial manter a integridade da parede
celular. E importante referir que a parede celular das bactérias Gram positivas é
diferente das Gram negativas. A principal diferenca esta nas camadas de
peptidoglicano constituido principalmente por N-acetil-glicosamina (NAG) e &acido N-
acetilmuramico (NAM) que formam a parede celular, como se pode observar na figura

2.6 (44,48).
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Figura 2.6 - Diferencas da parede celular em bactérias Gram negativa e Gram positiva,

retirada de https://pt.dreamstime.com/ilustragcdo-stock-bactérias-grama-positivas-e-
grama-negativas-image45337024, acedido a 29 setembro 2020.

Os antibioticos com acgdo a nivel da sintese da parede bacteriana pertencem aos [3-
lactamicos, e séo os antibiéticos mais usados na pratica clinica devido a sua excelente
eficacia terapéutica e baixa toxicidade (49). Sdo agentes bactericidas, uma vez que
danificam a parede celular comprometendo a integridade da bactéria (50). Esta classe de
antibidticos € constituida por penicilinas, cefalosporinas, carbapenemes e
monobactamicos, e possuem em comum o anel B-lactamico que confere a actividade

farmacoldgica (figura 2.7) (49,51).

H H H H
RN S RN S RN CH "Os¢ S
3
T b T Hie”
N S—R
o) o} N #—C—R 0 N N/
o /A o) /t H, o) /A SO4H o) /5
B-lactam SRkl B-lactam COH B-lactam B-lactam £8:H
ring ring ring ring
penicillin cephalosporin monobactam carbapenem

Figura 2.7 — Estrutura quimica dos antibi6ticos B-lactamicos: penicilinas, cefalosporinas,
carbapenemes e monobactamicos, adaptado de
https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mechanisms-of-antibacterial-
drugs/, acedido a 12 outubro 2020

Os principais “alvos” dos 3-lactamicos séo as proteinas de ligagéo a penicilina (PBPs),
e ao inibir a funcdo das PBPs, o peptidoglicano ndo pode ser sintetizado
adequadamente e a parede celular fica fragilizada, levando a lise e por consequente a
sua morte (figura 2.8) (29,49,52,53). A amoxicilina e o imipenem (sub-grupo das

carbapenemes) tém como mecanismo de acdo a sintese de peptidoglicano,
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interferindo assim na sintese da parede celular bacteriana levando a lise celular
(54,55).
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Figura 2.8 — Mecanismo de acdo dos antibiéticos inibidores da sintese da parede celular,
adaptado de https://slideplayer.com.br/slide/9932783/, acedido a 22 outubro 2020.

2.3.2 Antibidticos que atuam sobre a membrana celular

Os antibidticos que atuam sobre a membrana celular, penetram na membrana
citoplasmatica das bactérias Gram positivas alterando a permeabilidade da membrana

e como consequéncia provocando a morte celular bacteriana (56).

2.3.3 Antibidticos que inibem a sintese de proteinas

Os ribossomas bacterianos sao formados por duas sub-unidades — a subunidade 30S
e a subunidade 50S que se unem formando a unidade 70S, sendo responsaveis pela
sintese de proteinas. Os antibiéticos que inibem a sintese proteica dividem-se em dois
grupos: os que atuam sobre a subunidade 30S (ex. tetraciclinas e aminoglicosideos) e
0s que atuam sobre a subunidade 50S (ex. macrélidos, cloranfenicol e lincosamidas)
impedindo a sintese de proteinas (figura 2.9) (44,47,56). A gentamicina € um
antibidtico de amplo espectro na classe dos aminoglicosideos (2,57) e o0 seu
mecanismos de acao é a sua ligacdo a subunidade ribossomal 30S, incapacitando a
bactéria de sintetizar proteinas (2,57,58). A tetraciclina € um antibidtico de largo
espectro que inibe o crescimento bacteriano ao inibir a traducéo, ligando-se a sub-

unidade 30S do ribossoma, interferindo na sintese de proteinas (59).
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Figura 2.9 — Antibidticos inibidores da sintese de proteinas com atua¢do nas subunidades
30S e 50S do ribossoma bacteriano, adaptado de
https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/mechanisms-of-antibacterial-
drugs/, acedido a 1 outubro 2020.

2.3.4 Antibidticos que inibem sintese de DNA

Os antibidticos que atuam a nivel dos &cidos nucleicos, podem atuar inibindo a
atividade da RNA polimerase blogqueando a transcricdo (como a rinfampina), ou podem
atuar sobre a DNA-girase (enzima que faz o desenrolamento das cadeias de DNA)
bloqueando a replicacdo do DNA (como a ciprofloxacina que pertence ao grupo das
quinolonas) (44,47).

2.3.5 Antibioticos que atuam sobre o metabolismo (inibicdo

acido fdélico)
Alguns antibiéticos controlam as infegBes bacterianas atuando como antimetabdlitos,
inibidores competitivos das enzimas metabodlicas bacterianas. Ao inibir a enzima
envolvida na producdo de &cido di-hidrofélico, as sulfonamidas blogueiam a
biossintese bacteriana do &cido félico e, subsequentemente, das pirimidinas e purinas
necessarias para a sintese do &cido nucleico. Este mecanismo de acgdo tem efeito
bacteriostético do crescimento. Como os humanos obtém &cido félico dos alimentos
em vez de sintetiza-lo intracelularmente, as sulfonamidas sdo seletivamente téxicas

para as bactérias (56)
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2.4 Mecanismos de resisténcia a antibioticos

A resisténcia aos antibioticos € classificada como uma das maiores ameacgas a saude
publica, sendo importante assim entender os mecanismos pelas quais as bactérias
conseguem resistir & sua agao (47).

O uso de antibiéticos cada vez mais difundido e muitas vezes de forma incorreta e
exagerada, levaram ao rdpido aparecimento de estirpes resistentes a antibioticos,
tornando-se num problema de saulde publica em todo o mundo (40-42).

A resisténcia aos antibidticos, ocorre quando estes perdem a capacidade de controlar
0 crescimento ou morte bacteriana, ou seja, uma bactéria resistente continua a
multiplicar-se na presencga de niveis terapéuticos desse antibiético (60).

A resisténcia aos antibiéticos (figura 2.11) pode ser desenvolvida de variadas formas,
mas as bactérias conseguem evitar os seus efeitos devido a 4 mecanismos principais:
a) modificacdo ou destruicdo enzimatica do antibibtico (ex. destruicdo dos 3-lactamicos
pelas B-lactamases que provocam hidrélise do anel B-lactamico antes da sua ligacao
as PBPs); b) bombas de efluxo (promovem o efluxo do antibiético do meio intracelular
para 0 meio extracelular); c) alteragcdo nas moléculas alvo dos antibidticos (devido a
perda total da afinidade ou a sua simples reduc¢éo) ; d) alteracdo da permeabilidade da
membrana celular bacteriana (modificando o local de ligacao do antibi6tico) (46,47,61).
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Figura 2.10 — Diferentes mecanismos de resisténcia a antibidticos, adaptado de
https://www.reactgroup.org/toolbox/understand/antibiotic-resistance/resistance-

mechanisms-in-bacteria, acedido a 14 setembro 2020.

No S. aureus a resisténcia aos antibioticos tem sido desenvolvida por mutacées nos
genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras bactérias, que podem ser

de espécies do mesmo género ou de géneros diferentes. Estudos descrevem que a
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resisténcia a meticilina € determinada pelo gene mecA, o qual codifica para
modificagbes no receptor do B-lactamico, estimulando a producdo da proteina de
ligacdo a penicilina (PPB2a) com baixa afinidade pelo antibidtico, resultando na
resisténcia, fazendo com que a bactéria resista ao tratamento. Este tipo de resisténcia
€ a base da resisténcia para MRSA (6,32,62). Uma das carateristicas das estirpes de
MRSA é a sua resisténcia ndo apenas a B-lactamicos, o que torna as infecdes por
MRSA mais dificeis de tratar, tendo consequéncias na duracdo de tratamento nos

custos associados (8).

2.5 Concentracdo minima inibitéria (CMI)

A concentragdo minima inibitéria (CMI) é definida como a menor concentragdo de
agente antimicrobiano, que inibe completamente o crescimento do microrganismo,
detetado a olho nu. Para identificar a CMI em meio liquido, quantidades idénticas de
bactérias apds isolamento de uma cultura pura sdo inoculadas no meio liquido com
antimicrobiano em diluicbes que vao diminuindo progressivamente. A CMI esta entre
as concentracdes do Ultimo tubo/placa em que nenhuma bactéria cresceu, e a préxima
dose menor que permitiu o crescimento bacteriano (figura 2.12). As CMI sao
importantes na medida em que permitem confirmar a resisténcia de um microrganismo
a um agente antimicrobiano e também para monitorizar a atividade de novos agentes
antimicrobianos (63).

De uma forma sucinta, a CMI, € obtida através do crescimento do microrganismo em
tubo, pocetos ou placa que contém o antibiético com diferentes concentracdes até se

determinar o ponto final de crescimento (64,65).
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Figura 2.11 — Esquema representativo da determinacao da concentragdo minima
inibitéria, adaptado https://www.slideshare.net/kyawsanlin25/terminologies-on-anti-

infective-agents, acedido a 14 setembro 2020.
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2.6 Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

Ao longo destes Ultimos anos com o aparecimento de microrganismos multi-
resistentes, a OMS incitou a busca de novos compostos antimicrobianos naturais que
possam ser usados contra esses microrganismos (2). Varios estudos tentaram
encontrar novas abordagens focadas no uso de produtos ou compostos naturais com
propriedades terapéuticas (11,19,20).

Uma dessas abordagens foi o uso do cha verde e o estudo das suas propriedades
benéficas (21-23).

O ché& verde é conhecido como uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo.
E produzido principalmente em paises asiaticos a partir das folhas da planta Camellia
sinensis. A sua composi¢cdo quimica inclui, entre outros componentes os polifendis
(flavondides e catequinas), responsaveis pelas propriedades benéficas. As quatro
principais catequinas deste cha sdo: a epicatequina (EC), a epicatequina-3-galato
(ECG), a epigalocatequina (EGC) e a epigalocatequina-3-galato (EGCG)
(11,22,24,66).

OH
(—)—Epicatechin (EC) (—-)-Epigallocatechin (EGC)

OH

OH OH
H @EOH HO. o I: :[OH
X - o~
o-<.: ~ OH o-C OH
OH o OH o)
OH OH

(—)—Epicatechin-3-gallate (ECG) (-)—Epigallocatechin-3-gallate (EGCG)

Figura 2.12 - Estrutura quimica das principais catequinas do ch& verde, adaptado de (11)

A EGCG é a catequina mais abundante e com maior relevancia do ponto de vista
médico, apresentando um forte poder anti-inflamatério, anti-oxidante, anti-
carcinogénico, elevado poder antimicrobiano (combatendo e prevenindo infecdes), e
demonstrando sinergismo com varios antibiéticos (24,66,67).

Uma das suas propriedades € a capacidade de ligagcdo a membrana celular incluindo a
de bactérias, interferindo em varios processos, danificando a membrana, levando a
lise da célula (10-13,24).
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Esta capacidade, deve-se ao facto de a EGCG ser carregada negativamente ligando-
se a membrana celular da bactéria que é carregada positivamente, impossibilitando a
ligacdo da bactéria a células hospedeiras, assim como, a ligagdo a outras bactérias
impedindo a formacéao de biofilme e libertacéo de toxinas (10,11,24).

Estudos reportaram que a concentracdo minima inibitéria (CMI) de EGCG estava
abaixo de 100 pg/mL (11,68,69), sendo que CMI de EGCG contra S. aureus
comprovadas em estudos varia entre 50 - 100 pg/ml (67,70).

O mecanismo de acdo do EGCG contra Staphylococccus, foi amplamente investigado
por Yam e 0s seus colaboradores, que demonstraram que extratos de cha verde
conseguem reverter o fenotipo de resisténcia em estirpes de MRSA (27).

Um estudo realizado por Zhao e os seus colaboradores, refere que concentragdes de
25ug/ml de EGCG conseguem reverter o fénotipo de resisténcia em estirpes de MRSA
(71).

A EGCG provoca alteragbes na parede celular bacteriana, influenciando a sintese de

PBP2 que conferem a resisténcia a B-lactamicos (24,71).

2.6.1 Potencial sinergético da EGCG

Sinergismo é definido como a interacdo de duas ou mais substancias ou outros
agentes para produzir um efeito combinado maior do que a soma de seus efeitos

separados, ou seja, quando existe uma acao potenciadora (72).

Figura 2.13 - Exemplo de sinergismo, adaptado de (73)

Estudos anteriores demonstraram existir sinergismo entre EGCG e diferentes
antibiéticos (11,24,68,74,75). Muitos destes estudos investigaram o eventual
sinergismo entre as catequinas do chd verde com [B-lactdmicos e focaram o seu
objetivo no S. aureus, em particular o MRSA. Estudos comprovaram que a EGCG

provoca danos na parede celular bacteriana comprometendo a sua integridade. A
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EGCG liga-se ao peptidoglicano sendo esta a principal razdo do sinergismo entre
EGCG e os antibiéticos p-lactamicos contra MRSA (68,76).

Roccaro et al. comprovaram que as catequinas interagem sinergeticamente com a
tetraciclina contra S. aureus (10,76).

Varios investigadores também demonstraram existir efeito sinergético com penicilina,
oxacilina, ampicilina/sulbactam e imipenem no MRSA (11,24,69,71,76).

Na tabela seguinte estdo exemplos de sinergismo do ch&d verde com diferentes
antibioticos (24).

Antimicrobial Action Dirug Synergism
Inhibat Cell Wall Synthesis ampicillin
ampicillin/sulbactam
amuoxicillin
aztrennam

cefalotin
cefepime
cefotaxime
ceftaridime
imipenem
MeEropenem
oxacillin
penicillin
piperacillin

Inhibit Protein Synthesis amikacin
azithromycin
chloramphenicol
doxycvcline
ervthromycin
gentamicin
tetracycline

tobramycin

Inhibit Mucleic Acid Synthesis ciprofloxacin
levofloxacin
metronidazole

nalidixic acid

Figura 2.14 — Exemplos de sinergismo do cha verde com diferentes antibidticos, adaptado
de (24).
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3. Objetivos

Face ao aumento de estirpes multi-resistentes, a busca constante de novos compostos
antimicrobianos ou adjuvantes naturais tem vindo a aumentar.

Este estudo tem como objetivo geral avaliar o potencial antimicrobiano in vitro da
EGCG na reversdo do fendtipo de resisténcia, assim como verificar o potencial
sinergismo com antibiéticos com diferentes mecanismos de a¢ao contra estirpes de S.
aureus (MSSA e MRSA) isoladas de infecdes hospitalares e da comunidade,
reforcando a EGCG como composto natural com potencial antimicrobiano e / ou
adjuvante terapéutico contra microrganismos resistentes a antibiéticos.

Os objetivos especificos para este estudo sao:

- Caraterizar a prevaléncia de S. aureus nas amostras recolhidas da comunidade;

- Analisar o perfil de suscetibilidade a antibidticos das estirpes isoladas da comunidade
e estirpes isoladas de infe¢cdes hospitalares;

- Comprovar o sinergismo entre EGCG e estirpes com fenétipo de resisténcia em
estirpes da comunidade e em estirpes de infecbes hospitalares;

- Verificar se a co-exposicdo de EGCG potencia a acdo dos antibiéticos usados
(imipenem 10ug, tetraciclina 30y, gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug) tendo efeito
sinergista;

- Observar se existem divergéncias no crescimento em estirpes de S. aureus da

comunidade e hospitalares quando expostas a EGCG.
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4. Materiais e métodos

4.1 Tipo de estudo e variaveis

Uma vez que este estudo tem como objetivo verificar o efeito antimicrobiano e o
potencial sinergismo da EGCG com antibioticos com diferentes mecanismos de agao
em estirpes recolhidas de amostras de infecbes hospitalares e da comunidade, este
estudo pode classificar-se como experimental, uma vez que as variaveis relacionadas
com o objetivo de estudo sdo manipuladas tendo como finalidade testar as hipéteses
propostas possibilitando a avaliagéo da relacdo entre causa e efeito (77).

Para este estudo, as hipéteses colocadas foram: 1) se a EGCG atua sinergeticamente
com os antibiéticos usados de modo a verificar a alteragdo do fenétipo de resisténcia,
2) se a EGCG potencia a acao dos antibioticos utilizados, ou seja, se observamos um
aumento tamanho da zona de inibicAo quando expostas a EGCG; 3) observar
diferencas de crescimento nas estirpes estudadas; 4) se existem diferengas entre as
estirpes da flora comensal e as estirpes hospitalares.

Quanto as variaveis, podemos classifica-las como qualitativas ordinais (uso de EGCG
em diferentes concentragdes); qualitativa nominal (0 uso de quatro antibidticos
diferentes); qualitativas dicotdbmica nominal (se verificamos a reversdo do fenétipo de
resisténcia ou nao); qualitativas tricotbmicas (tempos de leituras — 18, 24 e 48h) e
quantitativas continuas (medi¢&o do tamanho da zona de inibigdo dos TSA) (77,78).

A revisdo da literatura foi realizada utilizando a base de dados PubMed, pesquisando
artigos no minimo com 10 anos, usando as palavras chave como cha verde;

sinergismo; S. aureus; MRSA; EGCG; resisténcia a antibioticos.

4.2 Amostra

Para este projeto foram recolhidas amostras de exsudados nasofaringeo de individuos
voluntérios com idade igual ou superior a 18 anos sem patologias conhecidas
associadas e sem a toma de medigdo, particularmente antibidticos, nos 6 meses
anteriores a colheita, com exposi¢do ocupacional a servigos de salude nomeadamente
Hospitais e Centros de Saude (n=38) ap0ls leitura e assinatura do consentimento
informado (apéndice 1), salvaguardando todas as questdes éticas inerentes.

As estirpes provenientes de infecbes hospitalares (n=32) foram obtidas apos
processamento, identificacdo e realizacdo de teste sensibilidade a antibibticos, de

amostras de infe¢cdes hospitalares, apds autorizacdo do Conselho de Administracao,
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Conselho de Etica para a Saude e do Servico de Patologia Clinica — secdo de

Microbiologia de um Hospital de Lisboa (anexo |, II).

4.3. Procedimentos laboratoriais

4.3.1Colheita de exsudado nasofaringeo

A recolha de amostras da comunidade foi realizada a cada voluntario, apés leitura e
assinatura do consentimento informado, através de uma colheita de exsudado
nasofaringeo de acordo com as normas de colheita em microbiologia como ilustrado
na figura 4.1.

Para a recolha do exsudado nasofaringeo foi inserido uma zaragatoa estéril em ambas
as narinas, rodando a zaragatoa contra a mucosa e ao longo do septo nasal. Colocar a
zaragatoa no meio de transporte - meio de Stuart, e enviar o mais rapidamente
possivel ao laboratério (79). Todas as amostras foram codificadas, respeitando o
anonimato de cada participante.

Figura 4.1 - Exemplo de colheita de exsudado nasofaringeo, adaptado de Vancouver
Costal Health Influenza-Like Illness ( ILI ) Outbreak Specimen Collection 2017 (80).

4.3.2 ldentificacdo do S. aureus

As amostras recolhidas foram semeadas em gelose de Columbia agar com 5% de
sangue de carneiro e em meio cromogénico de MRSA - CHROMID® MRSA da
Biomerieux, e incubadas por 24 e 48 horas a 37°C.

Em gelose de sangue, ap6s o periodo de incubacao, as colonias foram avaliadas
consoante as suas carateristicas culturais (colonias arredondadas de cor branca,
acinzentadas ou ligeiramente amareladas com (-hemdlise), e as colénias suspeitas
foram reisoladas e incubadas durante 24 horas a 37°C para obtenc&o de cultura pura

e jovem para identificagdo (figura 4.2 A e B).
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Figura 4.2 — Col6nias suspeitas de S .aureus em gelose de Columbia agar. (A) Fotografia

captada durante o projeto e (B) imagem retirada de www.bacteriainphotos.com

O meio cromogénico de CHROMID® MRSA (figura 4.3) consiste nhum meio rico em
nutrientes que combina diferentes peptonas. Além disso, contém um substrato
cromogénico de a-glicosidase e uma combinacdo de diversos antibidticos, incluindo a
cefoxitina que favorecem o crescimento de MRSA. A mistura seletiva inibe a maioria
das bactérias ndo pertencentes ao género Staphylococcus, bem como as leveduras.
Apo6s 18 a 24 horas de incubagédo a 37°C, a presenca de pelo menos uma colénia

verde tipica é indicativo da presenca de MRSA (81).

Figura 4.3 — Meio cromogénico CHROMID®MRSA da Biomérieux, retirado de

https://www.biomerieux-diagnostics.com, acedido a 10 setembro 2020.

A identificac@o do S. aureus foi realizada através do teste bioquimico da catalase e do
teste imunologico Slidex Staph Kit da Biomerieux (ref # 73115). Este, consiste num
teste de aglutinacdo de particulas latex que permite a identificacdo simultanea do fator
de afinidade ao fibrinogénio, da proteina A e dos polissacarideos capsulares de S.
aureus. Na presenca de uma reacdo positiva observa-se a formacdo de agregados

com as particulas latex, visiveis macroscopicamente, em menos de 30 segundos.
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Perante uma reac¢do negativa, a suspensdo nao ird apresentar agregados, mantendo

um aspeto leitoso (figura 4.4).

A B

Figura 4.4 — Exemplo de teste de aglutinacdo de particulas em latex, em que: A)
Resultado positivo apresentando agregados visiveis macroscépicamente e B) Resultado
negativo sem agregados, adaptado de http://www.bionor.no/human.htm, acedido a 8
outubro 2020.

Para a confirmagdo do fendtipo de resisténcia a meticilina, foi utilizado o teste
imunolégico, MRSA - Detection Slidex Kit da Biomerieux (ref#73117). Este teste
consiste num teste de aglutinacdo de particulas de latéx revestidas com anticorpos
contra PBP2a. Se a reacéo for positiva observa-se a formacdo de agregados com as
particulas de latex, visiveis macroscopicamente.

Como controlo positivo foram usadas estirpes de S. aureus previamente identificadas

e fenotipadas no laborat6rio, e como controlo negativo a estirpe ATCC 252923.

4.3.2.1 Teste Bioquimico da Catalase

O teste bioquimico da catalase permite distinguir bactérias do género Staphylococcus
de bactérias do género Streptococcus. A enzima catalase converte o perdxido de
hidrogénio em oxigénio e agua. A liberacdo do oxigénio observa-se pela formagéo de
bolhas (figura 4.5).

Para realizar o teste bioguimico da catalase, transfere-se com uma anga a colénia
suspeita para uma lamina de vidro. Adicionar uma gota de peréxido de hidrogénio a

3%, e observar se existe ou ndo formacéo de bolhas (reacéo positiva).

Figura 4.5 - Teste da catalase, retirada de https://microbesinfo.com/2013/05/catalase-

test-a-test-to-differentiate-staphylococcus-and-streptococcus/, acedido a 7 outubro 2020.
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4.3.3 Recolha de estirpes isoladas de infe¢cdes hospitalares

Ap6s todas as autorizagdes necessarias de modo a assegurar todas as questdes
éticas inerentes ao estudo, foi realizada a recolha de estirpes de S. aureus incluindo
MSSA (n=16) e MRSA (n=16) em amostras de infecdes hospitalares, apds
identificacdo num laboratério de microbiologia de um hospital de Lisboa, através de
métodos automatizados - VITEK MS e VITEK 2 - ambos da Biomerieux (figura 4.6).
Todas as estirpes foram isoladas para andlise posterior e foram codificadas,
respeitando o anonimato de cada doente e foram armazenadas em glicerol 10% a -
20°C.

A B—

Figura 4.6 - VITEK MS (A) e VITEK 2 (B) ambos da Biomerieux. Fotografias captadas

durante o projeto.

4.3.4 Determinacgéo da CMI

A CMI para de estirpes de S. aureus isoladas de infe¢cdes hospitalares MSSA (n=16) e
MRSA (n=16) e de S.aureus de estirpes isoladas da comunidade MSSA (n=7) e MRSA
(n=9) foi determinada usando diferentes concentragfes de EGCG.

Estas concentragfes foram obtidas a partir de uma solucdo de trabalho inicial 0.5
mg/mL que foi preparada com 20 mL de Mueller Hinton Broth (MHB) a qual foram
adicionados 10 mg de EGCG (E4143 Sigma). A partir dessa solucéo de trabalho foram
feitas diluicbes de modo a obter quatro concentracdes diferentes 25; 50; 100 e 250
pg/ml.

Em cada tubo com as diferentes diluicbes de EGCG foram inoculadas as estirpes a
serem testadas em 1ml de MHB usando uma escala turbidimétrica de 0,5 McFarland
(McF) medida no densitometro da Biomérieux (DensiCHECK plus) de acordo com os
protocolos CLSI numero 8.2.1, onde esta descrito a preparacao do indculo a partir do

método de suspensao direto de colbnias puras isoladas e o protocolo nimerol10.3,
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onde esta descrito o procedimento para macrodiluicdo em tubo com MHB (64).
Posteriormente foram colocados a incubar a 37°C. As leituras das densidades oOticas
foram realizadas as 18, 24 e 48 horas. Foi realizado o branco para todas as
concentracdes de EGCG e o valor da densidade 6tica obtido foi subtraido a todas as

amostras.

4.3.5 Teste de avaliacdo de sensibilidade a antibi6ticos (TSA)
em estirpes recolhidas da comunidade

As estirpes isoladas da flora comensal foram inoculadas em 1ml de MHB usando uma
escala turbidimétrica de 0,5 McF.

O teste de sensibilidade a antibiéticos foi avaliado através do método de difusdo em
disco, usando o meio de agar Mueller Hinton (MH) e discos de antibiéticos de
amoxicilina 25ug, tetraciclina 30ug, gentamicina 30ug e imipenem 10ug, de acordo
com o protocolo nimero 5.1.2 a 5.4 CLSI (82).

As placas inoculadas foram a incubar durante 24 e 48 horas a 37°C. Foram feitas
medicdes das zonas de inibigcdo (halos), e a suscetibilidade, sensivel ou resistente, foi
feita de acordo com os valores da tabela EUCAST v10.0 valida a partir de 01-01-2020
(83).

Tabela 4.1 — Intervalos da zona de inibigdo para determinar sensibilidades ou resisténcias a antibiéticos,
de acordo com valores da tabela EUCAST v10.0 vélida a partir de 01-01-2020 (83)

Zona inibicdo em milimetros (mm)

Antibioticos Sensivel Resistente
Imipenem 10 pg* 222 <22
Tetraciclina 30 ug 222 <19

Gentamicina 30 pg =18 <18
Amoxicilina 25 pg* =22 <22

* Os valores dos intervalos de medicao das zonas de inibi¢do para o imipenem e amoxicilina foram inferidos pelos

valores da cefoxitina, de acordo com indicag¢des na tabela EUCAST v10.0 vélida a partir de 01-01-2020.
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4.3.6 Teste sensibilidade a antibioticos (TSA) em estirpes
recolhidas de infe¢cbOes hospitalares

O teste de sensibilidade a antibioticos foi realizado apoés identificacdo e isolamentos de
estirpes de S. aureus de amostras de infe¢cdes hospitalares, através de métodos
automatizados (VITEK MS e VITEK2). Para o antibiograma no VITEK2 foi utilizada a
carta AST648 (ref # 420857) (figura 4.7).

Figura 4.7 - Carta P-648 utilizada para teste de sensibilidade a antibiéticos (VITEK2).
Fotografia captada durante o projeto.

4.3.7 Avaliacao do potencial sinergismo da EGCG

Para a avaliacdo do potencial sinergismo do EGCG (E4143 Sigma), as estirpes de S.
aureus de estirpes isoladas da flora comensal e de infe¢bes hospitalares foram
inoculadas em 1ml de MHB, usando uma escala turbidimétrica de 0,5 McF de acordo
com o protocolo niumero 8.2.1 CLSI (64) nas concentracdes finais de EGCG a 25; 50;
100 e 250 pg/ml.

As estirpes foram inoculadas em MH, onde foram colocados os discos de antibiéticos
a serem testados (amoxicilina 25ug, tetraciclina 30pg, gentamicina 30ug e imipenem
10pg) de acordo com o protocolo numero 5.1.2 a 5.4 CLSI (82). Apos incubacédo a
37°C, foram feitas medi¢bes das zonas de inibigdo (halos) com o auxilio de uma régua
e foi realizada a avaliacdo das suscetibilidades as 18, 24 e 48 horas de acordo com 0s
valores da tabela EUCAST v10.0 vélida a partir de 01-01-2020 (83).

4.4 Analise estatistica de inferéncia

As diferencas significativas entre os diferentes tempos de exposicdo e o tamanho das
zonas de inibicdo de estirpes de MSSA e MRSA recolhidas da comunidade e de
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infecdes hospitalares, foram avaliadas usando o teste t-student emparelhado, apés a
verificagdo da normalidade da distribuicdo das variaveis em estudo, através dos testes
da normalidade, designadamente o de Shapiro-Wilk.

Valores de p<0.05 foram considerados significativos, com atribuicdo de significancia
estatistica ao valor de p>0,05 - ndo significante; 0,01 a 0,05 - significante; 0,001 a 0,01
- muito significante e p<0,001 - extremamente significante.

O tratamento estatistico e os gréficos foram realizados no Microsoft Excel®.

4.5 Etica

Este trabalho esta inserido num projeto do Instituto Politécnico de Lisboa, tendo sido
aprovado no Conselho de Etica da Escola Superior de Tecnologia da Saude ref: CE-
ESTeSL-N°18-2019. Este projeto foi também aprovado pelo Conselho de Etica para a
Saude e do Conselho de Administragéo do Hospital, de modo a garantir a salvaguarda
de todas as questdes éticas inerentes (anexo I, Il e llI).

Sendo um projeto em que foram utilizadas amostras biologicas de individuos para fins
estritamente investigacionais, existiu o0 compromisso de ter em consideragéo o direito
a confidencialidade e anonimato dos participantes garantindo os principios de ética de
acordo com a Declaragéo de Helsinquia e Convencdo de Oviedo (84) e em acordo
com a lei Portuguesa n°58/2019 de 8 de agosto sobre a protecdo de dados (85),
mediante leitura e assinatura de um consentimento informado que se encontra no
apéndice I.

Todas as amostras recolhidas foram identificadas com um nimero/cédigo previamente

estabelecido, ndo existindo qualquer outra informacao acerca do individuo.
4.6 Financiamento / Subsidios

Este projeto foi realizado em colaboracdo com a Escola Superior de Tecnologias da
Saude de Lisboa do Instituto Politécnico de Lisboa e o Centro de Investigagdo em
Saude e Tecnologia H&TRC.
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5. Resultados

Este estudo foi separado em duas etapas distintas:

A primeira etapa em que foi realizada a colheita de amostras de voluntarios com
exposicdo ocupacional a ambiente de cuidados de saude (n=38), das quais foram
isoladas e identificadas estirpes de S. aureus (MSSA n=7 e MRSA n=9) e realizado o
estudo do efeito da EGCG e a avaliagdo do potencial sinergismo com diferentes
antibioticos.

E uma segunda etapa, em que se procedeu a recolha de amostras de estirpes de
MSSA (n=16) e MRSA (n=16) em amostras de infe¢Bes hospitalares, ja caraterizadas
num laboratério de microbiologia de um hospital de Lisboa, para avaliar o efeito e
potencial sinergismo da EGCG com diferentes antibiticos.

Em ambas as etapas anteriormente descritas, primeiramente verificamos se a EGCG
atua sinergeticamente com os diferentes antibidticos usados permitindo avaliar a
alteracdo do fendtipo, se o reverte para sensivel ou se mantém a resisténcia.
Posteriormente, foi realizada a co-exposicao da EGCG com os diferentes antibioticos,
de forma a verificar a existéncia ou ndo de sinergismo com os antibiéticos, através da
medicdo da zona de inibicdo o que nos permite avaliar o comportamento das estirpes
de MSSA e MRSA hospitalares e da comunidade ao longo do tempo (18, 24 e 48h).
Por dltimo, comparamos o0 crescimento nas estirpes de MSSA e MRSA da
comunidade, o crescimento nas estirpes de MSSA e MRSA hospitalares, e
comparamos o crescimento entre as estirpes da comunidade e hospitalares de forma a
observar se existem diferencas significativas entre elas quando expostas a EGCG nas

diferentes concentracgoes.
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5.1 Prevaléncia de S. aureus em amostras da comunidade

A prevaléncia de S. aureus na populagdo estudada em amostras recolhidas da
comunidade foi de 42,1% em que 18,4% sdo MSSA e 23,7% MRSA, como se pode

observar na tabela 5.1.

Tabela 5.1 - Prevaléncia de S.aureus em voluntarios com exposi¢éo ocupacional, em que MSSA (S.
aureus sensivel a meticilina) e MRSA (S. aureus resistente a meticilina).
Prevaléncia de S. aureus em amostras recolhidas da
comunidade
(S. aureus 16/38 — 42,1%)
MSSA MRSA
7/38 — 18,4% 9/38 — 23,7%

5.2 Avaliacéo da sensibilidade antimicrobiana de estirpes de S.
aureus isoladas da comunidade

Para a fenotipagem no que se refere a resisténcia a antibidticos das estirpes
provenientes das amostras recolhidas em voluntarios com exposi¢do ocupacional, foi
realizado a avaliacdo da sensibilidade aos antibiéticos imipenem 10ug, tetraciclina
30ug, gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug.

Ap6s incubacao (24h a 37°C), para cada estirpe foi feita a medi¢cdo das zonas de
inibicdo dos antibidticos, e a caraterizacdo de sensivel (S) e resistente (R) foi feito de
acordo com os valores estabelecidos pela EUCAST. Os resultados obtidos estdo
registados na tabela 5.2. Observamos que todas as estirpes sdo sensiveis a
tetraciclina e a gentamicina. As estirpes de MSSA codificadas como CC4, MB1, MB6,
MB10 e as estirpes de MRSA codificadas com MB2, MB4, VFXB14, VFXB15, VFXB16
sao resistentes a amoxicilina. A estirpe codificada MB12 é resistente ao imipenem e a

amoxicilina.
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Tabela 5.2 - Antibiograma de estirpes de MSSA e MRSA isoladas da flora comensal de voluntarios com
imipenem 10ug, tetraciclina 30pg, gentamicina 30pg e amoxicilina 25ug, em que S-sensivel e R-
resistente. A cor vermelha indica as estirpes que apresentaram fenoétipo de resisténcia aos antibiéticos
testados.

CC3
CC4
MB1
MB6
MB10
MB17
5-7S

> n n Z

MB2
MB4
MB5
MB12
1-2S
VFEXB7
VFXB14
VFXB15
VFXB16

> n »m L
n u n n nuo n nnuoono nnonoonononon

n u n n nuo n nnuono nnonoononoonon

U)U)U)U)U)IU)U)U)U)U)U)(DU)U)U’)

5.3 Sinergismo entre EGCG e estirpes com fendtipo de
resisténcia em amostras recolhidas da comunidade

De forma a avaliar o potencial sinergismo entre a EGCG e os diferentes antibioticos
testados, estirpes isoladas da comunidade foram inoculadas nas diferentes
concentracbes de EGCG (250 pg/ml; 100 pg/ml; 50 pg/ml e 25 pg/ml) e foram
realizados testes de sensibilidade aos antibioticos testados de modo a verificar a
existéncia de sinergismo com os antibiéticos usados.

Relativamente aos resultados obtidos com o imipenem, 0s quais se encontram
registados na tabela 5.3, podemos observar que todas as estirpes apresentam
fenotipo sensivel, exceto a estirpe de MRSA codificada como MB12, que apresenta
fendtipo de resisténcia. Quando exposta as diferentes concentragbes de EGCG,

29



observou-se que nesta estirpe o fenétipo de resisténcia passou de resistente a
sensivel, ou seja, 0 EGCG potenciou a acdo do imipenem onde se observou a
reversdo de fenotipo.

Tabela 5.3 — Antibiograma das estirpes expostas a EGCG em diferentes concentrag@es com imipenem
10ug, em que S-sensivel e R-resistente.

A cor vermelha indica a estirpe com fenétipo de resisténcia, e a cor verde indica a reversao do fenétipo de
resisténcia ao imipenem com as diferentes concentra¢des de EGCG.

CC3
CC4
MB1
MB6
MB10
MB17
5-7S

> n n

MB2
MB4
MB5
MB12
1-2S
VEXB7
VFXB14
VFXB15
VFXB16

nu u n 0o no nuononnuon

nu nu nu no n no nnono nnonuononuonuon

> n 1o Z
nu nu n no n no nnono nnonuoononuonon
nu nu nu no nnuo nnono nononuonuonuonuon

nu nu nuo no n nuo nnuono nuononuonuonuonuon

nw u nu nu n

Y

Relativamente a exposicdo com a amoxicilina na tabela 5.4, estdo registadas as
estirpes de MSSA e MRSA da comunidade expostas as diferentes concentragfes de
EGCG com a amoxicilina 25ug. As estirpes codificadas como CC3, MB17, 5-7S MB5,
1-2S e VFXB7 apresentam fendétipo de sensivel (S).

As estirpes codificadas como CC4, MB1, MB6, MB10, MB2, MB4, MB12, VFXB14
VEXB15, VFXB16 apresentavam fenétipo de resisténcia (R).
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Ao analisarmos as estirpes codificadas como MB6, MB2, MB4, quando expostas a
EGCG nas diferentes concentracdes o fendtipo de resisténcia passou a ser sensivel,
ou seja, a EGCG potenciou a acdo da amoxicilina nestas estirpes. As estirpes
codificadas como MB1 e VFXB16 s6 demonstraram a reversdo do fenétipo de
resisténcia para sensivel nas concentracdes de EGCG a 250ug/ml e a 100ug/ml,
demonstrando sinergismo. Nas concentracbes de 50ug/ml e 25ug/ml o fendtipo
mantém-se resistente. As estirpes codificadas como MB10, MB12, VFXB14 E VFXB15
mantiveram o fenétipo de resisténcia, ou seja, nestas estirpes nado se verificou
sinergismo entre a EGCG com a amoxicilina.

Em relagédo a exposi¢cdo com tetraciclina 30ug e gentamicina 30ug, todas as estirpes

de MSSA e MRSA da comunidade apresentavam fenétipo de sensivel.

Tabela 5.4 - Antibiograma das estirpes expostas a EGCG em diferentes concentragbes com
amoxacilina25ug, em que S-sensivel e R-resistente.

A cor vermelha indica as estirpes que apresentaram fen6tipo de resisténcia. A cor verde nas linhas indica
as estirpes que apresentaram reversdo do fendtipo de resisténcia a amoxacilina com as diferentes

concentracbes de EGCG.

1-2S S
VFEXB7 S S S S
VFXB14

R
vexers R SN SRR S

(2]
(2]
(2]

S
S
S
S
S
S
S

> n 1
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5.4 Identificacédo e teste de sensibilidade a antibidticos de
estirpes de S. aureus isoladas de infegcbes hospitalares

A fenotipagem no que se refere a resisténcia a antibidticos das estirpes de MSSA
recolhidas de infecdes hospitalares, apos a sua identificacdo e teste de sensibilidade a
antibiéticos por métodos automatizados, estd registada na tabela 5.5 onde estédo
descritos os locais da colheita da amostra biol6gica, assim como as sensibilidades e
resisténcias aos antibiéticos usados na carta do VITEK2 — AST P648, das estirpes
isoladas nas respetivas amostras. Todas as amostras foram codificadas de modo a
manter o anonimato de cada doente.

As estirpes isoladas e identificadas com fenoétipo de resisténcia a meticilina sensivel
foram recolhidas de infe¢cdes hospitalares como: exsudados purulentos (colhidos por
zaragatoa ou aspirados); exsudados de feridas operatérias; expetoracdes; urinas;
exsudado superficial (zaragatoa e aspirado); liquido didlise; bidpsias/fragmentos de
tecido; hemocultura.

Para o teste de sensibilidade aos antibidticos, os antibioticos usados foram: Penicilina;
Tetraciclina; Trimethroprim/Sulfametoxazol; Teicoplanina; Linezolide; Mupirocina;
Acido Fusidico; Rifampicina; Vancomicina; Oxacilina; Gentamicina; Eritromicina;

Moxifloxacina; Levofloxacina; Cefoxitina; Daptomicina; Clindamicina.

Tabela 5.5 - Sensibilidades e Resisténcias Screen a cefoxitina de estirpes de MSSA isoladas de infe¢des
hospitalares a antibidticos como Oxac (Oxacillina); Genta (Gentamicina); Eritro (Erithromicina); Clinda
(Clindamicina); Tetra (Tetraciclina); Trimeth/Sulfam (Trimethoprim / Sulfamethoxazole); Penic (Penicillina);
Teicop (Teicoplanina); Moxiflox (Moxifloxacina); Levof (Levofloxacina); Ac. Fus (Acido Fusidico); Vanco
(Vancomicina); Rinfamp (Rifampicina); Moxif (Moxifloxacina); Linez (Linezolide); Mupic (Mupirocina) e
Daptom (Daptomicina).

Fendtipo de
. . Amostra
Resistencia L ) . Screen
. - biol6gica Sensivel Resistente -
a Meticilina cefoxitina
MS1: Exs. . . .
PuSruIen)t((s) Oxac;Genta;Eritro;Clinda;Tetra;Trime
, , th/Sulfam;Daptom;Moxif;Levof;Vanco Penic;Teicop .
Ulcera pé N o e Negativo
. ;Linez;Mupic;Ac.Fus; Rifamp
direito
MS2- Oxac;Genta;Clinda;Levoflox;Tetra;Tri
Ex étora %0 meth/Sulfam;Dapto;Eritro;Moxif; Vanc Penic Negati
P & 0;Teico;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp egativo
MS3: . . .
Exs. Purulento Oxac;Genta;Erito;Clinda; Tetra; Trimet
) h/Sulfam;Dapto;Moxif;Levof;Vanco;Li Penic;Teicop .
anca . . Negativo
nez;Mupic;Ac,Fus; Rifamp
esquerda
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Oxac;Genta;Clinda;Levoflox;Tetra;Tri

MS4. . . -
Exs etoracio meth/Sulfam;Dapto;Eritro;Moxif;Vanc Penicilina Negati
P ¢ 0;Teico;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp cBAtive
Oxac;Genta;Clinda; Trimeth/Sulfam;P
MS5: enic;Tetra;Penic;Dapto;Eritro;Moxif;L
Hemocultura | evof;Vanco;Teico;Linez;Mupic;Ac.Fus Negativo
;Rifamp
Oxac;Genta;Eritro;Clinda;Tetra;
MS6:Exs.Pur R ! T ' L
S6 S ! Trimeth/Sulfam;Penic;Dapto;Moxif;Le
ulento pé . . . .
vo;Vanco;Teico;Linez;Mupic;Ac.Fus; - Negativo
esquerdo i
Rifamp
MS7: Oxac;Genta;Levof; Tetra; Trimeth/Sulf
Ex étora %0 am;Penic;Dapto;Moxif;Vanco;Teico;Li Eritro;Clinda Negati
P ¢ nez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp egativo
MSS8: Exs. ) . .
ferida OX . Oxac;Genta;Eritro;Clinda; Tetra; Trime
8 0p. th/Sulfam;Dapto;Moxif;Linez;Mupic;A . Negativo
aspirado . Penic
c.Fus;Rifamp
mama
Oxac;Genta;Clinda; Trimeth/Sulfam; T . .
. . . . Penic;Moxif; .
MS9: Urina etra;Dapto;Eritro;Vanco;Teico;Linez; Negativo
. ) Levoflox
Mupic;Ac.Fus;Rifamp
MS10: Penic;Oxac;Genta;Clinda;Tetra; Trime
) .. | th/Sulfam;Dapto;Eritro;Moxif;Levof;Va
Exs.Superfici . . . . .
nco;Teico;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifam - Negativo
al antebraco D
MS11: Oxac;Gepta;CImda;Trlmth/Sulfam.;D Penic, .
Expetoracao apto;Moxif;Levof;Vanco;Linez;Mupic; Erito-Teico Negativo
P ¢ Tetra;Ac.Fus;Rifamp; '
Oxac;Genta;Eritro;Clinda;Levof; Tetra
MS12: Trimeth/Sulfam;Dapto;Moxif;Vanco;T Penic
Expetoragdo | eico;Linez; Negativo
Mupic;Ac.Fus;Rifamp
MS13: Oxac;Clinda;Levoflox;Tetra; Trimeth/S
Ex et;)ra %0 ulfam,Penic;Dapto;Moxif;Vanco;Teico | Genta; Eritro Negati
P & ;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp egativo
MS14: Oxac;Genta;Eritro;Clinda; Tetra; Trime
Liquido de th/Sulfam;Dapto;Moxif;Levof;Vanco; Penic;Aci.Fus .
L . . Negativo
dialise Teico;Linez;Mupic;Rifamp
Oxac;Genta; Trimeth/Sulfam;Tetra;Da
MS15: Urina pto;Eritro;Clinda;Moxif;Levof;Vanco; T Penic Nesati
eico;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp egativo
MS16:
Exs.ferida Oxac;Genta;Clinda;Tetra; Trimeth/Sulf
operatoria — am;Dapto;Eritro;Moxif;Levof;Vanco;T Penic Negati
zaragatoa eico;Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp egativo

ferida lombar

A fenotipagem no que se refere a resisténcia a antibidticos das estirpes de MRSA
recolhidas de infecGes hospitalares, apés a sua identificacéo e teste de sensibilidade a

antibiéticos por métodos automatizados, esta registada na tabela 5.6 onde estdo
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descritos os locais da colheita (amostra bioldgica), assim como as sensibilidades e
resisténcias aos antibioticos usados na carta do VITEK2 — AST P648 das estirpes
isoladas nas respetivas amostras. Todas as amostras foram codificadas de modo a
manter o anonimato de cada doente.

As estirpes isoladas e identificadas com fenoétipo de resisténcia a meticilina resistente
foram recolhidas de infe¢cdes hospitalares como: exsudados purulentos (colhidos por
zaragatoa ou aspirados); exsudados de feridas operatorias; expetoracdes; lavado
bronco-alveolar; exsudado superficial (zaragatoa e aspirado); bidpsias/fragmentos de
tecido; hemocultura catéter. Para o teste de sensibilidade aos antibidticos, os
antibidticos usados foram: Penicilina; Tetraciclina; Trimethroprim/Sulfametoxazol;

Teicoplanina; Linezolide; Mupirocina; Acido Fusidico; Rifampicina; Vancomicina;

Oxacilina;

Gentamicina;

Daptomicina; Clindamicina.

Eritromicina;

Moxifloxacina;

Levofloxacina;

Cefoxitina;

Tabela 5.6 — Sensibilidades e Resisténcias e Screen a cefoxitina de estirpes de MRSA isoladas de

infecdes hospitalares a antibiéticos como Oxac (Oxacillina); Genta (Gentamicina); Eritro (Erithromicina);

Clinda (Clindamicina); Tetra (Tetraciclina); Trimeth/Sulfam (Trimethoprim / Sulfamethoxazole); Penic

(Penicillina); Teico (Teicoplanina); Moxif (Moxifloxacina); Levof (Levofloxacina); Ac. Fus (Acido Fusidico);

Vanco (Vancomicina); Rinfamp (Rifampicina); Moxif (Moxifloxacina); Linez (Linezolide); Mupic
(Mupirocina) e Daptom (Daptomicina).

Fenotipo
de Amostra biolégica Sensivel Resistente Screen
Resistenci cefoxitina
aa
Meticilina
MR1:Exs.Purulento Genta; Trimeth/Sulfam; Penic;Oxac;Eritro; Positivo
de ferida do dorso Vanco;Tetra;Dapt;Teico; Clinda;Moxif;
da méo Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp | Levoflox
MR2:Exs.Purulento Genta;Erito;Clinda; Tetra;
Ulcera pé Trimeth/Sulfam; Vanco; Penic; Oxac; Positivo
Dapto;Moxif;Levof;Teico; Ac.fusidico
Linez;Mupic;Rifamp
MR3: Expetoracéo Tetra; levof; Vanco;Dapto; Penic;Oxac;
Moxif; Teico;Linez;Mupic; Genta;Eritro;Clinda Positivo
Ac.Fus;Rifamp ;Trimeth/Sulfam
MR4: Lavado Tetra; Vanco;Dapto;Moxif; Penic;Oxac;
broncoalveolar Levof;Teico;Linez;Mupic; Genta;Eritro;Clinda Positivo
Ac.Fus;Rifamp ;Trimeth/Sulfam
MR5: Hemocultura Genta;Clinda;Vanco;Tetra;
Dapto;Eritro;Moxif;Levof; Penic:Oxaci Positivo
Trimeth/Sulfam;Teico;Linez ’
Mupic;Ac.Fus;Rifamp
MR6: Exs.Purulento Genta;Tetra;Vanco;Dapto; Penic;Oxac;Eritro;
M - pé Trimeth/Sulfam;Teico;Linez | Clinda;Moxif; Positivo
Mupic;Ac.Fus;Rifamp Levoflox
MRY7: Biopsia Ulcera | Genta;Tetra;Dapto;Teico; Penic;Oxac;Eritro;
R de presséo Trimeth/Sulfam;Vanco; Clinda; Positivo
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MR8: Exs.Purulento
zaragatoa — perna

MR9: Hemocultura

MR10:Biépsia/fragm
ento de tecido -
amputagéo

MR11: Hemocultura-
catéter

MR12:
Exs.Purulento
aspirado-hérnia
inguino-escrotal
MR13:
Exs.Purulento
zaragatoa — pele
gueimada

MR14: Exs.ferida
operatoria -
matricectomia
parcial dedo do pé
MR15: Hemocultura

MR16: Hemocultura

antibiéticos usados.

Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp

Genta;Tetra;Dapto;Teico;
Trimeth/Sulfam;Vanco;Line
Z;Mupic;Rifamp

Genta;Vanco;Tetra;Dapto;
Teico;Trimeth/Sulfam;Linez
Mupic;Ac.Fus;Rifamp
Genta;Tetra; Trimeth/Sulfa
m;Vanco;Dapto;Teico;Linez
;Mupic;Ac.Fus;Rifamp;

Genta;Clinda;Vanco;Tetra;
Dapto;Eritro;
Trimeth/Sulfam;
Linez;Mupic;Ac.Fus;Rifamp
Genta;Tetra; Vanco;Teico;
Trimeth/Sulfam;Dapto;Mupi
C;

Ac.Fus; Rifamp
Genta;Clinda;Tetra;Dapto;
Trimeth/Sulfam;Vanco;Eritr
o;Moxif;Levof;Teico;Linez;
Mupic;Rifamp
Genta;Clinda;Tetra;Vanco;
Dapto;Eritro;Moxif;Levof;Te
ico; Trimeth/Sulfam;Linez;M
upic;Ac.Fus;Rifamp
Vanco;Tetra;Dapto;Teico;
Trimeth/Sulfam;Linez;Mupi
c;Ac.Fus;Rifamp

Genta;Vanco;Tetra;Dapto;
Trimeth/Sulfam;Rifam;Line
zTeico;Mupic;Ac.Fus;Rifam
p
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Moxiflox;Levoflox

Penic;Oxac;Eritro;
Clinda;
Moxiflox;Levoflox;
Ac.Fus
Penic;Oxac;Eritro;
Clinda;
Moxiflox;Levoflox
Penic;Oxac;Eritro;
Clinda;
Moxiflox;Levoflox

Penic;Oxac;Moxif;
Levof;

Penic:Oxac;Eritro;
Clinda;
Moxif;Levoflox

Penic;Oxac;
Ac.Fusi

Penic;Oxac

Penic;Oxac;Genta;
Eritro;
Clinda;Moxiflox;Le
voflox
Penic;Oxac;Eritro;
Clinda;
Moxiflox;Levof

5.5 Sinergismo entre EGCG e estirpes com fendtipos de

resisténcia em amostras de infecdes hospitalares

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Para a avaliar o potencial sinergismo entre a EGCG e os diferentes antibidticos
testados, estirpes hospitalares, foram inoculadas nas diferentes concentraces de
EGCG (250; 100; 50 e 25 pg/ml) e foram realizados testes de sensibilidade aos

antibidticos testados de modo a verificar a existéncia de sinergismo com 0s

Relativamente aos resultados obtidos para avaliacdo de potencial sinergismo de
EGCG em diferentes concentracdes com a amoxicilina 25ug, observamos tabela 5.7
que as estirpes codificadas como MS2 e MS12, apresentavam um fendtipo de
resisténcia, mas quando expostas a EGCG em concentracdes de 250ug/ml, 100ug/ml

e 50ug/ml reverteram o fenétipo para sensivel. Na concentracdo de EGCG 25ug/ml o



fen6tipo manteve-se resistente. As estirpes codificadas como MS1, MS3, MS4, MS8,
MS9, MS11, MS14, MS15, e MS16 mantiveram o fendtipo de resisténcia, ou seja, nao

se observou sinergismo entre a EGCG com a amoxicilina nestas estirpes.

Tabela 5.7 - Avaliacdo de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentracdes com a amoxicilina
25ug em estirpes de MSSA de infecdes hospitalares, em que S-sensivel e R-resistente. A cor verde indica
as estirpes que apresentaram alteragdo do fenoétipo de resisténcia para sensivel a amoxicilina e que
sofreram alteragdes com as diferentes concentragdes de EGCG. A cor vermelha indica fenétipo de

resisténcia.

MS1:Exs.Purulento
ulcera pé

MS2:Expectoracéo
MS3:Exs.Purulento
anca

MS4:Expectoracdo

MS5:Hemocultura
MS6:Exs.Purulento pé
M MS7:Expectoracdo
MS8:Exs.Ferida

S operatéria - Mama

S MS9:Urina
MS10:Exs. Superficial
A aspirado Antebraco
MS11:Expectoracdo
MS12:Expectoracdo
MS13:Expectoracdo
MS14:Liquido Didlise
MS15:Urina

MS16:Exs.Ferida oper.
- Lombar

I ITIXTLLWIOT O W T LKL T O XD
I ITIXTLLWIOT O W T LKL T O XD
J T LLLAOT O B T LKL I O I
;U;U;UU)I;UU);U;UU)U)U);U ;UI;U

;U;U;UU)I;UU);U;UU)U)U);U;UI;U

Relativamente as estirpes de MRSA, todas as estirpes mantiveram o fendtipo de
resisténcia quando expostas ao EGCG nas diferentes concentracoes.

Verificamos entdo, que para as estirpes de MRSA hospitalares ndo se verifica
sinergismo entre a amoxicilina 25ug e a EGCG.

Na avaliacdo do potencial sinergismo de EGCG com a gentamicina 30ug em estirpes
de MSSA, tabela 5.8, observamos que para a estirpe codificada com MS13 apresenta
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fenétipo de resisténcia. Quando exposta a EGCG nas diferentes concentracdes
mantém a resisténcia, o que significa que a EGCG néo teve efeito sinergético com a
gentamicina 30ug para esta estirpe. Todas as outras amostras de MSSA hospitalares

apresentavam fenoétipo de sensivel.

Tabela 5.8 - Avaliacdo de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentragdes com a gentamicina
30ug, em que S-sensivel e R-resistente em estirpes de MSSA hospitalares.

A linha a vermelho indica a estirpe que apresentava fenoétipo de resisténcia a gentamicina e onde nao se
verificaram alteragcdes com as diferentes concentracdes de EGCG.

Fendotipo de
_ P : Sz < Genta+ Genta + Cei<F
Resistencia o Genta 250 450 0/mi s0ug/ml 22
. - Amostra bioldgica 30ug pg/mil EGCG EGCG pg/mil
a Meticilina EGCG EGCG
MSl:Exs,.PuruIento S s s S S
ulcera pé
MS2:Expectoracdo S S S S S
MS3:Exs.Purulento anca S S S S S
MS4:Expectoracdo S S S S S
MS5:Hemocultura S S S S S
MS6:Exs.Purulento pé S S S S S
M MS7:Expectoracdo S S S S S
S MSB:E,xg.Fenda S S S S S
operatoria - Mama
S MS9:Urina S S S S S
A MS10:Exs. Superficial
aspirado Antebraco S S S S S
MS11:Expectoracdo S S S S S
MS12:Expectoracdo S S S S S

MS13Expecioraggo R R R R R
S S S S S

MS14:Liquido Dialise
MS15:Urina

MS16:Exs.Ferida oper. -
Lombar

Para as estirpes de MRSA hospitalares, na tabela tabela 5.9 observamos que as
estirpes codificadas como MR3, MR4 que apresentavam inicialmente fenétipo de
resisténcia a gentamicina 30ug, depois de expostas as diferentes concentracées de
EGCG verificou-se a reversao do fendtipo de resisténcia e passaram a ser sensiveis.
Verificamos ent&o sinergismo entre a EGCG com a gentamicina.

A estirpe codificada como MR15 que apresentava resisténcia a gentamicina, em

concentracbes de 250upg/m e 100pg/ml de EGCG verificou-se uma reversdo do
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fendtipo de resisténcia, tornando-se sensiveis. Ou seja, 0 EGCG em concentragdes
menos diluidas teve efeito sinergista com a gentamicina com estas estirpes. Por outro
lado, em concentracdes de EGCG de 50ug/ml e 25ug/ml o fendtipo manteve-se

resistente.

Tabela 5.9 - Avaliacdo de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentragfes com a gentamicina
30ug, em que S-sensivel e R-resistente em estirpes de MRSA hospitalares.
A cor vermelha indica as estirpes com fenétipo de resisténcia a gentamicina 30ug e a cor verde onde se

verificaram alteragcdes com as diferentes concentracdes de EGCG.

MR1:Exs.Purulento de ferida

~ S S S S S

da méo

MR2:Exs.Purulento de

MR3:Expectoracdo - S S S S

MRA4:Lavado broncoalveolar S S S S S

MR5:Hemocultura S S S S S

MR6:Exs.purulento - pé IS S S S S
M MR7:Biopsia Ulcera presséo IS IS IS IS IS
R MR8:Exs. Purulento S S S S S
S MR9:Hemocultura S S S S S
A MR10:Bidpsia/fragmento

tecido - amputacao S S S S S

MR11:Hemocultura - catéter IS S S S S

MR12:Exs.purulento

aspirado - hérnia inguino- S S S S S

escrotal

MR13:Exs.purulento

zaragatoa - pele qgueimada S S S S

MR14:Exs. Ferida operatéria IS S S S S

MR16:Hemocultura S S S . S . S

No que respeita & exposicdo com a tetraciclina 30ug, todas as estirpes de MSSA e
MRSA isoladas de infecGes hospitalares apresentam um fendtipo de sensivel. Em
relacdo ao imipenem 10ug, todas as estirpes de MSSA isoladas de infecBes
hospitalares apresentavam fenétipo de sensivel.

Para as estipes de MRSA, como podemos observar na tabela 5.10 as que foram
codificadas com MR3, MR7, MR11 e MR12 mantiveram o fenétipo de resisténcia nas
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diferentes concentracdes de EGCG. As restantes estirpes eram sensiveis ao
imipenem 10pg.

Tabela 5.10 - Avaliacdo de potencial sinergismo de EGCG com imipenem 10ug, em estirpes de MRSA
hospitalares, em que S-sensivel e R-resistente.

A linha a vermelho indica as estirpes que apresentavam fendétipo de resisténcia ao imipenem e onde nao
se verificaram alterag8es com as diferentes concentragdes de EGCG.

MR1:Exs.Purulento de ferida da
mao
MR2:Exs.Purulento de ulcera pé

S
MR3:Expectoracéo - [
S

MR4:Lavado broncoalveolar

MR5:Hemocultura

MR6:Exs.purulento - pé

S
MR7:Bidpsia Ulcera pressao -

MRS8:Exs. Purulento

MR9:Hemocultura

MR10:Biépsia/fragmento tecido -
amputacao

MR11:Hemocultura - catéter _-‘
MR12:Exs.purulento aspirado -
hérnia inguino-escrotal
MR13:Exs.purulento zaragatoa -
pele queimada

MR14:Exs. Ferida operatéria S S S S

MR15:Hemocultura S S S S

MR16: Hemocultura R R R R

>  n

5.6 Co - exposicao de EGCG com Imipenem, Tetraciclina,
Gentamicina e Amoxicilina em estirpes isoladas da
comunidade

A co-exposi¢do de EGCG em diferentes concentragdes com os antibioticos imipenem
10ug, tetraciclina 30pug, gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug para estirpes de MSSA e
MRSA da comunidade, foi realizada através de testes de sensibilidade a antibioticos,
onde foram feitas leituras as 18, 24 e 48h para medi¢cdo das zonas de inibi¢cdo, de
modo a verificar se 0 EGCG potencia a acdo dos antibioticos usados tendo efeito
sinergista.
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Com esta co-exposicdo vamos comparar 0 comportamento entre as estirpes de MSSA
e MRSA da comunidade e verificar se de fato existe sinergismo.

A partir dos resultados obtidos, foram elaborados graficos de barras com as diferentes
concentracbes de EGCG com os antibidticos usados, tamanho da zona de inibicdo
medido em centimetros, em estirpes de MSSA e MRSA em cada momento de leitura
(18h gréfico 5.1; 24h grafico 5.2 e 48h grafico 5.3).

As médias das zonas de inibicdo para as estirpes isoladas da comunidade sem
exposicdo ao EGCG foram para o imipenem 10ug 4,58; tetraciclina 30ug 3,15;
gentamicina 30ug 2,60 e para amoxicilina 25ug 2,41.

No que respeita aos efeitos da co-exposicdo da EGCG com os antibioticos testados,
observam-se diferengas muito significativas nas estirpes de MSSA com 0 imipenem
10ug e a amoxicilina 25ug entre as 18h de exposicdo (grafico 5.1) e as 24h de
exposicao (gréfico 5.2) (p=0.001 e p=1.51E-05, respetivamente). As médias das
medicdes das zonas de inibicdo na co-exposi¢cdo de EGCG com imipenem 10ug para
estirpes MSSA as 18h nas diferentes diluigbes (250; 100; 50 e 25ug/ml) sédo: 4.71,
4,71; 4,61 e 4,66 respetivamente. Para o imipenem as 24h séo: 4,98; 4,92; 4,84 € 4,84
respetivamente.

A co-exposicao de EGCG com a amoxicilina 25ug, as médias para as medicbes das
zonas de inibicdo nas diferentes diluicdes (250; 100; 50 e 25ug/ml) as 18h sao: 2,94;
2,91; 2,91 e 2,84 respetivamente. Para as 24h: 2,54; 2,56; 2,52 e 2,46 respetivamente.
Quando analisamos os dados das estirpes de MRSA entre as 18h e 24h de exposicao
ao imipenem 10ug, observamos que existem diferengas muito significativas (p=3.27E-
05).

As médias das medi¢cbes das zonas de inibicdo na co-exposicdo de EGCG com
imipenem 10ug para estirpes de MRSA nas diferentes diluigbes (250; 100; 50 e
25ug/ml) as 18h séao: 3,83; 3,86; 3,93 e 3,87 respetivamente. Para as 24h de co-
exposi¢cdo as médias sdo: 4,17; 4,14; 4,16 e 4,11 repetivamente.

Para a co-exposi¢cdo com a amoxicilina 25ug, as médias das zonas de inibicdo nas
diferentes diluicdes (250; 100; 50 e 25ug/ml) as 18h sé&o: 2,17; 2,37; 2,47 e 2,41
respetivamente. Para as 24h as médias séo: 2,5; 2,52; 2,51 e 2,52 respetivamente.
Entre as 24h e 48h de exposicdo (grafico 5.3) verificamos apenas diferencas para a
amoxicilina (p=0.0002). As médias das medi¢cdes das zonas de inibicdo as 48h nas
diferentes diluicbes (250; 100; 50 e 25ug/ml) com a amoxicilina para estirpes de
MSSA: 2,18; 2,15; 2,33 e 2,23 respetivamente. Para estirpes de MRSA: 2,38; 2,36;

2,29 e 2,29 respetivamente.
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Por outro lado, para o mesmo tempo de exposicdo, também se observam diferencas
entre estirpes de MSSA e MRSA nomeadamente as 18h de exposi¢cdo a EGCG com o
imipenem e amoxicilina (p=2.88E-07 e p=0.0002, respetivamente).

As 24h e 48h apenas se verifica para o imipenem (p=8.06E-07 e p=6.51E-06,
respetivamente). As médias das medi¢des das zonas de inibicdo as 48h nas diferentes
diluicdes (250; 100; 50 e 25ug/ml) com o imipenem as 48h para estirpes de MSSA
sdo: 5,03; 5,05; 5,08 e 4,98 respetivamente e estirpes de MRSA: 4,21; 4,18; 3,98 e
4,03 respetivamente.

Em relag&o a tetraciclina e gentamicina n&o se observaram divergéncias significativas.

Co-exposicao EGCG e antibiéticos as 18h

Média da zona de
inibicdo em cm
o [ N w D (6, D

IMIP + | IMIP + | IMIP + | IMIP + | TETRA | TETRA | TETRA | TETRA [ GENTA [ GENTA | GENTA | GENTA | AMOX | AMOX | AMOX | AMOX
250 | 100 | 50 25 [ +250 [ +100| +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25
ug/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml
[IMSSA |4,7143(4,7143|4,6143 | 4,6571|3,3571|3,3286|3,2571(3,1429| 2,8 | 2,7 |2,8571(2,9429(2,9429|2,9143|2,9143|2,8429

BMRSA |3,83333,8556 |3,9333 (3,86673,28893,2111 | 3,2556 | 3,1667 | 2,8333(2,8667|2,7444| 2,8 |2,1667|2,3667(2,4667|2,4111

Gréfico 5.1 — Co-exposicdo de EGCG com diferentes antibidticos as 18h (imipenem 10ug; tetraciclina
30ug; gentamicina 30pug e amoxicilina 25ug) em estirpes de MSSA e MRSA da comunidade. As médias
das zonas de inibicdo (cm) para cada estirpe nas diferentes concentragdes estdo representados na
tabela.
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Co-exposicado EGCG e antibidticos as 24h

Média da zona de
inibicdo em cm
o [ N w H (9] ()]

IMIP + | IMIP + | IMIP + | IMIP + | TETRA | TETRA | TETRA | TETRA | GENTA| GENTA | GENTA | GENTA | AMOX | AMOX | AMOX | AMOX
250 | 100 | 50 25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 [ +50 | +25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
[IMSSA | 4,98 | 4,92 | 4,84 | 4,84 (3,3833(3,4167| 3,25 | 3,3 |2,9714|3,1286|2,8429(2,9429| 2,54 | 2,56 | 2,52 | 2,46

BMRSA |4,1667 |4,1444 | 4,1556 | 4,1111 | 3,3444 | 3,2556 | 3,2778 | 3,2556 | 2,9222 | 2,8889 | 2,7778|2,8556| 2,5 |2,5222|2,5111(2,5222

Gréfico 5.2 - Co-exposi¢do de EGCG com diferentes antibidticos as 24h (imipenem 10ug; tetraciclina
30pg; gentamicina 30ug e amoxicilina 25pg) em estirpes de MSSA e MRSA da comunidade. As médias
das zonas de inibigdo (cm) para cada estirpe nas diferentes concentra¢des estéo representados na
tabela.

Co-exposicao de EGCG e antibioticos as 48h

6
()
© E 5
g o
c £ 4
e a
o
@ @ 3
T o
L2
°
o £
s 1
0
IMIP + | IMIP + | IMIP + | IMIP + | TETRA | TETRA | TETRA | TETRA | GENTA| GENTA | GENTA | GENTA| AMOX | AMOX | AMOX | AMOX
250 | 100 | s0 25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
MSSA | 5,025 | 5,05 | 5075 | 4,975 | 3,32 | 3,38 | 3,26 | 33 | 2,78 | 2,96 | 2,78 | 2,78 | 2,175 | 2,15 | 2,325 |2,2333
BMRSA |4,2111|4,17783,9571| 4,025 | 3,375 |3,2625(3,1625(3,1875|2,9333 | 2,9111 | 2,7625 | 2,8375 | 2,2375 | 2,3625 | 2,2875 | 2,2875

Gréfico 5.3 - Co-exposi¢éo de EGCG com diferentes antibidticos as 48h (imipenem 10ug; tetraciclina
30pg; gentamicina 30ug e amoxicilina 25pg) em estirpes de MSSA e MRSA da comunidade. As médias
das zonas de inibic&o (cm) para cada estirpe nas diferentes concentracdes estédo representados na

tabela.
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5.7 Co-exposicado de EGCG com Imipenem, Tetraciclina,
Gentamicina e Amoxicilina em estirpes isoladas de infe¢cdes
hospitalares

Para as estirpes isoladas de infec6es hospitalares, procedeu-se do mesmo modo que
para as estirpes da comunidade.

A co-exposicdo de EGCG em diferentes concentracBes com os antibidticos imipenem
10ug, tetraciclina 30ug, gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug para estirpes de MSSA e
MRSA hospitalares, foi realizada através de teste de sensibilidade a antibiéticos, onde
foram realizadas leituras as 18h, 24h e 48h para medicdo das zonas de inibicéo, de
modo a verificar se 0 EGCG potencia a agdo dos antibioticos usados demonstrando
efeito sinergista.

Com a co-exposicdo conseguimos comparar as duas estirpes, MSSA e MRSA, e
verificar o efeito que a EGCG tem, e se de alguma forma influencia a agcdo dos
antibiéticos, potenciando-os.

A partir dos resultados obtidos, foram elaborados graficos de barras com as diferentes
concentracdes de EGCG com os antibidticos usados, tamanho da zona de inibicdo em
centimetros, em estirpes de MSSA e MRSA em cada momento de leitura (18h gréfico
5.4; 24h gréfico 5.5 e 48h grafico 5.6).

Em relacdo aos efeitos do tempo de co-exposicdo de EGCG com os antibidticos
testados, observamos uma diferenca significativa nas estirpes de MSSA com a
amoxicilina 25ug entre as 24h e as 48h de exposicao (p=0.01). Para a co-exposi¢ao as
24h para estirpes de MRSA as médias obtidas nas medi¢6es das zonas de inibigdo
para as diferentes diluicdes de EGCG (250; 100; 50 e 25ug/ml) sdo: 0,96; 1,03;1,02 e
1,01 respetivamente. Para as 48h as médias sdo: 0,97; 1,03; 1,01 e 1,01
respetivamente.

Também se verificam diferencas entre estirpes de MSSA e MRSA, para 0 mesmo
tempo de exposicdo, nomeadamente ap0s a co-exposicdo de EGCG com imipenem
10ug e amoxicilina 25ug as 18h (p=2.45E-05 e p=6.49E-08, respetivamente), e para
exposicbes de 48h (p=4.84E-05 e p=1.23E-08, respetivamente). As médias para
estirpes de MSSA as 18h com imipenem sdo: 3,94; 4,34; 4,53 e 4,56 respetivamente.
Para a amoxicilina para a mesma hora de exposi¢do, as médias sdo: 2,2; 2,33; 2,38 e
2,31 respetivamente. Para as 48h de exposicdo ao imipenem as médias sao: 4,18;
4,81; 5,07 e 5,01 respetivamente. Para a amoxicilina no mesmo tempo de exposicao,

as médias sdo: 2,46; 2,62; 2,56 e 2,58 respetivamente.

43



Nas estirpes de MRSA para as 18h de exposicdo com o imipenem, as médias sao:
2,23; 2,49; 2,28 e 2,61 respetivamente. Para 0 mesmo tempo de exposi¢ao, para a
amoxicilina as médias sdo: 0,95; 1,01; 1,02 e 1,01 respetivamente. As 48h de
exposicao com o imipenem, as meédias sao: 2,32; 2,55; 2,36; 2,7 respetivamente. Para
0 mesmo tempo de exposi¢cdo, mas para a amoxicilina, as médias sao: 0,97; 1,03;
1,01; 1,01 respetivamente.

Para a tetraciclina 30pg e gentamicina 30pug ndo se observaram divergéncias
significativas apds as 18h, 24h e 48h.

Quando analisamos as divergéncias entre os dados das estirpes comensais com as
estirpes hospitalares, em todos os tempos de exposicdo e para 0s antibidticos
testados, observamos que existem diferengcas extremamente significantes (p<0,001)
(Apéndice Il), exceto para a co-exposicdo de EGCG com imipenem em estirpes de
MSSA.

Co-exposicao de EGCG e antibioticos as 18h

A 0 o

Média da zona de
inibicdo em cm
N w

=

adun

IMIP + | IMIP + | IMIP + | IMIP + | TETRA | TETRA | TETRA | TETRA | GENTA| GENTA | GENTA | GENTA | AMOX | AMOX | AMOX | AMOX
250 | 100 | 50 25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 [ +100 | +50 | +25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | ug/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
MSSA |3,94384,33754,5313 | 4,5563 | 2,8875 | 2,9313 | 2,825 |2,9875(2,3625(2,4938(2,4063 [2,4188| 2,2 | 2,325 |2,3813|2,3063

BMRSA |2,22672,4867| 2,28 |2,6077|2,9688|2,9688|2,81882,81882,4938|2,54382,4688| 2,45 | 0,95 |1,0125| 1,02 |1,0067

o

Gréfico 5.4 - Co-exposicdo de EGCG com diferentes antibidticos as 18h (imipenem 10ug; tetraciclina
30ug; gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug) em estirpes de MSSA e MRSA hospitalares. As médias das
zonas de inibicdo (cm) para cada estirpe nas diferentes concentragdes estao representados na tabela.
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Média da zona de
inibicdo em cm
w

IMIP +
250
pg/ml

Co-exposicao de EGCG com antibiéticos as 24h

IMIP +
100
pg/ml

IMIP +
50
ug/ml

IMIP +
25
pug/ml

TETRA
+250
pg/ml

TETRA
+100
pg/ml

TETRA
+50
pg/ml

TETRA
+25
ug/ml

GENTA
+250
pug/ml

GENTA
+100
pg/ml

GENTA
+50
pg/ml

GENTA
+25
pg/ml

AMOX
+250
pug/ml

AMOX
+100
pg/ml

AMOX
+50
pg/ml

AMOX
+25
pg/ml

[IMSSA

4,0688

4,5688

4,8188

4,7625

2,9563

2,9875

2,8938

3,0625

2,4438

2,5125

2,4313

2,4438

2,3563

2,4313

2,45

2,375

B MRSA

2,28

2,5133

2,3267

2,6462

3,0188

3,0125

2,8563

2,8688

2,5313

2,5875

2,4813

2,4313

0,9563

1,0313

1,02

1,0067

Gréfico 5.5 - Co-exposicdo de EGCG com diferentes antibidticos as 24h (imipenem 10ug; tetraciclina

30ug; gentamicina 30ug e amoxicilina 25pg) em estirpes de MSSA e MRSA hospitalares. As médias das

zonas de inibicdo (cm) para cada estirpe nas diferentes concentragdes estao representados na tabela.

Co-exposicao de EGCG e antibioticos as 48h
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IMIP + | IMIP + | IMIP + | IMIP + | TETRA | TETRA | TETRA | TETRA | GENTA| GENTA | GENTA | GENTA| AMOX | AMOX | AMOX | AMOX
250 | 100 | s0 25 [ +250 [ +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25 | +250 | +100 | +50 | +25
pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml
WMSSA |4,1813|4,8063 | 5,0688 | 5,0125(2,9438(3,0063| 3 [3,2063| 2,45 | 2,525 |2,4375|2,4563 |2,4563 | 2,6188|2,5625 | 2,575
BMRSA | 2,32 |2,5467| 2,36 | 2,7 [3,0375| 3,025 |2,8688| 2,95 |2,5563|2,6125|2,4875| 2,45 |0,96881,0313|1,0133|1,0067

Gréfico 5.6 - Co-exposicdo de EGCG com diferentes antibidticos as 48h (imipenem 10ug; tetraciclina

30ug; gentamicina 30ug e amoxicilina 25pg) em estirpes de MSSA e MRSA hospitalares. As médias das

zonas de inibigcdo (cm) para cada estirpe nas diferentes concentragfes estao representados na tabela.
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5.8 Crescimento de estirpes S. aureus da comunidade e de
infecdes hospitalares expostas a EGCG

De forma a avaliar o potencial efeito da EGCG no crescimento bacteriano, foram feitas
quatro diluicdes 250; 100; 50 e 25upg/ml, onde foram inoculadas as estirpes da
comunidade e estirpes hospitalares, com uma densidade inicial igual (0,5 McF).

Foram feitas leituras das densidades Oticas as 18, 24 e 48h de modo a avaliar o
crescimento bacteriano.

No que respeita ao crescimento de estirpes isoladas da comunidade (grafico 5.7),
observa-se um crescimento divergente entre estirpes de MSSA e MRSA somente apés
as 48h (p=0.02). A média das densidades oOticas para as diferentes diluicbes de EGCG
(250; 100; 50 e 25ug/ml) em estirpes de MSSA as 48h séao: 2,89; 3,08; 2,66 e 2,87
respetivamente. E para estirpes de MRSA: 3,09; 3,59; 3,22 e 3,3 respetivamente.

Por outro lado, em estirpes isoladas de infe¢6es hospitalares, MSSA e MRSA (gréafico
5.8) as diferencgas significativas ocorreram entre as 24h e 48h de exposicdo a EGCG
(p=0.02 e p=0.01, respetivamente). A média das densidades 6ticas para as diferentes
diluicdes de EGCG (250; 100; 50 e 25ug/ml) em estirpes de MSSA as 24h séo: 2,52;
3,18; 3,55 e 3,38 respetivamente. Para estirpes de MRSA: 3,58; 4,21; 4,36 e 4,03
respetivamente.

As 48h a média das densidades oticas para estirpes de MSSA s&o: 3,86; 4,41; 4,56 e
4,77 respetivamente. Para as estirpes de MRSA sédo: 5,09; 5,29; 5,12 e 4,98
respetivamente.

Adicionalmente, quando comparamaos estirpes de MRSA isoladas da comunidade com
as estirpes de MRSA isoladas em amostras hospitalares, verificamos que as estirpes
hospitalares demonstram um crescimento mais elevado em comparagédo com estirpes
de MSSA. Essas diferencas sao visiveis quando comparamos o0s dois graficos
(gréfico 5.7 e 5.8).

E também importante referir que foram observadas diferencas extremamente
significantes (p<0,001) entre estirpes isoladas da comunidade e isoladas de infe¢des
hospitalares, no que se refere ao seu crescimento sendo superior nas estirpes de
origem em amostras hospitalares para todos os pontos temporais avaliados,
nomeadamente as 18h MSSA p=0,0003; 18h MRSA p=8,956E-05; as 24h MSSA
p=0,014; 24h MRSA p=0,0006 e as 48h MSSA p=0,0004; 48h MRSA p=6,24E-06.
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S.aureus de estirpes da comunidade -
densidades oticas

48 h MRSA r
48 h MSSA

24 h MRSA E— m 250 pg/ml
24 h MSSA — =100 pg/ml

18 h MRSA - 50 pg/ml
18 h MSSA - m 25 pg/ml

Tempo de incubacéo
para cada estirpe

0 5 10 15 20 25
Média das densidades 6ticas

Gréfico 5.7 - Densidades oticas de S. aureus (MSSA e MRSA) de estirpes da comunidade com as
diferentes concentracdes de EGCG que estao representadas a azul - 250pg/ml; a vermelho - 100pg/ml; a
verde - 50pg/ml e a roxo -25 pg/ml), com leituras as 18, 24 e 48h.

S.aureus de estirpes de infecdes hospitalares -
densidades oticas

% 48 h MRSA I ﬁ

® o

g2 48hMSsA

S 0 |

2% 24hMRsA = 250 pg/ml
©

§ % 24 h MSSA -‘— = 100 pg/ml
©

g g 18h MRSA — 50 pg/mi

(]

= 18 h MSSA + 25 pg/ml

0 5 10 15 20 25

Média das densidades oticas

Gréfico 5.8 - Densidades oéticas de S. aureus (MSSA e MRSA) de estirpes de infe¢des hospitalares com
as diferentes concentragdes de EGCG, que estéo representadas a azul - 250ug/ml; a vermelho -
100pg/ml; a verde - 50ug/ml e a roxo -25 pg/ml), com leituras as 18, 24 e 48h.
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6. Discussao de resultados e conclusao

6.1 Discussao

O presente estudo tinha como questbes de partida o potencial terapéutico da EGCG
na reversao do fendtipo de resisténcia em agentes microbianos como o MRSA, e se
existem divergéncias de sinergismo entre estirpes isoladas da comunidade e estirpes
isoladas de infecbes hospitalares.

Ao logo dos ultimos anos tem-se observado um aumento da resisténcia aos
antibiéticos de microrganismos patogénicos para o Homem. Este, tem-se tornado num
grave problema mundial com consequéncias graves a nivel da salude, mas também
com consequéncias para a economia do pais, o que tem suscitado algumas
preocupacdes no que respeita a prescri¢cao e uso intensivo de antibioticos (1-4).

As infe¢des provocadas por S.aureus, deixaram apenas de ser um problema exclusivo
associado a ambientes hospitalares e estdo a tornar-se num problema emergente na
comunidade (86). Varios estudos tentaram encontrar novas abordagens focadas no
uso de produtos ou compostos naturais com propriedades terapéuticas (11,19,20). O
uso da catequina EGCG do chéa verde foi uma dessas abordagens, assim como o
estudo das suas propriedades benéficas (21-23). Ja foi comprovado em varios
estudos que a EGCG tem propriedades anti-infecciosas contra bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas, em alguns fungos e virus (11,24,25).

Com base em estudos realizados, o objetivo deste projeto foi analisar o potencial
antimicrobiano da EGCG do cha verde na reversao do fenétipo de resisténcia, assim
como verificar o potencial sinergismo com antibiéticos com diferentes mecanismos de
acao contra estirpes de S. aureus (MSSA e MRSA) isoladas de infe¢cdes hospitalares e
da comunidade.

Para isso, foram recolhidas amostras de estirpes de MSSA e MRSA de voluntéarios e
estirpes de MSSA e MRSA de infecdes hospitalares obtidas num laboratério de
microbiologia de um hospital de Lisboa.

Analisando os dados das estirpes isoladas da comunidade, verificamos que 42,1% das
amostras recolhidas em voluntarios com exposi¢do ocupacional hospitalar eram
positivas para S. aureus (18,4% MSSA e 23,7% MRSA).

Estudos realizados em Portugal enfatizam que o principal modo de transmissao de

MRSA é através das maos, sendo que a auséncia de uma correta higienizacdo das
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maos constitui 0 modo mais comum de transmissdo (33,87) e uma vez que 0S
profissionais de salde estdo expostos a pacientes que possam estar contaminados 0
ndo cumprimento das regras de higienizacdo pode ser uma forma de disseminar o
MRSA dentro e fora do ambiente hospitalar, mas também na comunidade (33,88). E
assim de extrema importancia alertar para a correta higienizagdo das maos bem como
0 uso de luvas aquando o contacto com 0s pacientes.

Como referido anteriormente o S. aureus tem a capacidade de colonizar diferentes
zonas do corpo humano, tendo como preferéncia a nasofaringe (32), com capacidade
de se disseminar, sendo transmitido por contacto direto (principalmente pelas maos)
ou indireto (superficies contaminadas) (89). Uma das suas carateristicas biologicas
fundamentais é a capacidade de colonizar a populagdo saudavel de forma
assintomatica (portador assintomatico), assumindo assim um papel importante na
disseminacdo a outras zonas do corpo, a outras pessoas e até mesmo contaminar
comida e superficies aquando o manuseio (6,89). Esta colonizagéo é considerada um
fator de risco para o aparecimento de infe¢Bes por S. aureus frequentemente aliadas a
resisténcia a meticilina — MRSA, aumentando o risco de ocorréncia de doenca clinica
(5,89,90).

Atualmente existem varios antibiéticos com diferentes modos de a¢do, nomeadamente
inibicdo da sintese da parede celular; inibicdo da sintese de proteinas; inibicdo da
sintese de acidos nucleicos; destruicdo da funcdo da membrana celular, e inibicdo do
metabolismo. Neste estudo, as estirpes foram submetidas a acdo de quatro
antibiéticos: imipenem 10pug, tetraciclina 30ug, gentamicina 30ug e amoxicilina 25ug,
com o EGCG em diferentes concentracbes, de modo a avaliar o sinergismo e poder
definir o seu fendtipo de resisténcia. Os B-lactamicos como amoxicilina, e o imipenem
(pertencente ao sub-grupo das carbapenemes) tém como mecanismo de acdo a
sintese de peptidoglicano, interferindo assim na sintese da parede celular bacteriana
levando a lise celular (15,54,55,58,61,68,69).

Ao avaliarmos o sinergismo entre a EGCG e estirpes com fenétipo de resisténcia da
comunidade verificamos que houve alteragBes de fendtipo de resistente para sensivel
em algumas das amostras estudadas.

O sinergismo entre a EGCG foi observado para o imipenem 10pug e para a amoxicilina
25ug. Embora, apenas uma estirpe apresentava fenotipo de resisténcia ao imipenem
10ug, quando exposta as diferentes concentragfes de EGCG, este fenétipo passou a

sensivel, demonstrando que existiu sinergismo.
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Em relacdo a amoxicilina 25ug, das estirpes testadas, 10 apresentavam fenétipo de
resisténcia, mas ao serem expostas as diferentes concentracdes de EGCG, 3 estirpes
reverteram o fenoétipo de resistente para sensivel, uma reverteu o fenétipo nas
concentracdes de 250ug/ml; 100pg/ml e 50pg/ml, mas na concentracdo de 25ug/ml o
fendtipo de resisténcia manteve-se. E em duas estirpes apenas nas concentracfes de
250ug/ml e 100pg/ml de EGCG € que se verificou uma reversao de fenétipo. Embora o
namero de estirpes recolhidas da comunidade seja reduzido, conseguimos verificar
gque para os antibidticos que tém como mecanismo de acdo a sintese da parede
celular, existiu um sinergismo com EGCG, o que vai de encontro com alguns estudos
ja realizados (11,24), como estudos efetuados por Yam e o0s seus colaboradores, que
demonstraram que extratos de cha verde conseguem reverter o fenotipo de resisténcia
em estirpes de MRSA (27). E num estudo realizado por Zhao e os seus colaboradores
onde comprovaram que a EGCG em concentragfes de 25ug/ml consegue reverter o
fendtipo de resisténcia (71).

A gentamicina € um antibiético de amplo espectro na classe dos aminoglicosideos
(2,57) e o0 seu mecanismos de agéo é a sua ligagdo a subunidade ribossomal 30S,
incapacitando a bactéria de sintetizar proteinas (2,57,58). A combinacdo de
antibiéticos, como tetraciclina, gentamicina, penicilina, p-lactamicos, carbapenemes
com EGCG, mostraram reduzir a concentracao inibitéria minima (CIM) de antibiéticos
e aumentar a suscetibilidade de MRSA a estes, revelando alto potencial sinérgico
(2,10,11,68,69,91,92). Estudos realizados em Italia forneceram mais informagfes
acerca dos efeitos da EGCG, e comprovaram em concentracbes de 50mg/ml séo
capazes de reverter a resisténcia a tetraciclina em isolados de Staphylococcus (76,93).
Das estirpes isoladas de infecBes hospitalares, apenas duas estirpes de MSSA
reverteram o fendétipo de resistente para a amoxicilina 25ug, mas esta reversao so se
observou nas concentracdes de 250ug/ml; 100pg/ml e 50ug/ml de EGCG.

Nas estirpes de MRSA todas mantiveram o fenétipo de resisténcia, ou seja, aqui ndo
se verificou o sinergismo. Quando analisamos os resultados obtidos entre EGCG e
gentamicina 30ug, para as estirpes de MSSA apenas uma era resistente, e apés
exposicdo manteve a resisténcia. Em relacdo as estirpes de MRSA, 3 amostras
apresentavam fendtipos de resisténcia inicial, quando expostas a EGCG duas
reverteram para sensiveis, e uma apenas reverteu o fenétipo para sensivel nas
concentracdes de EGCG 250ug/ml; 100ug/mil.

Dados de estudos anteriores reportam que a concentragdo minima CMI de EGCG

contra S. aureus varia entre 50 - 100 pg/ml (67,70).
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Os resultados obtidos demonstram que a EGCG reverte os fenétipos de resisténcia,
embora levante algumas questdes no que respeita as diferencas entre as duas
estirpes. Testes de sensibilidade a antibi6ticos realizados num estudo, revelaram que
a maioria das estirpes de CA-MRSA isoladas eram sensiveis a maioria dos
antibiéticos comumente prescritos, quando comparados com estirpes de HA-MRSA
(94).

De futuro deverdo ser realizados estudos genémicos de forma a compreender as

diferencas de suscetibilidade entre estirpes.

No que respeita aos resultados obtidos na co-exposi¢do da EGCG com os diferentes
antibioticos, observamos que existem diferencas nas estirpes MSSA e MRSA da
comunidade, entre as 18h e 24h de exposi¢cdo para imipenem e amoxacilina. Para a
amoxicilina apenas verificamos diferencas entre as 24h e 48h.

Em estirpes hospitalares, a co-exposicdo de EGCG demonstrou que existem
diferencas significativas nas estirpes de MSSA com a amoxacilina entre as 24h e 48h
e para o imipenem e amoxacilina, apenas se observaram diferencas entre MSSA e
MRSA as 18h e as 48h. Ao compararmos as divergéncias entre dados das estirpes da
comunidade com as estirpes hospitalares, em todos os tempos de exposicdo e
antibidticos testados, verificamos diferencas muito significativas (p<0.01),
contrariamente para a co-exposicdo de EGCG com imipenem em estirpes de MSSA
onde né&o verificamos alteracdes significativas. Estes dados vado de encontro a
resultados obtidos em outros estudos, como Parvez et al, comprovaram existir
sinergismo da EGCG com gentamicina em concentracdes de 125ug/ml contra S.
aureus (2), e para verificar o sinergismo entre EGCG e imipenem, Hu e Zhao et al
verificaram que em concentracbes de 25ug/ml esse sinergismo era observado
(11,24,68).

As estirpes de S. aureus da comunidade e de infe¢cdes hospitalares, demonstram
diferencas de crescimento quando expostas as diferentes concentracdes de EGCG.
Nas estirpes da comunidade, observamos um crescimento divergente entre estirpes
de MSSA e MRSA apés as 48h.

Por outro lado, nas estirpes hospitalares observamos diferencas significativas entre as
24h e 48h de exposicédo a EGCG.

Importante referir que foram observadas diferencas Obvias entre estirpes da

comunidade e hospitalares, onde se observa um maior crescimento nas estirpes
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hospitalares, o que pode dever-se as diferencas fenotipicas, genéticas e moleculares
de cada estirpe.

As principais diferengas entre as estirpes encontram-se no tipo de SCCmec, que é
responséavel pela resisténcia a antibioticos. Estirpes de CA-MRSA possuem SCCmec
tipo IV ou V (apresentando apenas resisténcia a antibiéticos B-lactamicos), enquanto
as estirpes de HA-MRSA possuem SCCmec tipo I, Il ou lll (possuem genes que
codificam a resisténcia a varias classes de antibioticos) (94-98).

Ao longo do desenvolvimento do estudo foram encontradas algumas limitacoes,
nomeadamente o numero reduzido de amostras da comunidade, o tempo para
obtencdo de autorizacdes por parte do Conselho de Etica e Conselho de
Administracdo do hospital em questdo, limitacbes orcamentais, alteracdo de

programacéo devido a pandemia COVID.

Contudo, este estudo permitiu demonstrar / confirmar o potencial antimicrobiano e
sinergista da EGCG com os antibiéticos que inibem a sintese da parede celular
(imipenem e amoxicilina) em estirpes de S. aureus, em particular estirpes de MSSA
mas também permitiu verificar que existem divergéncias entre as estirpes comensais e

as estirpes hospitalares.

6.2 Conclusao

As infe¢cbes provocadas por S. aureus, deixaram apenas de ser um problema
exclusivamente associado a ambientes hospitalares e passaram a ser também um
problema emergente na comunidade, com consequéncias ndo s6 para a saude
publica, mas também para a economia do pais.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a reversao de fenétipo de resisténcia,
embora se tenha verificado diferencas significativas entre estirpes de MSSA e MRSA
comensais e hospitalares.

Este trabalho corrobora o potencial da EGCG para tratamento antimicrobiano e/ou

adjuvante terapéutico contra microrganismos resistentes a antibigticos.
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7. Perspetivas futuras

A crescente necessidade de identificar novos compostos antimicrobianos e/ou
adjuvantes terapéuticos, com poucos ou hulos efeitos secundarios (ndo toxicos),
principalmente em estirpes resistentes e multirresistentes € uma mais-valia tanto para
infecdes hospitalares como infec¢des da comunidade.

Em termos de inovacdo, este estudo incrementa a informacéo existente referente a
novas opcdes, nomeadamente na utilizacdo da EGCG na reversdo do fenétipo de

resisténcia em bactérias resistentes a antibioticos.

Para dar continuidade a este estudo, seria importante aumentar o nimero de amostras
da comunidade bem como hospitalares, possibilitando assim uma analise estatistica
mais completa.

Aumentar o tempo de exposi¢cdo para 72h de forma a verificar se existe alteragéo no
fendtipo de resisténcia nas estirpes que nao reverteram até as 48h.

Testar o sinergismo da EGCG com outros antibiéticos com mecanismos de acgdo
diferentes, como por exemplo os antibiéticos que inibem a sintese de DNA, de modo a
verificar se se observam alteracdes de fenotipos.

Considerando o potencial epigenético previamente descrito e estabelecido do EGCG
(99,100), seria extremamente relevante avaliar os potenciais efeitos epigenéticos
induzidos pela exposicdo a EGCG nas diferentes estirpes isoladas neste estudo
incluindo o potencial silenciador epigenético do gene mecA.

Realizar estudos genomicos de forma a compreender as diferengas de suscetibilidade
entre estirpes.

Realizar estudos in vivo de modo a avaliar o potencial da EGCG na reversao do
fendtipo de resisténcia do Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
potenciais efeitos em parametros hematolégicos, como leucograma, apés toma diaria

de capsulas de cha verde (225mg de ECGC/capsula).
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Anexo

Parecer da Comissao de ética para a saude

‘ . CENTRO HOSPITALAR
L 4 UNIVERSITARIO DE LISBOA

CES
COMISSAO DE ETICA PARA A SAUDE

Parecer

Data: 24.10.2019
Processo n.° 763/2019

Titulo: "Potencial antimicrobiano da epigalocatequina-3-galato (EGCG) do cha verde
contra MRSA de estirpes isoladas em infecdes hospitalares e da comunidade”

Relator(a): Dra. Cristina Lima
Investigadora Principal: Dra. Ana Sofia Simoes Zeferino

Local: Patologia Clinica do Hospital de D. Estefania, CHULC
Parecer:

Tese de Mestrado em Tecnologias clinico-laboratoriais do Instituto Politécnico de Lisboa
Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa.

Objetivo: avaliar as variacoes na sensibilidade, potencial antimicrobiano e potencial
sinergismo do EGCG entre estirpes isoladas de infecoes hospitalares e de colonizacao da
comunidade e avaliar os efeitos apos 90 dias de consumo de EGCG na reversao do fenétipo
de resisténcia in vivo.

A vertente do estudo in vivo, que testara individuos com isolamento de MRSA na orofaringe
antes e 90 dias apos a ingestao 225 mg/dia de EGCG nao sera realizado nem utilizara
participantes recrutados no CHLC.

Para o estudo in vitro - determinacgao do sinergismo entre EGCG e os antibidticos - na placa
de inoculacao do MRSA sera previamente inoculado EGCG com diferentes antibioticos.

As estirpes de MRSA serao recolhidas depois do seu processamento no laboratorio de
microbiologia do CHLC, sem qualquer identificacdo. A recolha das estirpes sera
supervisionada pela responsavel pelo laboratério de microbiologia e o seu transporte ¢ da
responsabilidade da investigadora.

Este estudo nao acarreta custos para a instituicao e esta superiormente autorizado.

Foi esclarecido pela investigadora, que o CHULC colaborara apenas no estudo in wvitro,
fornecendo as estirpes de MRSA.

Conclusao:

A Comissao de Etica apreciou o estudo na integra, mas limita a sua aprovacao a vertente in
vitro, que utilizara material recolhido nos laboratorios do CHULC.

O Presidente da Comissao de Etica

(Gon@ Cordeiro Fe;

secretariado ~ Manuela Ricoca Nunes - Antonio Couto
e-mail - comissao.etica@chlc.min-saude.pt - Tel. 213514410
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Anexo I

Parecer do Servico de Patologia Clinica — se¢éo de Microbiologia

Exma. Sr.2 Diretor do Servigo
de Patologia Clinica do Centro Hospitalar Lisboa Central,
Dr. Carlos Flores

Eu, Ana Sofia Simoes Zeferino, aluna de Mestrado em Tecnologias Clinico-
Laboratoriais na Escola Superior de Tecnologias da Salde de Lisboa, venho
solicitar autorizagdo e a colaboragdo da segdo de Microbiogia para poder
realizar a recolha de estirpes isoladas de MRSA, necessarias para a
investigagdo da minha Tese de Mestrado "Potencial antimicrobiano da
Epigalocatequina-3-galato (EGCG) do Cha Verde contra MRSA de estirpes
isoladas de infegoes Hospitalares e da Comunidade”.
O objetivo da Tese & avaliar os efeitos, apds 90 dias de consumo de EGCG, na
reversao do fendtipo de resisténcia do MRSA in vivo, assim como avaliar
possiveis efeitos a nivel hematologico. Espera-se também poder avaliar
potenciais variagdes na sensibilidade, no potencial antimicrobiano e potencial
sinergismo do EGCG entre estirpes isoladas de infegdes hospitalares e de
colonizagdo da comunidade, no que se refere a antibidticos com diferentes
modos de agdo, nomeadamente inibicdo da sintese da membrana celular,
sintese proteica e sintese de acidos nucleicos.
Desta forma, solicito a sua autorizagéo para a recolha das estirpes apés todo o
seu processamento. Ndo serd necessario qualquer tipo de identificagao
pessoal do doente, apenas o local de colheita e se a estirpe € MRSA.
m Junto envio o respetivo resumo do projeto desta investigagdo, e o parecer
hierérquico para a autorizagao.
Encontro-me & disposigdo de Vossa Exceléncia para qualquer contacto ou
esclarecimento.
Agradecendo desde ja a atengdo dispensada e aguardando a resposta de

Vossa Exceléncia. N e the e la o ol
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Com os melhores cumprimentos,

(A investigadora Ana Sofia Zeferino)
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Anexo Il

Parecer do Conselho de Etica (CE) da Escola Superior de Tecnologia da

Saude de Lisboa (ESTeSL)
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Apéndice |

Consentimento informado

CONSENTIMENTO INFORMADO, LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM
INVESTIGACAO

Projeto de investigagao
Potencial antimicrobiano da Epigalocatequina-3-galato do Cha Verde contra MRSA de
isolados Hospitalares e da Comunidade

Este estudo tem como obijetivo avaliar o potencial do EGCG na reversao do fenétipo
de resisténcia do Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) in vivo e
potenciais efeitos em parametros hematolégicos. Iremos também avaliar variagdes no
potencial antimicrobiano do EGCG e sinergismo com diferentes antibiéticos entre
estirpes isoladas de infecgbes hospitalares (HA-MRSA) e isolados de colonizacdo da
comunidade (CA-MRSA).

De modo a concretizar os objetivos propostos, pretende-se recolher amostras
nasofaringeas e de sangue venoso antes e apds a toma diaria de capsulas de cha
verde as quais possuem 225mg de ECGC/capsula.

A participacdo neste projeto de investigacdo € voluntaria e livre, sem custos
associados.

O participante tem o direito de recusar a qualquer instante a sua participagdo no
estudo, sem que dai possam resultar quaisquer prejuizos e sem que seja
comprometida a confidencialidade e privacidade dos dados obtidos até entao.

Toda a informacéo fornecida é confidencial e sera utilizada apenas para responder aos
objetivos descritos. A informacdo que permite a identificacdo do participante (nome,
contactos) serd arquivada separadamente da restante informacdo e apenas sera
acessivel aos responsaveis pela investigacdo. De acordo com as regras nacionais de
protecdo de dados, toda a informacgé&o recolhida podera ser posteriormente modificada,

atualizada ou retirada pelo participante/tutor legal.

Assinatura do investigador responséavel:

Lisboa, de de 20
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Nome:

Identificacdo do participante

Telefone:

Local
trabalho:

de | Correio
eletrénico:

Cadigo do participante:

(a preencher pelo investigador responsavel)

Rubrica

Li a informacdo ao participante “ CONSENTIMENTO
INFORMADO E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM
INVESTIGACAQ” fornecido. Tive oportunidade de analisar as
informacdes, de colocar as questdes que julguei necessarias e
de obter respostas satisfatérias.

Tomei conhecimento de que a minha participacdo é voluntaria
e de que posso desistir em qualquer altura, sem necessidade
de justificacdo e sem prejuizo para os meus direitos
assistenciais ou legais. A equipa de investigacdo mantém o
direito, contudo, de utilizar quaisquer amostras colhidas antes
da desisténcia, de forma confidencial.

A equipa de investigacdo podera entrar em contacto comigo
durante o horério de trabalho para colher amostras e recolher
informacdes pessoais depois de eu ter dado o meu
consentimento para participar neste estudo.

Autorizo a equipa de investigacdo a transferir as minhas
amostras e/ou dados pessoais, de forma codificada para
proteger a minha identidade, com fim de as analisar.

Autorizo a equipa de investigacdo a conservar as minhas
amostras e dados pessoais para futuros estudos que
receberam aprovacdo ética. Os meus dados de contacto
podem ser conservados exclusivamente para esta finalidade e
nao serdo divulgados a terceiros.

Tenho conhecimento de que ndo receberei qualquer
contrapartida financeira pela participacdo neste estudo.

Fui informado de que receberei informacfes sobre os meus
resultados. Além disso, quando o estudo estiver concluido,
receberei o resumo dos resultados coletivos finais do estudo.
Desejo receber o resumo por correio eletronico/correio no
seguinte endereco:
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Se concorda com a proposta que |he foi feita, queira assinar este documento.

Declaro ter lido e compreendido este documento, bem como as informacdes verbais
que me foram fornecidas pela pessoa que acima assina. Foi-me garantida a
possibilidade de, em qualquer altura, recusar participar neste estudo sem qualquer tipo
de consequéncias. Desta forma, aceito participar neste estudo e permito a utilizacdo
dos dados que de forma voluntaria forneco, confiando em que apenas serao utilizados
para esta investigacdo e nas garantias de confidencialidade e anonimato que me séo
dadas pelo investigador.

Data: de de 20

Nome completo do participante:

Assinatura do participante:

Agradecemos a sua colaboragdo e estamos disponiveis para fornecer informacgéo

adicional ou esclarecer eventuais duvidas.

Doutora Edna Ribeiro | e-mail: edna.ribeiro@estesl.ipl.pt

Ana Sofia Zeferino | e-mail: sofiazef@gmail.com

Escola Superior de Tecnologia da Saude de Lisboa

ESTE DOCUMENTO E COMPOSTO DE TRES PAGINAS E FEITO EM DUPLICADO:
UMA VIA PARA O INVESTIGADOR, OUTRA PARA A PESSOA QUE CONSENTE
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Apéndice ll

Média da zona de inibicdo (cm) em estirpes de MSSA e MRSA da comunidade

MRSA 18h | 24h | ash | MSSA 18h | 24h | ash |

250 pe/mi 3,833333 4,166667 4,211111 250 pe/mi | 4,71428571 4,98 5,025

IMIP 100 pg/ml 3,855556 4,144444 4,177778 100 pg/ml| 4,71428571 4,92 5,05
50 pg/ml 3,933333 4,155556 3,957143 50 pg/ml | 4,61428571 4,84 5,075

25 pg/ml 3,866667 4,111111 4,025 25 pg/ml | 4,65714286 4,84 4,975

250 pg/mi 3,288889 3,344444 3,375 250 pg/m | 3,35714286 3,383333 3,32

TERTA 100 pg/ml 3,211111 3,255556  3,2625 100 pg/ml| 3,32857143 3,416667 3,38
50 pug/ml 3,255556 3,277778  3,1625 50 pg/ml | 3,25714286 3,25 3,26

25 pg/ml 3,166667 3,255556  3,1875 25 pg/ml | 3,14285714 3,3 3,3

250 pg/mi 2,833333 2,922222 2,933333 250 pg/mi 2,8 2,971429 2,78

GENTA 100 pg/ml 2,866667 2,888889 2,911111 100 pg/ml 2,7 3,128571 2,96
50 pg/ml 2,744444 2,777778  2,7625 50 pg/ml | 2,85714286 2,842857 2,78

25 pg/ml 2,8 2,855556  2,8375 25 pg/ml | 2,94285714 2,942857 2,78

2,166667 2,5 2,2375 2,94285714 2,54 2,175

AMOX 2,366667 2,522222  2,3625 2,91428571 2,56 2,15
2,466667 2,511111  2,2875 2,91428571 2,52 2,325

2,411111 2,522222  2,2875 2,84285714 2,46 2,233333

Média das densidades 6ticas - comunidade

Média 18h 24h 48h
Média 8 | uh | | B0pgm | 0,12222222 1,888888889  3,088388889
250 pgmi | 0,257142857 18 2885714286 100 pg/ml | 094444444 24 3,583888889
100 ug/ml | 0,828571429 2,342857143 3057142857 MRSA S0pg/ml | 1,03333333 2455555556  3,222222222
MSSA S0pg/ml | 0871428571 2,157142857 2,657142857 Byg/ml | 1,24444444 2788888889 33
Bpg/ml | 1142857143 2542857143 2,871428571
EGCG 18 h MSSA 18 h MRSA 24 h MSSA 24 h MRSA 48 h MSSA 48 h MRSA
250 pg/mi 0,257142857 0,122222222 1,8 1,888888889 2,885714286 3,088888889
100 pg/ml 0,828571429 0,944444444  2,342857143 2,4 3,057142857 3,588888889
50 pg/ml 0,871428571 1,033333333  2,157142857 2,455555556 2,657142857 3,222222222
25 ug/ml 1,142857143 1,244444444  2,542857143 2,788888889 2,871428571 3,3

Média da zona de inibicdo (cm) das estirpes de MSSA hospitalares

MSSA 18h | 24ah | as8h
250 pa/mi 3,94375 4,06875 4,18125
100 pg/ml 4,3375 4,56875 4,80625
50 pg/ml 4,53125 4,81875 5,06875
25 ug/ml 4,55625 4,7625 5,0125
250 pe/mi 2,8875 2,95625 2,94375
100 pg/ml 2,93125 2,9875 3,00625
50 ug/ml 2,825 2,89375 3
25 ug/ml 2,9875 3,0625 3,20625
250 pe/mi 2,3625 2,44375 2,45
100 ug/ml 2,49375 2,5125 2,525
50 pg/ml 2,40625 2,43125 2,4375
25 ug/ml 2,41875 2,44375 2,45625
2,2 2,35625 2,45625
2,325 2,43125 2,61875
2,38125 2,45 2,5625
2,30625 2,375 2,575
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Média da zona de inibicdo (cm) das estirpes de MRSA hospitalares

VIRSA i18h | 24ah | a8h |

250 pe/mi 2,226666667 2,28 2,32

100 |_|.g/ml 2,486666667 2,513333 2,596666667

50 pg/ml 2,28 2,326667 2,36

25 pg/ml 2,607692308 2,6461549 2,7

250 pPe/mi 2,96875 3,01875 3,0375

100 pg/mil 2,96875 3,0125 3,025

50 pg/ml 2,81875 2,85625 2,86875

25 pug/ml 2,81875 2,86875 2,95

250 pPg/mi 2,49375 2,53125 2,55625

100 g/ ml 2,54375S 2,5875 2,6125

50 pg/mli 2,46875 2,48125 2,4875

25 pug/ml 2,45 2,43125 2,45

0,95 0,95625 0,96875

1,0125 1,03125 1,03125

1,02 1,02 1,013333333

1,006666667 1,006667 1,006666667

Média das densidades 6ticas — hospitalares
Média 18h | h | 4sh | Média 18 | 2h | ash |
250 pig/mi 23125 251875 385625 250 pg/mi 32 358125 509375
100 pg/ml 293125 3,18125  4,4125 MRSA 100 pg/ml 39125 42125 52875
MSSA 50 pg/ml 3,25625 355 4575 50 pg/ml 400625 43625 511875
25 ug/ml 333125 338125 476875 25 pg/ml 358125 4025 4975
EGCG 18 h MSSA 18 h MRSA 24 h MSSA 24 h MRSA 48 h MSSA 48 h MRSA
250 pg/mi 2,3125 3,2 2,51875 3,58125 3,85625 5,09375
100 ug/ml 2,93125 3,9125 3,18125 4,2125 4,4125 5,2875
50 pg/ml 3,25625 4,00625 3,55 4,3625 4,575 5,11875
25 pg/ml 3,33125 3,58125 3,38125 4,025 4,76875 4,975

Valores de p para estirpes MSSA e MRSA da comunidade e hospitalares

(18,24 e 48h)

18h MSSA MRSA

TIMR 0,059634909  3,68632¢-06
TTMR | 0,000824167 (0,00056867
TGMR | 0000423529 6,70059E-05

DOTRMRRY 807111606 968885547

24h

TIMR 0098203
TTMR 0000424
TGMR  0,000168

RTAMRY 0005357
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MSSA MRSA

1,05072¢-06
0,0004166%
0000242834
1,56352-10

48h

TIMR 0243957
TTMR  0,004555
TGMR

RTAMRY 000558

MSSA MRSA
5,37003E-06
0,004149965

000034 0,000734665
§,S7114E-09



Antibiograma das estirpes expostas a EGCG em diferentes concentragdes com
tetraciclina 30pug — comunidade

CC3 S S S S S

M CC4 S S S S S
S MB1 S S S S S
S MB6 S S S S S
A MB10 S S S S S
MB17 S S S S S

5-7S S S S S S

MB2 S S S S S

MB4 S S S S S

M MB5 S S S S S
R MB12 S S S S S
S 1-2S S S S S S
A VEXB7 S S S S S
VFXB14 S S S S S

VFEXB15 S S S S S

VFXB16 S S S S S

Antibiograma das estirpes expostas a EGCG em diferentes concentragdes com
gentamicina 30ug

CC3 S S S S S

M CC4 S S S S S
S MB1 S S S S S
S MB6 S S S S S
A MB10 S S S S S
MB17 S S S S S

5-7S S S S S S

MB2 S S S S S
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MB4 S S S S S

M MB5 S S S S S
R MB12 S S S S S
S 1-2S S S S S S
A VFXB7 S S S S S
VFXB14 S S S S S

VFXB15 S S S S S

VFXB16 S S S S S

Avaliacéo de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentragcdes com
a amoxicilina 25ug em estirpes de MRSA de estirpes hospitalares

MR1:Exs.Purulento de
ferida da mao

MR2:Exs. purulento Ulcera
pé

MR3:Expetoracédo

MR4:Lavado bronco-
alveolar
MR5:Hemocultura

MR6:Exs.Purulento pé

M MR7:Bidpsica-ulcera
presséo
R MR8:Exs.purulento

S MR9:Hemocultura

MR10:Biopsia/fragmento
A tecido-amputagao
MR11:Hemocultura-catéter

J » »®® X/ X XV AN/ XV N[ O T
J » ®® X/ X X/ N/ XV X[ AU T
J » ®® X/ X X/ N/ XV X[ AU T
l T ® X X X X[V X[ X[/ XU/ X
T ® X X XV X[V X[/ X[/ XU X

MR12:Exs. purulento
aspirado-hernia inguino R R R R R
escrotal
MR13:Exs. purulento—pele R R R R R
gueimada
MR14:Exs.ferida operat6ria R R R R R

MR15:Hemocultura R R R R R

MR16:Hemocultura R R R R R
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Avaliacao de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentragcoes com
a tetraciclina 30ug em estirpes MSSA hospitalares

n

MS1:Exs.Purulento ulcera
pé
MS2: Expectoracdo
MS3:Exs.Purulento anca
MS4: Expectoracao
MS5:Hemocultura
MS6:Exs.Purulento pé
M MS7:Expectoragao
MS8:Exs.Ferida
operatéria - Mama
MS9:Urina
A MS10:Exs. Superficial
aspirado Antebraco
MS11:Expectoragédo
MS12:Expectoragéo
MS13:Expectoracéo
MS14:Liquido Dialise
MS15:Urina
MS16:Exs.Ferida oper. -
Lombar

(%]

(%]

nwn nnnnnnun

nNnmuLununnm nOmu nHunuunnnn o
nNnmuLuununnm nOmu nHOunuunnnn o
nNnmuLuununnm nOmu nHunuunnnn o
nNnmuLununnm nOmu nHunuunnnn o

nunmununnnm

Avaliacéo de potencial sinergismo de EGCG em diferentes concentragcdes com

a tetraciclina 30pg, em estirpes de MRSA hospitalares

MR1:Exs.Purulento de ferida da S S S S S

méao

MR2:Exs.Purulento de ulcera pé S S S S S

MR3:Expectoracdo S S S S S

MR4:Lavado broncoalveolar S S S S S

MR5:Hemocultura S S S S S

MR6:Exs.purulento - pé S S S S S
M MR7:Bidpsia Ulcera pressao S S S S S
R MRS8:Exs. Purulento S S S S S
S MR9:Hemocultura S S S S S
A MR10:Biépsia/fragmento tecido - S S S S S

amputacao

MR11:Hemocultura - catéter S S S S S

MR12:Exs.purulento aspirado - S S S S S

hernia inguino-escrotal

MR13:Exs.purulento zaragatoa - S S S S S

pele queimada

MR14:Exs. Ferida operat6ria S S S S S

MR15:Hemocultura S S S S S

MR16:Hemocultura S S S S S
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Sinergismo de EGCG com imipenem 10 pug em estirpes de MSSA hospitalares.

MS1:Exs.Purulento ulcera pé
MS2: Expectoracdo

MS3:Exs.Purulento anca
MS4: Expectoracdo

MS5:Hemocultura
MS6:Exs.Purulento pé

MS7:Expectoragao

MS8: Exs.Ferida operatéria - Mama

MS9:Urina

n nu n n nonuo nononon
n nu no n nonuononnn

> v »n 2

MS10:Exs. Superficial aspirado
Antebraco

MS11:Expectoracéo

MS12:Expectoragédo

MS13:Expectoracéo

MS14:Liquido Dialise

MS15:Urina

n n n n nono nnonononononononon
n n n n nono nu nonononononononon

n n nu n n n
n n n n n n

MS16:Exs.Ferida oper. - Lombar
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