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RESUMO

Staphylococcus epidermidis € um colonizador comensal da pele e mucosas humanas, que
devido a sua capacidade para formar biofilmes em superficies abidticas, € considerado um dos
principais agentes causadores de infecOes associadas ao uso de dispositivos médicos
invasivos. Nos Ultimos anos, a viruléncia desta espécie tem sido extensamente estudada.
Porém, a maioria destes estudos foram realizados in vitro, utilizando meios ricos e na
auséncia de fatores do hospedeiro, e, por isso, em condi¢cdes muito diferentes do ambiente in
vivo. Assim, o principal objetivo desta dissertacdo foi o estudo da influéncia do plasma
humano no crescimento de S. epidermidis, de forma a melhor simular as condigdes in vivo.
Dessa forma, foi avaliado o efeito de diferentes percentagens de plasma no crescimento
planctonico, capacidade de formacdo de biofilme, estrutura do biofilme, cultivabilidade e
viabilidade das células dos biofilmes, suscetibilidade aos antibioticos e alteracdo da expressao
dos genes de viruléncia. Neste estudo ndo foram usadas concentracfes de plasma acima dos
20% devido ao efeito inibitério que o nosso plasma comercial mono-dador apresentou.
Apesar disso, é de salientar que 20% de plasma foi o suficiente para alterar significativamente
o efeito da toleréncia a certos antibidticos, reduzindo o efeito da vancomicina e tetraciclina e
potenciando o efeito da rifampicina. Aparentemente, o plasma ligou-se as moléculas de
tetraciclina, diminuindo a sua disponibilidade e, consequentemente, interferindo com a sua
eficacia. Curiosamente, diferentes resultados foram obtidos utilizando meios de cultura de
diferentes marcas, bem como diferentes concentrac@es iniciais de células. As imagens obtidas
por CLSM conjugadas com uma avaliagdo macroscépica dos biofilmes, permitiram inferir
que o plasma interferiu com a interacdo entre as células, diminuindo a coesdo dos biofilmes
formados na sua presenga. Por fim, verificou-se uma tendéncia de reducdo da expressdo dos
genes icaA, dItA e sepA, associados a protecdo da bactéria contra fatores imunitarios, assim
como do gene srdG, envolvido na adesédo a proteinas humanas, na presenca de plasma.
Concluindo, os nossos resultados destacam a importancia da inclusdo de fatores do
hospedeiro nos ensaios in vitro, a fim de mimetizar as condigdes in vivo, e, por conseguinte,

aumentar o significado clinico dos resultados obtidos.
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ABSTRACT

Staphylococcus epidermidis, a commensal colonizer of healthy human skin and mucosae, is
one of the most common etiological agents of medical device-related infections. Hence,
several efforts have been made to identify S. epidermidis virulence determinants. However,
the great majority of these studies were performed using artificial rich media, in the absence
of host factors, which composition does not reflect in vivo environment. Thus, the aim of this
thesis was to evaluate the influence of human plasma on S. epidermidis virulence by including
host factors in the in vitro model used to better mimic in vivo conditions. For this, it was
assessed the effect of different plasma concentrations on planktonic growth, biofilm formation
capacity, biofilm structure, biofilm cells culturability and viability, susceptibility to antibiotics
and alteration of virulence gene expression. Due to the inhibitory effect that our commercial
plasma from a single donor presented, plasma concentrations above 20% were not used in this
study. Despite this, it should be noted that 20% of plasma was enough to significantly alter
the tolerance effect to some antibiotics, reducing the effect of vancomycin and tetracycline
and enhancing the effect of rifampicin. Apparently, plasma bound to tetracycline molecules,
decreasing their availability and, therefore, interfering with their efficacy. Interestingly,
different results were obtained using culture media from different brands, as well as different
initial cells concentrations. CLSM data combined with a macroscopic assessment of biofilms
showed that human plasma interfered with intracellular bonds, leading to the formation of
poorly cohesive biofilms. Finally, there was a trend of decreased expression of icaA, dItA and
sepA genes, associated with bacteria protection against immune factors, and srdG gene,
involved in the adhesion to human proteins, in the presence of plasma. Overall, our results
highlight the importance of introducing host factors in in vitro assays in order to better mimic

in vivo conditions consequently increasing the clinical relevance of the results obtained.
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1. INTRODUCAO

1.1 Evolucdo do comportamento unicelular para o comportamento

multicelular em bactérias

Ao longo da historia evolutiva da vida no planeta ocorreram diversas mudancas
importantes na complexidade organizacional dos seres vivos, constituindo a biosfera
extremamente complexa conhecida nos dias de hoje 1. Um dos eventos evolucionarios mais
importante foi o aparecimento da multicelularidade 2. As bactérias, embora por definigdo
sejam organismos unicelulares, também podem apresentar comportamento multicelular. Este
comportamento pode ser organizado em trés grupos gerais. O primeiro grupo é composto por
bactérias filamentosas, constituindo longas cadeias de células unidas topo a topo que,
geralmente, partilham o citoplasma 3. O segundo grupo compreende as bactérias
magnetotaticas multicelulares, tipicamente constituidas por 10 a 40 células dispostas em torno
de um compartimento acelular central, possivelmente responsavel pela comunicacéo
intercelular #. Estas deslocam-se como uma unidade, devido & presenca de flagelos, e de
acordo com o campo geomagnético °. Finalmente, o ultimo grupo inclui as bactérias que
formam uma estrutura multicelular através do fendmeno de agregacdo. Estes agregados
incluem biofilmes e swarms, sendo encontrados em todo o dominio bacteriano .

Os biofilmes sdo estruturas ancestrais tendo sido o primeiro registo féssil destas
estruturas datado em 3,25 mil milhdes de anos, sendo comuns numa ampla gama de
organismos, incluindo ndo sé bactérias, mas também archaea e micrébios eucariontes tais
como fungos 8. O surgimento destes biofilmes primitivos parece ter coincidido com a

primeira evidéncia de uma transicdo evolutiva de organizagéo unicelular para multicelular 8.

1.2 Formacéao de biofilmes

Nos diversos nichos ambientais, 0s microrganismos existem naturalmente em pelo
menos um dos dois estados principais, que incluem o estado planctonico, de vida livre, ou,
como referido anteriormente, estado séssil - aderidos a uma superficie - biofilmes. No estado
planctonico, as bactérias podem existir numa ampla variedade de fluidos, incluindo efluente,

6leo, agua, urina, e puruléncia °. No entanto, os microrganismos demonstraram ter uma



preferéncia para viverem em comunidade, formando biofilmes °. Esta preferéncia pode ser
explicada pelo facto de que muitas bactérias vivem sob condic¢des de limitacdo de nutrientes e
sob constante perigo de serem removidas da fonte de alimento. Assim, para se protegerem da
influéncia das condigbes ambientais adversas, as bactérias formam os biofilmes . A
transicdo do estado planctonico para biofilme ocorre, portanto, como consequéncia de
alteracGes ambientais 81213, Assim, a presenca de um sinal de stresse desencadeia a formagao
de um biofilme, o qual aumenta a resisténcia a stresses exdgenos, permitindo a sobrevivéncia
bacteriana sob condigbes desfavoraveis 3. A heterogeneidade fenotipica e a especializacio
localizada nos biofilmes pode ser vista através da expressdo diferencial de pili, fimbrias,
flagelos 4, hidratos de carbono *°, adesinas *°, genes associados a dorméncia 1’ e resisténcia
e/ou tolerancia a antibidticos 8 nas células de diferentes zonas do biofilme.

O desenvolvimento de um biofilme bacteriano esta dividido em trés fases: 1) adeséo,
2) maturacéo e 3) destacamento (figura 1.1) 3. A adesdo de microrganismos pode ocorrer em
superficies abioticas ou bioticas, como a superficie polimérica de um dispositivo médico
invasivo ou o tecido humano, respetivamente °. Relativamente a adesdo a uma superficie
abiotica, sabe-se que se encontra fortemente dependente das caracteristicas fisico-quimicas da
superficie bacteriana 2° e do biomaterial, como a textura (rugosa ou lisa) 2!, a carga
superficial 22, a hidrofobicidade %%, pH e temperatura 2 e a tensdo superficial 2*. Este tipo de
adesdo é mediada por interacdes ndo especificas, principalmente por interacfes hidrofobicas
ou eletrostaticas 2°. No caso da adesdo a tecido humano, as interacdes sio muito especificas
envolvendo recetores particulares 2627, E sabido, ainda, que a ades&o de microrganismos pode
ocorrer em superficies abioticas revestidas por proteinas da matriz do hospedeiro, as quais
facilitam a formagcéo de biofilme através de interacdes especificas 2 que serdo abordadas na

secc¢édo 1.4.

Adesdo inicial e irreversivel Maturagao Destacamento

Figura 1.1. Etapas de desenvolvimento de um biofilme. Adaptado de %°.



Relativamente ao fendmeno de maturacdo, ha uma proliferacdo celular de maultiplas
camadas, bem como a adesdo intercelular, culminando na formacgdo de microcoldnias *°.
Dentro dos biofilmes, as bactérias estdo embebidas numa matriz extracelular por elas
produzida, que pode representar cerca de 90% da biomassa 3*. A matriz é constituida por
substancias poliméricas extracelulares que, juntamente com proteinas de ligacdo a hidratos de
carbono 3233 pili, flagelos 1, outras fibras adesivas ** e DNA extracelular (eDNA) 3¢ atuam
como um esqueleto para estabilizar a estrutura tridimensional do biofilme. A maturacdo do
biofilme compreende processos adesivos, que promovem a ligacdo entre as bactérias durante
a proliferacdo, mas também processos disruptivos, que levam a formagéo de canais, 0s quais
sd0 necessarios para que as células do biofilme em camadas mais profundas consigam
alcancar os nutrientes, bem como descartar os residuos produzidos pelas células . Além
disso, 0s processos disruptivos provocam o destacamento e a dispersdo de aglomerados de

células do biofilme, controlando a sua expanséo 2.

1.3 Quorum sensing

A comunicacdo dos microrganismos inter e intra-espécies é mediada por um
mecanismo conhecido como quorum sensing (QS) *'. Este mecanismo envolve a produgo,
libertacdo e detecdo de moléculas de sinalizagdo quimica denominadas auto-indutores. *’. O
QS apresenta-se como um tipo especifico de regulacdo da expressdo genética que depende da
densidade da populacéo bacteriana 3. A concentragdo de auto-indutores no meio extracelular
¢ diretamente proporcional ao numero de bactérias pertencentes a essa populacao,
aumentando a medida que a densidade celular aumenta *°. Assim, quando um nimero
suficiente de células, o qudérum, estd presente ocorre a acumulacdo extracelular da
concentragdo minima estimuladora de auto-indutores *8. Em consequéncia, é induzida a
alteracdo da expressdo genética, ocorrendo a sincronizacdo de atividades, como a formacao de
biofilme *° e outros fatores de viruléncia *!. Através da utilizagdo destes sistemas de sinal-
resposta, as bactérias conseguem controlar comportamentos especificos numa dada

populacio, funcionando assim como organismos multicelulares 4.

1.4 Relevancia clinica dos biofilmes

A formacdo de biofilme é reconhecida como um dos principais fatores de viruléncia

numa grande variedade de microrganismos 243, representando um grande problema na érea



da salde publica. Atualmente, estima-se que os biofilmes sdo responséveis por mais de 65%
das infegOes hospitalares e 80% de todas as infe¢Ges microbianas #4. Sdo diversas as infeces
associadas a formacédo de biofilme (tabela 1.1), sendo o género estafilococos um dos mais

frequentes causadores destas infecdes.

Tabela 1.1. InfecBes associadas a formacéo de biofilme e respetivos exemplos de microrganismos causadores.

Infecdes associadas a Microrganismos causadores .
~ o Referéncias
formacéo de biofilme (exemplos)
Infec&o pulmonar: Staphylococcus 45,46
Fibrose cistica aureus, Pseudomonas aeruginosa
. - P. aeruginosa, Klebsiella
Feridas cronicas g . 47,48
pneumoniae
Cateteres: infecéo Enterococcus faecalis, S. aureus, 4851
urinéria ou sanguinea P. aeruginosa, S. epidermidis
Vélvulas cardiacas: Mycobacterium fortuitum, S. 5253
Endocardite epidermidis
Prdteses ortopédicas: . -
op S. epidermidis, S. aureus 4
osteomielite
~ . S. epidermidis, S. aureus, P.
Infecdo ocular: ceratite P : 55-57
aeruginosa

Os estafilococos sdo colonizadores comuns da pele e das membranas mucosas de
humanos e de outros mamiferos °8. Deste género de bactérias destacam-se as espécies
Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus que juntos ocupam os primeiros lugares
entre os agentes causadores de infecdes hospitalares *°. S. aureus é considerado o agente
patogénico classico do género estafilococos, causando doencas graves em individuos
saudaveis e sendo caracterizado pela sua elevada viruléncia . S. epidermidis pertence aos
estafilococos coagulase-negativos (CoNS), os quais sdo considerados agentes patogénicos
oportunistas uma vez que causam infe¢des em individuos mais fragilizados tais como recém-
nascidos, idosos e pacientes imunocomprometidos 8. Em termos de diagndstico, distinguem-
se dos estafilococos coagulase-positivos, tais como S. aureus, por ndo possuirem a enzima
coagulase .

Em particular, esta tese centra-se na espécie S. epidermidis por constituir um
colonizador permanente e pela sua ubiquidade na pele humana, representando a fonte mais
comum de infecBes associadas & colonizagdo de dispositivos médicos invasivos ©. Estas

infecdes geralmente comecam com a introducédo de bactérias a partir da pele do paciente, ou



do pessoal de cuidados de saude, durante a insercdo do dispositivo, como sdo exemplo a
introducdo de cateteres intravenosos periféricos ou centrais, proteses articulares e dispositivos
cardiacos ®2. Embora as infecOes causadas por S. epidermidis sejam raramente fatais, a sua

frequéncia e o facto de serem extremamente dificeis de tratar ®*

representam um Serio
problema de saude publica.

As implicages clinicas do crescimento bacteriano em biofilme sdo a elevada
tolerancia a antibidticos ® e a capacidade de evasdo a resposta imunitaria inata do
hospedeiro . S. epidermidis apresenta um conjunto de proteinas que facilitam o

estabelecimento da infecdo e persisténcia no corpo humano (tabela 1.2).

Tabela 1.2. Outros fatores de viruléncia de S. epidermidis. Adaptado de .

Fatores de viruléncia Gene(s) Funcéo
Autolisina bifuncional e adesina
AtIE atle Liga-se a varias proteinas da matriz do
hospedeiro
Autolisina bifuncional e adesina
Aae aae . - . .
Liga-se a varias proteinas da matriz
SdrF sdrF Liga-se ao colagénio
SdrG ou Fhe sdrG ou fbe Liga-se ao fibrinogénio
SdrH sdrH Funcdo putativa de ligacdo
Ebp ebp Liga-se a elastina (em S. aureus)
dItA, dtIB, dtIC, D-alanilagdo de acidos teicoicos (DIt),
Dit Msrrlg,GVraF ¢ dtiD, mprF, vraF e lisilagéo de fosfolipidos (MprF) e
vraG exportacdo putativa de AMP (VraF e VraG)
Degradacdo da AMP
Protease SepA sepA Maturacdo de lipase, resisténcia a AMP e,

potencialmente, dano tecidual

Sistema Aps

apsR ou graR, apsS

Sensor de AMP, regulador de mecanismos

ou graS) e apsX de resisténcia AMP
Cisteino proteases . P (4o
(SspB ¢ Ecp) sspB Desconhecida: danificacdo de tecidos®
Glutamil-
Endopeptidase e serina- SSDA Degradacdo de fibrinogénio e fator
protease (GIUSE, SspA P complemento C5
and Esp)
Lipases GehC e GehD gehC e gehD Persisténcia nas secrecdes de &cidos

gordos?

locus sfna (S.

Estafiloferrinas aureus Siderdforos (aquisi¢do de ferro)
estafiloferrina A)
SitA, SitB e SitC SitABC Importador de ferro

FAME

Nao identificados

Desintoxicagao de acidos gordos
bactericidas

*AMP (do inglés Anti-microbial peptide) - péptido antimicrobiano



N&o obstante, a viruléncia de S. epidermidis é principalmente atribuida a sua
capacidade para formar biofilmes ®’. Em estafilococos a formacéo de biofilme é regulada
principalmente pelo gene regulador acessorio (agr) do sistema QS, denominado sistema
agr . Este sistema controla a secrecido de modulinas soliveis em fenol (PSMs do inglés
phenol-soluble modulins) ®, que constituem péptidos a-helicoidais anfipaticos com
propriedades surfactantes ™!, que medeiam as etapas de maturacdo e destacamento dos
biofilmes de S. epidermidis . A maturacéo do biofilme depende da expressdo de moléculas
com propriedades adesivas, as quais se pensa serem responsaveis pela integracdo de células
de S. epidermidis na estrutura complexa de biofilme 3. Em S. epidermidis, a formacéo de
biofilme (figura 1.2) encontra-se, maioritariamente, associada com a producdo de poli-N-
acetilglucosamina (PNAG), cuja biossintese é realizada pelos genes codificados no locus
icaADBC 4. Este exopolimero permite a conexdo entre as células, funcionando como uma

adesina intercelular polissacaridica ".

<—p Forcas adesivas (PNAG, DNA extracelular, Aap e outras proteinas)

<—)» [orcas disruptivas (PSMs, proteases e nucleases) Destacamento
Maturagéo

Adesao a superficie do polimero

(hidrofobicidade da superficie, L.
Adesao intercelular{ )

autolisinas e acidos teicéicos) ) " e
e proliferacdo S
© 9 S0 &s protef - 38 B
Adesdo as proteinas da matriz ,,)\.og &
%) \ (MSCRAMMs) o
Q) <0
0@ 0 RO Q— JORO\ B

Figura 1.2. Formagdo de biofilme em S. epidermidis: as células planctdnicas aderem a uma superficie solida ou
as proteinas da matriz do hospedeiro e, aderidas entre si, crescem formando agregados. Este fenémeno de
agregacdo é auxiliado pela producdo de PNAG, 4cidos teicoicos e algumas proteinas como a proteina associada a
acumulacdo (Aap). Um biofilme maduro é constituido por uma mistura de bactérias impregnadas numa matriz
extracelular composta por proteinas, &cidos nucleicos e polissacarideos. Apés a maturagdo do biofilme ocorre o
destacamento das células, cujo processo depende da expressdo de modulinas sollveis em fenol (PSMs),
possibilitando a colonizagdo de novas superficies. Adaptado de .

Contudo, estudos demonstraram que a producdo da PNAG ndo é essencial para a
formagc&o de biofilme em todas as estirpes de S. epidermidis 6. Efetivamente, além da PNAG,
duas proteinas parecem estar envolvidas na formacéo de biofilme, nomeadamente a proteina
associada & acumulagio (Aap do inglés accumulation-associated protein) '’ e a proteina
homologa a proteina associada ao biofilme em S. aureus (Bhp do inglés biofilm-homologue

protein) "87°, No caso da formagéo de biofilme em estirpes ndo produtoras de PNAG, onde

6



estas proteinas adesivas, muito provavelmente, substituem o polissacarideo, a proteina mais
importante envolvida nesta formagao parece ser a Aap . Estudos revelaram que 27% das
estirpes de S. epidermidis isoladas de infecOes associadas a colonizacdo de proteses
ortopédicas formavam biofilme independentemente da PNAG, sendo que na maioria dos
casos a formacdo de biofilme parecia ser mediada por Aap . A Aap é uma proteina de
220 kD que necessita ser proteoliticamente clivada numa proteina menor de 140 kD para
poder induzir a formacédo de biofilme 8. Dado ao facto da Aap ser amplamente difundida
entre isolados clinicos e a formacéo de biofilme dependente da Aap ter sido demonstrada em
amostras clinicas, é possivel destacar a grande relevancia que a adesdo intercelular mediada
por Aap apresenta na patogénese de infecdes causadas por biofilmes de S. epidermidis 8°82,

Como referido anteriormente, apos a insercdo de dispositivos médicos no organismo,
as proteinas extracelulares da matriz ou do plasma humano rapidamente revestem as suas
superficies 8. S. epidermidis tem uma vasta gama de proteinas de superficie chamadas de
componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas da matriz adesiva
(MSCRAMMs do inglés microbial surface components recognizing adhesive matrix
molecules) que tém a capacidade para se ligarem a proteinas do plasma humano, tais como o
fibrinogénio, fibronectina ou vitronectina, e muitas vezes combinam a capacidade de ligacdo
para varias proteinas da matriz 2. Os MSCRAMNM s sdo covalentemente ligados a superficie
da bactéria pela sortase A % ou através de interagcbes ndo-covalentes com polimeros de
superficie, tais como &cidos teicoicos ®. Os acidos teicdicos ocorrem em duas formas
principais, os acidos lipoteicdicos, ligados a membrana celular e os &cidos teicdicos de
parede, covalentemente ligados ao peptidoglicano . Em estafilococos, os acidos teicoicos
apresentam multiplos papéis na fisiologia e patogénese, contribuindo para a adesao,
colonizacgdo e inflamacio 8%, Em S. epidermidis, estes polimeros mostraram aumentar a
adesdo a fibronectina %,

Finalmente, no que concerne a Gltima etapa do desenvolvimento do biofilme, sabe-se
que S. epidermidis produz algumas exoproteases, com baixa especificidade de substrato,
responsaveis pela degradacdo das proteinas de superficie, causando o destacamento do
biofilme %2, Em particular, as PSMs tém um papel chave no destacamento do biofilme
levando a formacdo de canais na sua estrutura através da interrupcdo de interacOes

moleculares ndo-covalentes *3.



1.5 Tolerancia e resisténcia das células dos biofilmes a antibioticos

Um dos problemas mais graves associados a formacdo de biofilmes em dispositivos
médicos é a elevada tolerancia que as células dos biofilmes apresentam aos antibioticos. Os
mecanismos de tolerancia subjacentes ao crescimento em biofilme sdo numerosos e diversos
(figura 1.3). Vaérios estudos indicam que, em comparacdo com as respetivas populacdes
planctonicas, € necessaria uma concentracdo de agentes antimicrobianos bastante superior
para eliminar bactérias pertencentes a um biofilme %°°° Um dos elementos chave na
persisténcia das infe¢fes causadas por biofilmes € a matriz extracelular, que se sabe que
protege as bactérias do biofilme de antibidticos, biocidas e outros quimicos ou stresses
fisicos %97, A secrecdo da matriz proporciona um nicho ecolégico protegido para a
proliferacdo e propagacdo da resisténcia aos antibioticos através da troca de material
genético 8%, permitindo a acumulagio de mutaces e elementos genéticos que conferem
resisténcia ao longo do tempo 100102,

Né&o obstante, a tolerancia conferida por um biofilme ndo é apenas a consequéncia de
uma matriz abrangente, mas também pode resultar da heterogeneidade das subpopulagdes
bacterianas subjacentes. Estas subpopulagdes variam ndo apenas no grau de suscetibilidade
aos antibioticos, mas também no mecanismo pelo qual apresentam tolerancia aos
antibioticos %1%, Certas subpopulacdes de bactérias podem produzir enzimas que degradam
antibidticos, enquanto outras subpopulacdes apresentam uma regulacdo positiva de bombas de
efluxo 1%. A ecologia global da comunidade de biofilme também imp&e um stresse oxidativo
enddgeno aos seus membros 1%, induzindo um estado de hipermutabilidade as bactérias do
biofilme 19197 para além disso, os biofilmes maduros contém células com atividades
metabolicas diferentes 1%, incluindo células dormentes 1®. A dorméncia é definida como um
estado fisiologico onde a atividade de muitos processos celulares, tais como a sintese de
proteinas e a replicacdo de DNA esta reduzida e onde as bactérias persistem sem divisdo por
periodos prolongados %! Assim, as bactérias dormentes estdo associadas a uma maior
tolerancia a antibidticos 2% podendo determinar o perfil inflamatério de um
biofilme 1115 ¢ consequentemente, ter implicag@es criticas para o tratamento clinico. Apesar
da antibioterapia prolongada, as células permanecem dentro dos biofilmes durante longos
periodos de tempo. A sobrevivéncia a longo prazo parece ser devida, em parte, & presenca de

células persistentes 11116,
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Figura 1.3. Representagdo esquematica de exemplos de mecanismos de resisténcia e tolerancia a antibidticos
subjacentes ao estado de biofilme, respetivos gradientes fisioldgicos de oxigénio e nutrientes, formados no
interior da sua estrutura, e a sua relagdo com a diferenciacdo celular em diferentes estados de crescimento.
Abreviatura: QS - quorum sensing. Adaptado de 7.

Ao contrario das bactérias resistentes aos antibioticos, que crescem na presenca de um
antibidtico, as bactérias persistentes constituem uma pequena subpopulacdo de bactérias que
sobrevivem & exposicdo a concentracdes letais de antibidticos 1116, Estas células ndo
representam mutantes resistentes a farmacos, a sua elevada tolerancia constitui uma mudanga
fenotipica transitoria 1*311%, As células persistentes sobrevivem a altas concentracdes de
antibidticos por sobreexpressdo de genes especificos, tais como 0s genes que codificam os
modulos toxina-antitoxina, 0s quais minimizam varios dos processos celulares ativos e, por
conseguinte, os alvos dos antibioticos, resultando numa célula dormente que é tolerante a
acio letal de antibidticos ?°. Recentemente, foi demonstrado que os biofilmes de S.
epidermidis conttm um elevado nimero de células persistentes apds exposicdo aos
antibioticos 4. Finalmente, os biofilmes podem produzir em excesso proteinas ou outros

biopolimeros que contribuem para a sua tolerancia a antibidticos 2L,



A presencga de genes de resisténcia a antibioticos € comum em S. epidermidis. Em
muitos paises, incluindo nos Estados Unidos, 75-90% de todos os isolados de S. epidermidis
recolhidos em hospitais sdo resistentes a meticilina, que constitui um antibidtico de primeira
escolha para o tratamento de infecbes causadas por bactérias pertencentes ao grupo dos
estafilococos 122, A resisténcia a meticilina é codificada pela cassete cromossémica mec, um
elemento genético movel. Esta cassete cromossémica contém o gene mecA que codifica uma
proteina de ligacdo a penicilina, a qual diminui a afinidade para a meticilina 2. A presenca de
plasmideos com genes de resisténcia a outros antibidticos sdo mais frequentemente
encontrados em estirpes resistentes a meticilina do que sensiveis a meticilina, provavelmente
devido ao facto de a resisténcia a meticilina e a outros antibidticos ser frequente em estirpes
nosocomiais endémicas 24,

Para além da resisténcia a meticilina, varias estirpes de S. epidermidis adquiriram
resisténcia a outros antibidticos importantes, incluindo a vancomicina, rifamicina,
fluoroguinolonas, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol, eritromicina, clindamicina e
sulfonamidas 2. Apesar da resisténcia generalizada & meticilina e a outros antibiéticos, 80%
dos cateteres infetados com S. epidermidis podem ser tratados, sem remocdo do cateter, com
antibidticos como a vancomicina %, N4o obstante, como referido anteriormente, também foi
descrita resisténcia intermédia a vancomicina 2%, encontrando-se associada com o aumento da
expressdo do gene atlE 27128 Alguns estudos propdem que o surgimento de resisténcia a
rifamicina se deve a uma mutagdo no gene que codifica a subunidade B da RNA
polimerase 12°. No caso das fluoroquinolonas, sabe-se que a resisténcia a este antibiotico
ocorre devido a mudancas nos aminoacidos, particularmente naqueles que se encontram na
regido denominada de regido determinante de resisténcia as quinolonas (QRDR) **°. Em
estafilococos, as mutacdes na subunidade ParC sdo comumente observadas em isolados
resistentes '3, Relativamente & gentamicina, o gene de resisténcia mais frequentemente
encontrado em estafilococos é o aac (6') - aph (2") 1*2. A resisténcia a tetraciclina é baseada
na expressdo do gene tetM, amplamente disseminado, ou pelo gene tetK ¥, No que diz
respeito ao cloranfenicol, sabe-se que a resisténcia é principalmente mediada pelo gene
catA 13, Estudos realizados em varios paises indicam que o gene ermC é o gene mais
prevalente em isolados clinicos de S. epidermidis resistentes a eritromicina 13313513 No caso
da clindamicina, a resisténcia é codificada pelos genes erm, tal como acontece na resisténcia a
eritromicina. Além disso, o gene msrA estafilocdcico protege as bactérias hospedeiras tanto de
antibidticos da classe dos macrélidos como de os da classe das lincosamidas 37138, Por

ultimo, a resisténcia a sulfonamida é principalmente mediada pelos genes sull, sul2 e sul3 3.
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1.6 Evasao dos biofilmes a resposta imunitaria do hospedeiro

A imunidade inata é a primeira linha de defesa contra organismos invasores,
permitindo o reconhecimento e fornecimento de uma defesa rapida contra os mesmos %°. Os
mecanismos de defesa inata do hospedeiro sdo desencadeados pelo reconhecimento de
estruturas invariantes na superficie bacteriana - tais como peptidoglicano, lipopéptidos, acidos
lipoteicdicos, ou mesmo por moléculas especificas, como as PSMs *® - constituindo estas
PadrGes Moleculares Associados a agentes Patogénicos (PAMPs do inglés Pathogen-
Associated Molecular Pattern) - que ativam a resposta imunitaria inata por interacdo com
diferentes recetores de reconhecimento de Padrdes (PRR do inglés Pattern recognition
receptors) 41142 A defesa inata do hospedeiro compreende principalmente a atividade de
fagocitos, AMPs e o sistema do complemento “,

Os biofilmes de S. epidermidis sdo revestidos por uma matriz extracelular ¥** que os
protege da fagocitose de células com capacidade fagocitica, como os neutrofilos 4. Além
disso, a matriz extracelular diminui a disponibilidade de AMPs, pela ligacdo entre ambos,
impedindo-os de atingir o seu alvo predominante: a membrana citoplasmatica **°. Apesar da
associacao observada entre a producdo da PNAG e a viruléncia de S. epidermidis, ndo é
inteiramente clara a forma como este polissacarideo afeta a resposta imunitaria do hospedeiro.
Se por um lado foi demonstrado que a PNAG estimula a producdo de mediadores pro-
inflamatorios 4647 por outro também é sabido que prejudica a fagocitose 48, De facto,
diferentes estudos revelaram que a PNAG contribui para a propriedade antifagocitica da
matriz extracelular de S. epidermidis ® através da inibicdo da fagocitose por neutréfilos,
reducdo da acessibilidade de AMPs, bem como através da inibicdo da deposicdo de
imunoglobulinas e de proteinas do sistema complemento '*°. A grande quantidade de PNAG
nos biofilmes de S. epidermidis atua como um recetor para anticorpos anti-PNAG e
imunoglobulinas G (IgG) e inibe a deposi¢do de uma das opsoninas mais importantes do
sistema complemento, a C3b *°. Consequentemente, diminui a opsonizacdo da superficie
bacteriana, levando a um aumento da resisténcia a fagocitose por neutrofilos **, uma vez que
este processo é dependente da opsonizacdo da superficie da bactéria **°. E de salientar, ainda,
o0 papel do acido poli-y-glutamico (PGA) que constitui uma molécula extracelular anionica
que também medeia a resisténcia a fagocitose, a acdo de AMPs e possui fungdo
osmoprotetora, promovendo o crescimento de S. epidermidis em concentracGes salinas
elevadas, como é o caso da pele humana %2, Para além disso, é importante referir que a

producdo de toxinas por S. epidermidis é limitada a producdo de PSMs, as quais tém a
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capacidade para atrair e estimular neutrofilos ™. E de referir, também, que esta espécie produz
uma série de proteases que destroem o tecido e as proteinas do hospedeiro, como por exemplo

a protease SepA que degrada AMPs humanos 3.

1.7 Modelos in vitro, in vivo e ex vivo

A formacdo de biofilmes tem um preocupante impacto na sadde publica, como ja
referido anteriormente, sendo muitas vezes considerado o motivo subjacente ao insucesso do
tratamento com agentes antimicrobianos %. Por este motivo torna-se crucial a escolha do
modelo mais adequado para o estudo dos biofilmes sob condig¢des controladas, para obter uma
melhor compreenséo sobre os mecanismos envolvidos na formagdo de biofilme de
S. epidermidis e na sua viruléncia. O modelo a utilizar deve mimetizar a situacdo real com a
maior aproximacao possivel, de forma a obter resultados fidedignos que permitam o avanco
para estudos in vivo e, posteriormente, o delineamento de estratégias de prevencdo e combate
de infecGes. Os modelos mais comuns e acessiveis sdo 0s modelos in vitro; 0s modelos in
vivo, mais caros e complexos, conseguem aproximar-se mais dos fendmenos que acontecem
durante a infecdo em humanos e, por ultimo, os modelos ex-vivo apresentam um misto de
caracteristicas das duas classes de modelos anteriores.

Nas Ultimas trés décadas, os investigadores desenvolveram véarias maneiras de estudar
biofilmes utilizando modelos in vitro 4. Os modelos in vitro apresentam-se adequados para
fins de rastreio, uma vez que permitem incluir num dnico ensaio multiplas condi¢cfes. Para
além disso, sdo mais rapidos e mais baratos . Os modelos in vitro tém fornecido uma
compreensdo detalhada sobre os processos que levam a formacéo de biofilme. Em particular,
a sua combinacdo com técnicas de biologia molecular revelou importantes informacdes
relacionadas com 0s requisitos genéticos necessarios para o desenvolvimento do biofilme %6
18 No entanto, os biofilmes formados in vitro desenvolvem-se em condi¢6es muito diferentes
das que se verificam in vivo, ndo estando presentes, por exemplo, os fatores do hospedeiro °.
Vérias evidéncias ja foram encontradas que demonstram que a producgdo de certas proteinas

da bactéria, in vivo, ndo se verifica in vitro 139160,
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Figura 1.4. Representacdo esquematica de formacao de biofilme em modelos in vitro.

Os fatores do sistema imunitario do hospedeiro desempenham um papel importante no
combate a infecdes, sendo este 0 motivo pelo qual se destacam os modelos in vivo, pois
mimetizam com maior proximidade as condi¢cdes naturais nas quais 0s biofilmes se
desenvolvem 11, Por esta razdo, sdo usados os modelos in vivo com animais vertebrados que,
por considerarem o sistema imunitario do hospedeiro sdo indispensaveis para uma melhor
compreensdo das infecdes relacionadas com dispositivos médicos. No entanto, 0 avanco para
estudos in vivo com animais vertebrados, normalmente sé ocorre ap6s a recolha de evidéncias
em estudos in vitro, ou quando modelos in vitro ou in vivo com animais inferiores ndo séo
adequados para resolver a questdo de pesquisa especifica. Além disso, nestes modelos deve-se
usar 0 menor nimero possivel de animais, alternativas aos procedimentos dolorosos e
anestesia adequada %2, Embora a melhor forma de mimetizar o hospedeiro humano seja a
utilizacdo de animais maiores, tais como porcos, ovelhas, cabras e cées, 0s custos associados
sdo elevados, especialmente quando € necessario um numero relativamente elevado de
animais 13, Por essa razdo, sdo preferidos na maioria dos estudos os animais pequenos, que
sdo faceis de infetar e relativamente econdmicos, incluindo ratinhos, ratos, coelhos e

hamsters.
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Figura 1.5. Representacdo esquematica de infe¢do associada a cateteres em modelo de ratinho, em estudos in
vivo.

Em suma, estas experiéncias sdo demoradas, caras e requerem uma consideracgéo ética
total. Assim, existe a necessidade de utilizar modelos de infecdo preliminares e alternativos
que gerem dados in vivo de forma rapida, barata e que ndo exijam as mesmas consideracdes
éticas. Por esse motivo, os modelos animais ndo mamiferos sdo cada vez mais utilizados para
0 estudo de varios aspetos de doencas infeciosas, sendo frequentemente utilizado para este

fim 0 nematodo Caenorhabditis elegans 1.

Intestino

Epiderme

Figura 1.6. Representacdo de trés vias de infecdo em C. elegans. (A) Infecdo intestinal a qual permite a
proliferacdo bacteriana no limen intestinal. (B) Infecdo por adesdo a cuticula com subsequente penetracdo da
epiderme. (C) Ades&o a regido da cauda e subsequente invasdo retal. Adaptado de 165,

Tal como outros modelos de infecdo ndo mamiferos, a viruléncia microbiana na larva
da traca da cera, Galleria mellonella, é semelhante a verificada em mamiferos, sendo, por
isso, muitas vezes utilizada como modelo de infecdo para o estudo de varios agentes
patogénicos humanos, incluindo espécies estafilococicas °%1¢7. Comparativamente com

outros modelos de infecdo ndo mamiferos, as experiéncias com este modelo podem ser
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executadas a temperatura corporal do ser humano (37 °C), o que pode ser importante para a
expressdo de certos fatores de viruléncia microbiana %8, Além disso, é importante referir que
a resposta imunitaria do inseto é semelhante a resposta imunitaria inata de mamiferos, sendo
utilizados mecanismos semelhantes para causar a morte dos agentes patogénicos
invasores ¥%17° Finalmente, o0 modelo de larva da traga da cera tem sido bastante utilizado no

estudo terapéutico de infecdes 171174,

Figura 1.7. Representacdo esquematica da utilizacdo do modelo de infecdo de larva da traga da cera em estudos
in vivo.

Contudo, apesar de representarem uma aproximacao as condicdes reais, 0s modelos in
vivo apresentam uma capacidade limitada para reproduzir 0S processos extremamente
complexos que ocorrem no organismo humano 1°. De facto, estudos com modelos animais
parecem sobrestimar cerca de 30% a probabilidade de eficacia de um tratamento *’®. Por essa
razdo, as Ultimas etapas de investigacdo biomédica sdo constituidas por ensaios clinicos em
seres humanos 177178,

Varios investigadores tém utilizado métodos inovadores para reproduzir parcialmente
determinadas condicdes reais através de modelos que, envolvendo uma componente in vivo,
sdo considerados modelos hibridos, sendo conhecidos como modelos ex vivo '7°. Os
dispositivos médicos explantados constituem um dos modelos ex vivo mais usados, onde séo
estudadas a adesdo e a formacdo de biofilmes de estafilococos, através do revestimento de
dispositivos com uma pelicula condicionante derivada do hospedeiro. Esses estudos sdo
normalmente efetuados para compreender o papel das proteinas do sangue na adesdo dos
estafilococos, utilizando cateteres vasculares explantados de pacientes ou voluntarios 18181,

As infecbes da corrente sanguinea causadas por S. epidermidis sdo tipicamente
indolentes e dificeis de erradicar, aumentando significativamente a morbidade ® e a
mortalidade entre os pacientes imunocomprometidos & e imunossuprimidos 4, constituindo,
ainda, uma enorme carga financeira . E sabido que 22% das infecBes da corrente sanguinea

diagnosticadas em pacientes das unidades de cuidados intensivos nos EUA sdo devido a
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formacdo de biofilme de S. epidermidis sobre os cateteres 1°. Pela sua importancia na satde
humana, estudos ex vivo com sangue humano foram desenvolvidos, tendo-se verificado uma
extensa reprogramacdo do transcriptoma das células do biofilme de S. epidermidis na
presenca de sangue humano . Pelo facto de o sangue constituir uma mistura complexa de
celulas e moléculas sollveis, tém sido realizados estudos ex vivo tambeém com plasma

humano.
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Figura 1.8. Representacéo esquematica da utilizagdo de sangue de voluntarios em modelos ex vivo.

1.7.1 Plasma humano

Uma das diferencas entre as condicGes in vitro e in vivo é a auséncia de proteinas do
hospedeiro, as quais sio abundantemente encontradas no plasma humano 18918718 O plasma
é um liquido que constitui aproximadamente 55% (volume/volume) do sangue humano, e no
qual estdo presentes proteinas como a albumina, fatores de coagulacdo, globulinas, entre
outros fatores %1% A maior parte dos fluidos corporais consiste em filtrados de plasma,
sendo possivel encontrar as proteinas presentes no plasma, em concentracdes variaveis, em
varios fluidos corporais humanos, incluindo (por cento, v/v) exsudados de feridas de
queimadura (10-44%) 192, secrecBes nasais (15-45%) %, fluido ascitico (4-26%) *4, liquido
linfatico (10-50%) % e liquido sinovial (1-73%) %. Varios estudos tém realcado a
importancia das proteinas do hospedeiro na facilitacdo da formacdo de biofilmes, tendo sido
demonstrado que os implantes médicos sdo muitas vezes revestidos por proteinas da matriz do
hospedeiro, as quais aumentam a ligacdo bacteriana e a formagéo de biofilmes in vivo 187188
assim como in vitro, onde a suplementacdo do meio com plasma ou o revestimento da
superficie, aumentam significativamente a capacidade de formacéo de biofilme 97:1%,

Foi demonstrado num estudo comparativo que, embora o sangue humano tenha

provocado alteracgGes significativas na estrutura do biofilme e no nimero de células viéveis e
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cultivaveis de S. epidermidis, o plasma foi o principal regulador da transcri¢do de genes com
papel central na formacéo de biofilme, maturacéo e evasdo imunitaria 1%. Assim, é necessario
intensificar estudos que visem a avaliacdo do impacto dos fatores soltveis do hospedeiro na

formacéo e persisténcia dos biofilmes de S. epidermidis.

1.8 Objetivos

A presente tese visa 0 estudo da influéncia do plasma humano na formacdo de
biofilme e viruléncia de S. epidermidis, introduzindo a importante interacdo com os fatores do
hospedeiro, presentes no plasma humano, no modelo in vitro, de forma a otimizar a
mimetizacdo das condigBes in vivo e, consequentemente aumentar a relevancia clinica dos
resultados obtidos. Para isso, inicialmente foi avaliado o crescimento planctonico de
S. epidermidis em diferentes concentracdes de plasma e testada a suscetibilidade a
antibidticos neste modo de crescimento, usando a técnica de contagem de unidades
formadoras de colonias (CFU). Posteriormente, procedeu-se a verificagdo da capacidade de
formacdo de biofilme em diferentes concentracGes de plasma através da determinacdo da
biomassa, viabilidade por citometria de fluxo, cultivabilidade por CFU e avalia¢do da sua
estrutura por microscopia confocal de varrimento laser (CLSM). Por Gltimo, foi avaliada a
alteracdo da expressdo de genes associados classicamente a viruléncia desta espécie usando
PCR quantitativo (qPCR).
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2. MEIOS QUIMICAMENTE DEFINIDOS PARA O ESTUDO DE

STAPHYLOCOCCUS SPP.

2.1 Meios de cultura complexos e meios quimicamente definidos

A cultura celular constitui uma das principais técnicas nas ciéncias da vida, sendo de
crucial importancia a escolha do meio de crescimento mais adequado para a cultura in
vitro 2%, Atualmente, a comunidade cientifica utiliza diferentes meios de cultura para o estudo
de biofilmes do género estafilococos: os meios complexos sdo os mais amplamente utilizados
201-205 " enquanto que os meios quimicamente definidos (CDM do inglés chemically defined
media) sdo utilizados para estudos mais especificos 206219,

Os meios dizem-se complexos quando incluem componentes quimicamente
indefinidos, de origem natural. Isto implica que, entre diferentes produgdes do mesmo meio,
da mesma marca, a composicdo quimica exata é variavel. Os componentes mais comuns
destes meios incluem extrato de levedura, extrato de carne, peptona, hidrolisado de caseina,
farinha de esqueleto ou farinha de semente de planta. Entre esses componentes, o extrato de
levedura é um dos suplementos de meio mais utilizado, sendo constituido por uma mistura de
carboidratos, aminoécidos, péptidos, vitaminas e micronutrientes 2. A composicio de
extratos de levedura pode apresentar variacdes dramaticas de lote para lote devido as
diferencas entre as estirpes de levedura, processos de producdo de levedura, métodos para
autdlise ou purificacdo a jusante 2!, Assim, uma alteragdo do lote de extrato de levedura
utilizado para a preparacao de um meio de crescimento pode provocar elevadas alteraces na
taxa de crescimento e na producdo do produto, tal como ja foi descrito em varios estudos
realizados em diferentes organismos 223, Consequentemente, a principal desvantagem
destes meios é a sua menor reprodutibilidade devido a variagdo inerente da composicdo
quimica. N&o obstante, estes meios apresentam-se vantajosos pelo baixo custo associado,
pela rapida preparacdo laboratorial, por permitirem a manutencdo de uma grande variedade de
microrganismos, devido a presenca de uma vasta gama de nutrientes, promovendo o
crescimento de organismos mais exigentes, e sendo usados quando as necessidades
nutricionais dos microrganismos sdo desconhecidas.

Contrariamente aos meios complexos, os CDM requerem a identificagdo das

composi¢des quimicas exatas dos componentes. Estes meios contém ingredientes organicos e
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inorganicos ultrapuros sem contaminacdo, podendo também conter aditivos proteicos puros,
como fatores de crescimento 24, Os seus constituintes sdo produzidos em bactérias ou
leveduras por engenharia genética com a adicdo de vitaminas, colesterol, aminoacidos
especificos e acidos gordos 21°. Este tipo de meio apresenta uma maior reprodutibilidade e
simplicidade tanto do processamento a jusante como da anélise do produto final. No entanto,
caracterizam-se por apresentarem rendimentos mais baixos e custos mais elevados,
especialmente se a lista de componentes do meio incluir fatores de crescimento e
vitaminas 16,

Para melhor cumprir o objetivo desta dissertagéo, torna-se relevante a utilizacdo de um
CDM para aumentar a reprodutibilidade dos resultados. Desta maneira, sera possivel
ultrapassar a variabilidade causada pelos meios complexos e assegurar a consisténcia dos
resultados experimentais, de forma a avaliar a verdadeira influéncia do plasma humano no
crescimento e formac&o de biofilme de S. epidermidis. Para isso, & necessario pesquisar qual o
CDM mais adequado ao tipo de testes que serdo realizados: crescimento planctonico,
capacidade de formacéo de biofilme e avaliacdo da sua estrutura, viabilidade e cultivabilidade
das células dos biofilmes, suscetibilidade das células planctdnicas a antibiéticos e alteracdo da

expressdo de genes.

2.2 Pesquisa bibliografica sobre utilizacdo de meios quimicamente

definidos

Como referido anteriormente, os CDM sdo utilizados em estudos mais especificos,
tendo sido, por isso, direcionada a pesquisa bibliografica para a espécie em estudo. Assim,
apos uma selecdo primaria de varios artigos relacionados com o uso de CDM em
estafilococos, foi analisado o tipo de testes realizados em cada um dos estudos.
Adicionalmente, foi verificado o nimero de citagfes de cada artigo cientifico no 1SI Web of
Knowledge (tabela 2.2), de forma a avaliar o impacto do CDM na bibliografia cientifica
existente. ApOs reunir um conjunto consideravel de artigos, foi realizada uma analise
comparativa dos CDM utilizados em cada um dos estudos. A selecdo do CDM mais adequado
para a realizacdo deste trabalho foi efetuada tendo em consideracdo trés critérios: 1) custos, 2)
aplicabilidade - referente ao tipo de testes efetuados e a espécie estudada e 3) facilidade -
relativa ao nimero de compostos necessarios e ao numero de etapas para a preparacdo do
meio (tabela 2.2).
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2.3 Analise comparativa de meios quimicamente definidos relevantes para

este estudo

Os CDM foram avaliados, inicialmente, de acordo com o critério aplicabilidade por
ser considerado o mais relevante, uma vez que representa a especificidade dos testes
realizados e a espécie estudada. Segundo uma escala qualitativa, definida neste trabalho, foi
atribuida a pontuacdo 1 aos meios com baixa semelhanc¢a, 3 aos meios com uma semelhanca
intermédia e 5 aos meios com uma elevada semelhanca em relacéo ao tipo de testes e espécie
usados neste trabalho. De seguida, procedeu-se a avaliacdo dos CDM respeitando o critério
facilidade de preparacéo, referente a0 nimero de compostos e etapas necessarias, uma vez
que estes meios requerem preparacdes em passos independentes. Devido a sua menor
relevancia em relacdo ao critério anterior, foi utilizada uma escala qualitativa mais reduzida,
entre 1 e 3. No que diz respeito ao nimero de compostos, foram classificados com a
pontuacdo 1 os meios com mais de 40 compostos, 2 a gama entre 30 a 40 compostos e 3 0s
meios com menos de 30 compostos. Finalmente, para 0 nimero de etapas, foi atribuida a
classificacdo 1 aos meios que nao especificavam o nimero de etapas, 2 a0s meios com mais
de 10 etapas e 3 aos meios com um numero de etapas inferior a 10. A tabela 2.1 descreve as
pontuacdes parciais para cada um destes critérios. Apds o somatério dos pontos atribuidos a
cada meio, foi realizado um orgamento para os dois CDM com maior pontuagéo final (tabela
2.3 e 2.4), de forma a verificar a diferenca de preco entre ambos.

Tabela 2.1. Pontuag8es parciais atribuidas a cada critério de classificacdo dos CDM selecionados, segundo duas
escalas qualitativas definidas de acordo com a relevancia dos critérios.

Sl APLICABILIDADE FACILIDADE
Semelhanca (pOER s ES O =6 N° compostos N° etapas
Baixa 1 1>40 101 N&o consta
Intermédia 3 30> 2 <40 2>10
Elevada 5 3<30 3<10
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Tabela 2.2. Avaliacdo qualitativa de CDM de acordo com os critérios aplicabilidade, relacionado com o tipo de testes e espécie, e facilidade, referente ao ndmero de
compostos e etapas.

Referéncia
217,218

207

219

220

221

222

208,223

224,225

209

225,226

206

227-229

Ne° Citagoes ISI

77

10

42

42

114

APLICABILIDADE

Tipo Testes

Crescimento, biofilme, suscetibilidade antibiéticos, qPCR, PFGE e hibridizacdo (+5).

Cinética de crescimento, MIC, formacéo biofilme, analise de transcriptoma e proteoma
(+3).

Crescimento, desenvolvimento de meio e estudo de crescimento, atividade hemolitica
(+1).

Mutagénese de transposdes, formacéo biofilme, CLSM, detegdo PNAG (+3).
Crescimento em meio liquido/ sdlido e resisténcia meticilina (+1).

Crescimento, detecdo MRSA, Microscopia Eletrénica de Varrimento, determinacéo
componentes biofilme, MIC, manipulacdo DNA e RNA, proteoma (+1).

Crescimento, mutagénese, construcao plasmideos, gqRT-PCR, ensaios pigmento
carotenoide, avaliagdo biossintese fenilalanina, detecéo fluorescéncia, ensaio
sensibilidade per6xido de hidrogénio, sepsia e disseminacdo modelo murino (+1).

Anélise Microarray, RT-PCR semi-quantitativo, modelo de infecdo, analise histoldgica
(+3).

Crescimento, mutagénese, transporte radioativo, gPCR, infegdo sistémica (+3).
Manipulacdo DNA e plasmideos, construcéo vetor, monocultura e co-cultura,

isolamento RNA, biblioteca RNAseq, adesédo celular, imunofluorescéncia, microscopia
(+2).

Crescimento, MIC, MBC, biossintese de macromoléculas, citometria de fluxo,
microscopia eletrénica de transmissdo, citotoxicidade (+1).

Crescimento, Northern Blot, ensaios infecdo (+1).

* Estes artigos ndo estavam indexados

Espécie
S. epidermidis (+5)

S. aureus (+3)

S. aureus, S. epidermidis
(+5)

S. aureus, E. coli (+3)

S. aureus (+3)

S. aureus (+3)

S. aureus (+3)

S. aureus (+3)

S. aureus, E. coli (+3)

Staphylococcus spp.,
Corynebacterium spp., E.
coli (+3)

Staphylococcus spp.,
M. tuberculosis,
Streptococcus spp., E.
faecalis, P. aeruginosa,
E. coli, Candida spp. (+3)

S. aureus (+3)

FACILIDADE
Ne Ne
compostos  Etapas
34 (+2) 7 (+3)
32 (+2) 7 (+3)
Nao consta
28 (+3) (+1)
N&o consta
24 (+3) (+1)
39 (+2) 7 (+3)
32 (+2) 8 (+3)
34 (+2) 7 (+3)
68 (+1) 11 (+2)
N&o consta
34 (+2) (+1)
68 (+1) 11 (+2)
Na&o consta
44 (+1) (+1)
N&o consta
40 (+1) (+1)

Pontuacao

Total

©

(o]

(o]
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Tabela 2.3. Orcamento para os componentes do CDM com a maior classificacdo segundo os critérios
aplicabilidade e facilidade. De forma a obter o orgamento mais econdmico, ap6s uma comparacdo de pregos

entre diferentes empresas, foram selecionados os precos mais baixos, individualmente, para cada componente.

Referéncia e

Concentracéo - Volume . Preco
COMPOSTO Quantidade - Empresa  Quantidades
(mg/L) composto meio (L) ©)
NazHPO: - 2H20 10000 124990010 (1 kg) 100 Enzymatic 1 28,5
KH2PO4 3000 BP363-1 (1 kg) 333,3 Enzymatic 1 25,17
ﬁ‘c"f'o L 150 105041000 (100 g) 666,7  Enzymatic 1 12,73
spartico
L- Alanina 100 BP369-100 (100 g) 1000 Enzymatic 1 31,54
L- Arginina 100 A15738-14 (25 g) 250 Enzymatic 1 13,78
L-Cisteina 50 BP377-100 (100 g) 2000 Enzymatic 1 32,06
Glicina 100 036435-30 (250 g) 2500 Enzymatic 1 22,99
Acido L- 150 156212500 (250 g) 1666,7  Enzymatic 1 18,15
Glutadmico
L-Histidina 100 BP382-100 (100 g) 1000 Enzymatic 1 44,11
L-Isoleucina 150 BP384-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 38,72
L-Lisina 100 303341000 (100 g) 1000 Enzymatic 1 63,46
L-Leucina 150 BP385-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 24,18
L-Metionina 100 J61904-22 (100 g) 1000 Enzymatic 1 12,35
L-Fenilalanina 100 130310250 (25 g) 250 Enzymatic 1 31,25
L-Prolina 150 P5607-25G (25 g) 166,7 Sigma 1 52,6
L-Serina 100 A11179-14 (25 g) 250 Enzymatic 1 27,55
L-Treonina 150 BP394-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 29,18
L-Triptofano 100 T8941-25G (25 g) 250 Sigma 1 86,6
L-Tirosina 100 T8566-25G (25 @) 250 Sigma 1 47,3
L-Valina 150 BP397-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 28,57
Glucose 10000 A0883,1000 (1 kg) 100 Enzymatic 1 26,04
MgSO04 - 7H20 500 BP213-1 (1 kg) 2000 Enzymatic 1 18,65
Biotina 0,1 BP232-1 (1 g) 10000 Enzymatic 1 35,69
Acido Nicotinico 2 128291000 (100 g) 50000 Enzymatic 1 17,29
D'Parltglt;gato de 2 A16609-22 (100 g) 50000  Enzymatic 1 35,01
Piridoxal 4 352710010 (1 g) 250 Enzymatic 1 29,45
Dicloridrato de 4 436250010 (1 g) 250 Enzymatic 1 39,9
piridoxamina
Riboflavina 2 132350250 (25 g) 12500 Enzymatic 1 23,18
Cloridrato de 2 BP892-100 (100 g) 50000  Enzymatic 1 32,72
tiamina
Sulfato de adenina 20 201596,0025 (25 g) 1250 Frilabo 1 70,67
Cloridrato de 20 A11532-18 (50g) 25000  Enzymatic 1 95,95
guanina
CaClz - 6H20 10 389262500 (250 g) 25000 Enzymatic 1 10,55
MnSO4 5 A17615-22 (100 g) 20000 Enzymatic 1 15,87
(N H“)gii(go“)z ' 6 423721000 (100g) 166667  Enzymatic 1 19,47
TOTAL 41401
(sem iva)
TOTAL 4048
(com iva)
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Tabela 2.4. Orcamento para 0s componentes do CDM com a segunda maior classificacdo de acordo com os
critérios aplicabilidade e facilidade. De forma a obter o orgamento mais econémico, apds uma comparagdo de
precos entre diferentes empresas, foram selecionados os precos mais baixos, individualmente, para cada
componente.

Concentragéo Referéncia e Volu_me . Preco
COMPOSTO (mg/L) Quantidade composto n(1E|)o Empresa  Quantidades ©
Acido L-Aspartico 150 105041000 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 12,73
L- Alanina 100 BP369-100 (100 g) 10000  Enzymatic 1 31,54
L- Arginina 100 A15738-14 (25 g) 250 Enzymatic 1 13,78
L-Cisteina 50 BP377-100 (100 g) 2000 Enzymatic 1 32,06
Glicina 100 036435-30 (250 g) 2500 Enzymatic 1 22,99
Acido L-Glutamico 150 156212500 (250 g) 1666,7  Enzymatic 1 18,15
L-Histidina 100 BP382-100 (100 g) 1000 Enzymatic 1 44,11
L-Isoleucina 150 BP384-100 (100 g) 666,7  Enzymatic 1 38,72
L-Lisina 100 303341000 (100 g) 1000  Enzymatic 1 63,46
L-Leucina 150 BP385-100 (100 g) 666,7  Enzymatic 1 24,18
L-Metionina 100 J61904-22 (100 g) 1000 Enzymatic 1 12,35
L-Fenilalanina 100 130310250 (25 g) 250 Enzymatic 1 31,25
L-Prolina 150 P5607-25G (25 g) 166,7 Sigma 1 52,6
L-Serina 100 Al11179-14 (25 g) 250 Enzymatic 1 27,55
L-Treonina 150 BP394-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 29,18
L-Triptofano 100 T8941-25G (25 g) 250 Sigma 1 86,6
L-Tirosina 100 T8566-25G (25 g) 250 Sigma 1 473
L-Valina 150 BP397-100 (100 g) 666,7 Enzymatic 1 28,57
Glucose 10000 A0883,1000 (1 kg) 100 Enzymatic 1 26,04
MgS0s - 7H20 500 BP213-1 (1 kg) 2000  Enzymatic 1 18,65
Biotina 0,1 BP232-1 (1 g) 10000  Enzymatic 1 35,69
Acido Nicotinico 2 128291000 (100 g) 50000  Enzymatic 1 17,29
D'Pa’gglt;gato de 2 A16609-22 (100g) 50000  Enzymatic 1 35,91
Piridoxal 4 352710010 (1 g) 250 Enzymatic 1 29,45
Dicloridrato de 4 436250010 (1 g) 250  Enzymatic 1 39,9
piridoxamina
Riboflavina 2 132350250 (25 g) 12500  Enzymatic 1 23,18
Cloriarato de 2 BP892-100 (100g) 50000  Enzymatic 1 32,72
tiamina
Sulfato de adenina 20 201596,0025 (25 g) 1250 Frilabo 1 70,67
Cloridrato de 20 A11532-18 (509) 25000  Enzymatic 1 95,95
guanina
CaClz - 6H20 10 389262500 (250 g) 25000 Enzymatic 1 10,55
MnSQOg4 5 A17615-22 (100 g) 20000  Enzymatic 1 15,87
(N H“)gii(go“)z ' 6 423721000 (100g)  16666,7 Enzymatic 1 19,47
(;?nm'a‘) 1088,5
(IC?JQ';) 1338,8
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A obtencéo do or¢camento para cada CDM foi baseada numa comparacao de precos de
cada um dos compostos entre diferentes empresas, onde foram selecionadas, de forma
individual, as empresas com o preco mais baixo. Relativamente ao investimento inicial, tendo
sido constatada uma diferenca de preco de apenas 66 € para os 100 L estimados, entre os
orcamentos dos dois CDM analisados, foi escolhido o CDM com a pontuagdo mais alta,

prevalecendo o critério aplicabilidade devido a sua maior importancia em relagdo aos custos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Plasma humano

O plasma humano utilizado (Tebu-bio, Lisboa, Portugal) foi obtido através da
centrifugacdo de sangue colhido na presenca de um anticoagulante composto por &cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e potassio (K.EDTA) e pertencente apenas a um dador
saudavel. O processamento do sangue em plasma, através da centrifugacdo e congelamento
imediato, seguiu procedimentos aprovados pela agéncia federal de administracdo de alimentos
e medicamentos (FDA do inglés Food and Drug Administration; Marilandia, EUA) e pela
Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO do inglés International Organization for
Standardization; Genebra, Suica). Note-se também que foram aplicados testes para detetar o
virus hepatite B (HBsAg) e C (HCV), o virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1, HIV-2,
HIV-1Ag ou HIV 1- NAT), hepatopatias (ALT) e sifilis, por métodos aprovados pela FDA.

3.2 Bactéria e condicdes de crescimento

Uma colonia de Staphylococcus epidermidis da estirpe RP62A (ATCC® 35984™), foi
inoculada, a partir de uma placa de agar triptico de soja (TSA do inglés Tryptic Soy Agar),
em 2 mL de caldo triptico de soja (TSB, VWR, Alfragide, Portugal) num matraz de 10 mL e
este incubado durante a noite a 37 °C e com agitacdo a 120 rpm (ES-20 Shaker-Incubator,

BioSan, Riga, Letdnia). Todos os ensaios foram realizados a partir deste crescimento inicial.

3.3 Influéncia do plasma no crescimento plancténico de S. epidermidis

Os ensaios foram realizados em TSB de duas marcas distintas: VWR e Liofilchem
(Téramo, Italia), e num meio quimicamente definido (CDM), na auséncia e presenca de
diferentes concentracfes de plasma humano (5%, 10%, 20% e 40%). Para avaliar a influéncia
do plasma no crescimento planctonico de S. epidermidis, o pré-indculo (crescido como
descrito em 3.2), foi diluido de forma a obter uma suspensdo com uma densidade 6tica (DO)
de 0,100 + 0,05, a um comprimento de onda de 640 nm (DOeaonm), Num volume final de 3 mL

de cada meio. Apds 0, 6, 12 e 24 horas, o crescimento da bactéria foi avaliado atraves da
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medicdo da DOsaonm € por contagem de unidades formadoras de colonias (CFU do inglés
Colony-Forming Unit), apds a cultura em placas de TSA e incubagéo a 37 °C durante a noite.

3.4 Influéncia do plasma na formacéao de biofilme de S. epidermidis

3.4.1 Formacdo de biofilme

Para a quantificacdo da biomassa, os biofilmes foram formados em placas de 96 pocos
(Orange Scientific, Braine-I'Alleud, Bélgica). Resumidamente, a partir do pré-indculo
preparou-se uma suspensdo em TSB (VWR) com DOssonm= 0,250 + 0,05 correspondente a,
aproximadamente, 2 x 108 CFU/mL %°, Dois pL desta suspensdo foram inoculados em
200 pL de TSB (Liofilchem) ou CDM sem plasma humano ou suplementados com diferentes
concentracdes do mesmo (5%, 10% e 20%). Incubaram-se as placas durante 24 horas a 37 °C
com agitacdo a 120 rpm.

Para avaliar a influéncia do plasma na viabilidade, cultivabilidade e estrutura dos
biofilmes usaram-se placas de 8 pocos (Lab-Tek® Chamber Slides, Nunc, Sigma-Aldrich).
Novamente, a partir do pré-indculo preparou-se uma suspensdo com uma DOsgsym de
0,120+ 0,02 em TSB (VWR), correspondente a, aproximadamente, 2 x 10® CFU/mL.
Quatro pL desta suspensdo foram inoculados em 400 pL de CDM ou CDM suplementado
com diferentes concentracfes de plasma humano (5%, 10% e 20%). Incubaram-se as placas

durante 24 horas a 37 °C com agitacdo a 120 rpm.

3.4.2 Quantificacdo da biomassa

A biomassa dos biofilmes foi quantificada pelo método de violeta de cristal 2%, Apos a
formacdo dos biofilmes, retiraram-se os meios de cultura e lavaram-se os biofilmes, duas
vezes, com 0,2 mL de cloreto de sodio (NaCl, VWR, Bélgica) a 0,9% (p/v) de forma a
remover as células planctonicas. De seguida, procedeu-se a fixagdo com 0,2 mL de metanol a
99% (v/v) (Merck, Darmestadio, Alemanha) e, apds 15 minutos, os pogos foram esvaziados e
secos ao ar. Em seguida, cada poc¢o foi corado com 0,2 mL de violeta de cristal a 1% (v/v)
(Merck, Darmestadio, Alemanha), durante 5 minutos. O excesso de corante foi removido com
duas lavagens com agua da torneira. Depois das placas terem sido secas ao ar, 0 corante
ligado & biomassa foi solubilizado com 160 uL de &cido acético glacial a 33% (v/v) (Fisher,
Leicestershire, Reino Unido). A DO foi medida a 570 nm, tendo sido efetuadas dilui¢des de

forma a respeitar a linearidade do espectrofotometro.
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3.4.3 Quantificacdo do numero de células viaveis e cultivaveis

De forma a determinar a viabilidade e a cultivabilidade das células dos biofilmes, na
auséncia e na presenca de plasma, apos a remocdo do meio, procedeu-se a uma lavagem
cuidadosa dos biofilmes com 0,4 mL de NaCl a 0,9%. Em seguida, os biofilmes foram
suspendidos em 0,2 mL de tampéo fosfato salino (PBS do inglés Phosphate-Buffered Saline)
(Gibco, Thermo Fisher Scientific, Porto, Portugal) e sonicados durante 3 segundos a 40% de
amplitude (Cole-Parmer 750-Watt Ultrasonic Processor, Vernon Hills-1llinois, EUA), com o
intuito de reduzir os agregados bacterianos 22,

Para a quantificagdo do nuimero de bactérias viaveis por citometria de fluxo, apds
agitacdo em vortex, as células dos biofilmes formados em CDM na auséncia e presenca de 5%
de plasma foram previamente diluidas 10 vezes em PBS, néo tendo sido diluidas as que foram
formadas em CDM com 10% e 20% de plasma. De seguida, 20 pL destas suspensdes foram
incubados, durante 2 minutos, com 180 pL de PBS, contendo 20 pg/mL de iodeto de propidio
(Sigma-Aldrich, Missuri, EUA) e 1:80000 do corante de DNA SYBR Green safe (Molecular
Probes, Marilandia, EUA). A contagem das células foi efetuada utilizando um citometro de
fluxo EC800™ (Sony Biotech, California, EUA) *°. Cem pL de suspensdo ou 65.000
eventos foram analisados para cada uma das amostras a um fluxo de 10 pL/minuto. Os dados
adquiridos foram analisados através do software EC800™ verséo 1.3.6.

A fim de determinar o nimero de células cultivaveis dentro de cada biofilme, apds
agitacdo em vortex, realizaram-se diluicbes em série das suspensdes bacterianas em NaCl a
0,9% e procedeu-se a cultura em TSA. Em seguida, as placas foram incubadas a 37 °C

durante a noite.

3.4.4 Anélise da estrutura

Para a avaliacdo da arquitetura do biofilme foi utilizada a microscopia confocal de
varrimento laser (CLSM) tal como descrito anteriormente %°. De forma resumida, apds a
formacgédo de biofilmes e remocdo do meio, procedeu-se a uma lavagem da metade dos
biofilmes formados com NaCl a 0,9%, ndo tendo sido lavada a outra metade dos biofilmes.
De seguida, foram corados os polissacarideos com 100 puL de lectina de gérmen de trigo
(WGA do inglés Wheat Germ Agglutinin; Oregon Green 488, Life Technologies, Califérnia,
EUA) a 10 pg/mL, durante 15 minutos, e os acidos nucleicos com 100 puL de 4',6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI; Sigma-Aldrich, Missuri, EUA) a 100 pg/mL, durante 5 minutos.
Posteriormente, foi realizada uma lavagem com 100 pyL de &gua ultrapura para remover o

excesso de corante. As imagens dos biofilmes foram adquiridas num CLSM Olympus™
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FluoView FV1000 (Lisboa, Portugal). Por fim, observaram-se os biofilmes utilizando uma
objetiva de 40 vezes de imersdo em agua.

3.5 Suscetibilidade das células planctonicas a antibioticos

A suscetibilidade das células planctonicas a antibidticos foi testada utilizando os
seguintes antibioticos, na concentracdo sérica maxima: vancomicina (40 pg/mL, Sigma-
Aldrich), rifampicina (10 pg/mL, Sigma-Aldrich) e tetraciclina (16 pg/mL, Sigma-Aldrich).
Apdbs 6 horas de crescimento plancténico em CDM sem plasma ou suplementado com
diferentes concentragfes do mesmo (5%, 10% e 20%), tal como descrito em 3.2, procedeu-se
a adicdo dos antibioticos, depois de uma prévia sonicacdo das culturas plancténicas durante 6
segundos a 40% de amplitude (Modelo 1). Com o intuito de perceber o mecanismo pelo qual
o plasma interferia com o efeito dos antibioticos, alteracao da fisiologia da bactéria ou ligacdo
as moléculas de antibidtico, foi realizado um segundo teste, no qual ap6s as 6 horas de
crescimento planctonico na presenca de 10% de plasma foi introduzido um passo de
centrifugacdo a 7745 g (Eppendorf AG 5430R, Hamburgo, Alemanha), durante 10 minutos a
temperatura ambiente, de forma a remover o meio contendo plasma. Imediatamente a seguir,
as bactérias foram suspendidas em CDM fresco sem plasma humano e adicionaram-se 0s
antibidticos (Modelo 2). Em ambos os modelos, a cultivabilidade das bactérias foi analisada

antes e ap6s 3 horas da adicdo dos antibidticos por contagem de CFU.

3.6 Expressao de genes

Para avaliar a alteracdo da expressdo de genes associados a protecdo da bactéria contra
fatores imunitérios — icaA, dItA e sepA — e adesdo a proteinas humanas — srdG — procedeu-se
a extracdo de RNA total de culturas planctonicas na auséncia e presenca de plasma humano,
seguindo-se o tratamento com DNase para digerir o DNA gendmico, sintese da cadeia de
DNA complementar (cDNA) e realizacdo de PCR quantitativo (QPCR).

3.6.1 Extracdo de RNA

O protocolo para a extragdo de RNA total combinou um método de lise mecénica
(esferas de vidro) com uma membrana de isolamento de RNA do kit comercial Extractme
RNA bacteria & yeast (DNA-Gdansk, BLIRT S.A. Polonia) tal como otimizado

anteriormente 2%,
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Apos o crescimento planctonico em CDM suplementado com diferentes concentracées
de plasma humano, procedeu-se a recolha de 1 mL de cada amostra e centrifugagdo das
suspensdes bacterianas a 16000 g durante 7 minutos a 4 °C (1730R Scanspeed, Dinamarca).
Uma vez centrifugadas, descartaram-se 0s sobrenadantes e suspenderam-se o0s pellets
bacterianos em 600 pL de tampéo de lise RYBL. De seguida, cada suspensao foi transferida
para um tubo de 2 mL, com sistema safe lock, contendo 0,5 g de esferas de vidro (didmetro
150-212 pm) (Sigma-Aldrich, EUA) lavadas com &cido, e os tubos colocados no disruptor
celular FastPrep® (MP Biomedicals, BIOPORTUGAL, Portugal) a uma velocidade de 6.5 m/s
durante 35 segundos. Foram repetidos 4 ciclos, tendo-se colocado as amostras em gelo
durante 5 minutos entre cada ciclo. Depois, centrifugaram-se as amostras a 16000 g durante 3
minutos a 4 °C para remover restos celulares e esferas, transferiu-se o lisado para uma coluna
de limpeza e centrifugou-se a 12000 g durante 2 minutos a temperatura ambiente (Scanspeed
mini, Dinamarca). Posteriormente o fluxo de passagem foi transferido para um tubo isento de
RNases e adicionou-se igual volume de etanol a 70% (preparado em &gua isenta de RNases).
Seguidamente, transferiu-se a mistura para uma coluna de purificacdo de RNA e centrifugou-
se novamente a 12000 g durante 2 minutos a temperatura ambiente. Descartou-se o fluxo de
passagem e inseriu-se cada coluna num novo tubo de recolha. De forma a lavar as colunas,
adicionaram-se 650 pL de tampdo de lavagem RYBW1 e centrifugou-se a 12000 g durante 1
minuto a temperatura ambiente. Mais uma vez, eliminou-se o fluxo de passagem e reinseriu-
se cada coluna no mesmo tubo de recolha. Depois disso, adicionaram-se 650 pL de tampao de
lavagem RYBW?2 e centrifugou-se a 12000 g durante 1 minuto a temperatura ambiente.
Descartou-se o fluxo de passagem e reinseriram-se as colunas no tubo de recolha. Procedeu-se
a uma segunda lavagem com o tampéo de lavagem RYBW?2 (500 uL). Apds centrifugacédo
voltou a descartar-se o fluxo de passagem e, reutilizando o tubo de recolha, realizou-se mais
uma centrifugacdo a 12000 g durante 2 minutos para remover qualquer vestigio de etanol,
conhecido por influenciar as aplicacbes subsequentes. Depois, descartou-se o fluxo de
passagem e o tubo de recolha e transferiu-se, cuidadosamente, cada coluna para um novo tubo
de 1,5 mL isento de DNase/RNase. Por fim, de forma a efetuar a eluicio do RNA total
adicionaram-se 50 pL de &gua ultrapura isenta de nucleases para 0 centro da membrana,
tendo-se incubado durante 3 minutos, com posterior centrifugacdo durante 2 minutos a
12000 g. Os tubos contendo o RNA foram imediatamente colocados em gelo até se iniciar o

tratamento com DNase, que foi realizado de seguida.

3.6.2 Tratamento com DNase
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O DNA gendmico foi digerido com DNase | (Thermo Scientific, Porto, Portugal).
Resumidamente, adicionaram-se 5 pL de tampé&o de reacéo e 2 uL de DNase | a cada amostra
de RNA e incubaram-se a 37 °C durante 30 minutos. Em seguida, para inativar a enzima
DNase I, adicionou-se 5 pL de EDTA 25 mM a mistura e incubou-se a 65 °C durante 10
minutos. Apds este tratamento os tubos contendo o RNA foram armazenados a curto prazo a -
20 °C.

3.6.3 Quantificacdo de RNA e avaliacao da pureza e integridade

Apbs a digestdo do DNA gendémico com DNase |, determinou-se a concentracdo e a
pureza do RNA utilizando um espectrofotdmetro NanoDrop 1000™ (Thermo Scientific,
EUA). Antes de analisar o RNA, ligou-se o NanoDrop para permitir 0 aquecimento e
estabilizacdo da fonte de luz. Usaram-se as razGes de absorvancia Azso/A2so € Azeo/A230 COMO
indicadores de contaminacdo de proteinas e contaminacdo quimica (polissacarideos, fenol ou
sais caotrdpicos), respetivamente 2%, Para determinar a integridade do RNA, avaliou-se o
padrdo das bandas 23S e 16S num gel de agarose a 1% ndo desnaturante corado com Midori
Green (Nippon Genetics Europe GmbH, Alemanha). A eletroforese foi realizada a 80 V
durante, aproximadamente, 60 minutos. As imagens dos géis foram obtidas pelo software
Image Lab (BioRad).

3.6.4 Sintese de DNA complementar

O cDNA constitui a forma mais conveniente de se manipular a sequéncia de
codificacdo do RNA mensageiro (mRNA), isto porque o RNA é uma molécula facilmente
degradada por enzimas denominadas RNases. A partir do molde de mRNA, a enzima
transcriptase reversa sintetiza uma cadeia de DNA, constituindo 0 cDNA 3,

Para tal, num tubo de 0,2 mL isento de RNases foram misturadas 1000 ng de RNA
total com 1 pL de random primers (BIORON GmbH, Ludwigshafen-Reno, Alemanha) e agua
até perfazer um volume final de 10 pL. De seguida, procedeu-se ao aquecimento dos tubos a
65 °C durante 5 minutos com posterior arrefecimento em gelo pelo mesmo periodo de tempo,
constituindo uma etapa adequada para moldes de RNA ricos em guaninas e citosinas e para
moléculas de RNA com varias estruturas secundarias. Uma mix contendo 1 pL de agua, 2 pL
de tampdo, 1 pL de nucledtidos, 0,25 pL de inibidor de RNases, e 0,75 pL da enzima
transcriptase reversa RevertAid H minus (Thermo Scientific, Porto, Portugal) foi preparada.
As quantidades finais de cada componente foram determinadas tendo em consideracdo o

namero de amostras e a adicdo de mais uma ou duas amostras (uma no caso de serem 10
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amostras, no total, e duas no caso de serem 20 amostras) para salvaguardar o erro associado a
pipetagem dos volumes. Depois, num novo tubo de 0,2 mL foram adicionados 5 pL das
amostras de RNA previamente preparadas, contendo dgua e os random primers, e 5 pL da
master mix, procedendo-se a sua homogeneizacdo através de pipetagens consecutivas e
cuidadosas do volume total. Além disso, foi realizado um passo de centrifugacéo rapida para
garantir que toda a mistura se encontrava no fundo do tubo. Seguidamente, as amostras foram
colocadas num termociclador MJ Mini™ (Bio-Rad, Califérnia, EUA) e sujeitas ao seguinte
ciclo: 25 °C durante 5 minutos, 42 °C durante 60 minutos e, por fim, 10 minutos a 70 °C. Para
determinar o nivel de contaminacdo com DNA gendmico e a contaminacdo dos reagentes,
prepararam-se, respetivamente, reagdes de controlo sem a enzima transcriptase reversa e sem
amostra 2. Note-se, ainda, que o cDNA foi armazenado a -20 °C até ser usado na corrida de
PCR.

3.6.5 PCR quantitativo

A corrida de gPCR foi efetuada tal como otimizada previamente 22 com algumas
alteracdes. O cDNA foi diluido 400 vezes em agua e 2 pL distribuidos por placas de 96 pocos
especificas para gPCR (Thermo Scientific, Porto, Portugal). De seguida, 8 pL de uma mistura
contendo 5 pL de Xpert Fast SYBR (Grisp, Porto, Portugal), 0,5 pL de cada um dos primers
forward e reverse (tabela 3.1) (a uma concentracdo de 10 puM) e 2 pL de agua foram
adicionados ao cDNA. A corrida de gPCR foi efetuada num termociclador CFX96 (Bio-Rad,
Califérnia, EUA) com os seguintes parametros: 2 minutos a 95 °C, seguido por 40 repeticdes
de 5 segundos a 95 °C e 30 segundos a 60°C, uma vez que a hibridacdo dos primers e a
extensdo ocorrem num unico passo. A eficiéncia da reacdo foi determinada pelo método de
diluicdo a 60 °C (tabela 3.1).
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Tabela 3.1. Primers usados nos ensaios de gPCR

Eficiéncia da

Gene Alvo Sequéncia oligonucleotidica (5°>3’) reacao (%)

Tamanho (pb)

Fw GGG CTA CAC ACG TGC TAC AA
165 rRNA RV GTA CAA GAC CCG GGA ACG TA 93 176

Fw TGC ACT CAA TGA GGG AAT CA

ica RV TAA CTG CGC CTAATT TTG GAT T % 134

Fw TCT TAA GGC ATC TCC GCC TA
sepA Rv GTC TGG TGC GAA TGA TGT TG 89 196

ditA Fw ACA CAT ATG GAC CAACTG AAG CTA 94 150
Rv CCT CAATGACAAGTTCTCCTTCTT

sdrG Fw GGA CGA TTA CAC GAC GAT ACA GCA 98 140
Rv GAG GCA AGT CACCTT GTCCTT GA

e pb—pares de bases; Fw- forward; Rv - reverse

Note-se que foram consideradas as amostras de RNA sem contaminacdo significativa
de DNA gendmico, quando a diferenca do ciclo de quantificacdo (Cq) entre o sinal especifico
e 0 respetivo controlo sem transcriptase reversa foi superior a 10. Neste caso detetaram-se
diferencas de pelo menos 20 ciclos entre o sinal especifico e o controlo sem transcriptase
reversa. E importante salientar que ndo foram detetados dimeros de primers pela analise da
curva de fusdo. Por ultimo, a quantidade relativa de cada gene foi determinada através da
formula de Pfaffl 2%’. A quantificacdo relativa determina as alteracdes nos niveis de mRNA de
um gene em multiplas amostras e expressa-a em relacdo aos niveis de mRNA de um controlo
interno, denominado gene de referéncia, muitas vezes correspondente ao gene
housekeeping 27, como foi o caso deste estudo, onde foi usado como gene de referéncia o
16S rRNA. A razdo da expressdo relativa de cada gene foi calculada com base nas suas
eficiéncias de qPCR (E) e na diferenca do ponto de cruzamento (CP) (A) entre a amostra € o

controlo (ACP controlo - amostra) (equagéo 3.1).

(E ’ )ACP alvo (controlo—amostra)
alvo

- ACP controlo—amostra
( Ere f) ref ( )

Equacdo 3.1. Representa¢do da equagdo de Michael W. Pfaffl para a quantificagdo relativa da expressdo de um
gene.
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3.7 Analise estatistica

A significancia estatistica dos resultados experimentais foi determinada por aplicacéo
do teste t de Student, para a analise de dois grupos e um fator, e do teste One-away ANOVA,
para a analise de mais de dois grupos e um fator, usando a verséo 6.01 do programa GraphPad
Prism (California, EUA). Todos os testes foram realizados com um nivel de confianca de
95%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito do plasma comercial no crescimento planctonico de

S. epidermidis

Para a realizacdo desta tese, optou-se pela utilizacdo de plasma comercial, obtido a
partir de apenas um dador, para tentar reduzir a variabilidade inerente a utilizacdo de amostras
biolégicas humanas 2. Por outro lado, ao utilizarmos plasma de apenas um dador, podemos
ter enviesado os resultados, visto que em alguns dadores, o plasma, por si sO, apresenta
capacidade antimicrobiana ?%°, e pode induzir uma adaptacdo fisioldgica distinta '*°. No
entanto, como o objetivo principal desta tese era averiguar o efeito dos componentes do
hospedeiro, em particular do plasma humano, na fisiologia da bactéria, de forma a melhor
simular as condicbes in vivo, considerou-se esta limitacdo preferivel a alternativa de se
introduzir variabilidade bioldgica em cada novo ensaio efetuado.

De forma a caracterizar o potencial antimicrobiano do plasma comercial em uso neste
estudo, analisou-se o seu efeito no crescimento plancténico, adicionando-se diferentes
concentragfes de plasma ao meio de cultura TSB. Este estudo foi feito, inicialmente,
analisando o crescimento hora a hora, até 12 horas. No entanto, verificou-se a formacao de
aglomerados bacterianos, o que obrigou a sonicacdo das suspensdes bacterianas a cada tempo
de amostragem. Isto levantou problemas préticos, pelo que se optou por avaliar o crescimento
da bactéria em apenas 3 pontos: passado 6 horas - fase exponencial inicial -, apés 12 horas -
fase exponencial tardia - e 24 horas depois - fase estacionaria. Tal como podemos observar
através da medicdo da DOesonm € do numero de ceélulas cultiviveis, determinado pela
contagem de CFU, o crescimento plancténico de S. epidermidis foi inibido, aparentemente,
pela presenca de plasma humano no meio de cultura (figura 4.1). Esta reducdo da
cultivabilidade podera ter a ver com caracteristicas Unicas do dador em questdo, mas também

com o processo de recolha e processamento do plasma.
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Figura 4.1. Representacdo gréafica do crescimento planctdnico de S. epidermidis em TSB (T) e em TSB
suplementado com 5%, 10%, 20% e 40% de plasma humano. O gréfico Al representa a DOgsonm € 0 grafico A2
representa os valores de logaritmo de base 10 de CFU, ambos referentes aos tempos 0, 6, 12 e 24 horas. A
concentragdo inicial de células foi de 6 x 10® CFU/mL. Os valores correspondem a média e as barras de erro
representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianga de 95%. As diferencas estatisticamente
significativas encontram-se assinaladas por asteriscos (One-way ANOVA, p<0.05).

Apesar de ndo terem sido encontrados estudos semelhantes ao nosso em
S. epidermidis, recentemente, foi demonstrada a reducdo da cultivabilidade das células
libertadas dos biofilmes de S. epidermidis ap6s a exposicdo, durante 2 horas, a 100% de
plasma 2*°. No entanto, é importante referir que nesse estudo o efeito do plasma foi altamente
variavel entre diferentes dadores e estirpes de S. epidermidis, sendo que em 5 de 13 dadores,
verificou-se um consideravel efeito bactericida na presenca de 100% de plasma.
Provavelmente, o efeito do plasma pode ser explicado tendo em conta o efeito desempenhado
individualmente por cada um dos seus constituintes e a concentragdo de cada um deles. Isto
porque ¢ sabido que a concentracdo das proteinas que constituem o plasma pode variar com o
género, idade, estado de saude, entre outros fatores 2% resultando na variabilidade
caracteristica inerente a cada dador.

E necessario referir que, nos ensaios seguintes nio foram usadas concentracbes de
plasma superiores a 20%, tendo em conta o efeito inibitério apresentado pelo plasma

comercial usado, proveniente de um unico dador.

4.2 Otimizacao das condigdes de crescimento

A otimizacédo das condigOes de crescimento de um microrganismo constitui uma etapa
crucial para o seu estudo. Por essa razdo, procedemos & avaliagdo da influéncia da
concentracdo inicial de células no efeito do plasma, tendo em consideracdo que o seu efeito

pode variar consoante a proporcdo entre as proteinas do plasma e o nimero de bactérias
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presentes no meio, cuja relagdo é conhecida como multiplicidade de infegdo 24°. Para isso,
foram inoculadas trés concentracdes de células diferentes, nomeadamente, 1 x 107, 1 x 10% e
1 x 10° CFU/mL, e avaliado o crescimento planctonico em TSB com e sem plasma, através

da medicdo da DOesonm apos 6, 12 e 24 horas (figura 4.2).
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Figura 4.2. Representagdo grafica da influéncia da concentracdo de indculo inicial no crescimento plancténico
de S. epidermidis em TSB (T) e em TSB com 5% e 10% de plasma humano. Neste estudo foram analisados os
tempos 0, 6, 12 e 24 horas, por medicdo da DOssonm (Al, B1 e C1), tendo sido verificada a respetiva
cultivabilidade das células por contagem de CFU (A2, B2 e C2). Os valores correspondem a média e as barras de
erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca de 95%, estando as diferencas estatisticamente
significativas assinaladas por asteriscos (One-way ANOVA, p<0.05).

Como se pode observar, a concentracdo inicial de células influenciou o efeito do plasma
no crescimento plancténico de S. epidermidis. De facto, o efeito do plasma diminuiu na
presenca de concentragdes celulares iniciais elevadas (1 x 10° CFU/mL) (figura 4.2, C1 e C2).
Provavelmente, a taxa de inibigcdo do crescimento das bactérias era proporcional a quantidade

de plasma disponivel para cada bactéria no momento da exposi¢do. Por conseguinte, a
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capacidade de inibigdo do plasma pode ter requerido uma quantidade massiva de plasma e dos
seus componentes sollveis por célula, justificando a atenuacdo do efeito inibitorio do plasma
com o aumento da concentracdo celular. Dessa forma, optou-se por utilizar a concentracao
celular inicial intermédia 1 x 108 CFU/mL nos ensaios subsequentes, uma vez que um niimero
de células elevado diminuiu significativamente o efeito do plasma, por haver mais células por
cada proteina de plasma, ao passo que na presenca de uma concentracdo celular reduzida se
verificou um acentuado efeito do plasma e, consequentemente, uma elevada reducdo da

biomassa e nimero de CFU.

4.3 Variabilidade nos meios complexos e comparagdo com meios

guimicamente definidos

Diferentes meios de cultura tém vindo a ser usados para estudar o crescimento e a
formacédo de biofilmes de S. epidermidis, consistindo, maioritariamente, em meios complexos,
como 0 TSB 199241242 por essa razio, optou-se por utilizar, inicialmente, o meio complexo
TSB como meio de cultura.

Por coincidéncia, as primeiras experiéncias foram realizadas com TSB da empresa
VWR. Quando o0 meio terminou, passou-se a utilizar um TSB da empresa Liofilchem (LF),
que era o Unico disponivel no laboratério, a altura. Curiosamente, quando foi alterada a marca
do TSB foram obtidos resultados diferentes no crescimento plancténico de S. epidermidis em
diferentes concentracdes de plasma (figura 4.3). De facto, o efeito observavel do plasma no
crescimento bacteriano foi dependente do meio de cultura utilizado. Como descrito na
literatura, as condicGes de crescimento dos microrganismos em estudo influenciam os
resultados obtidos, como é o caso da composicdo do meio de cultura 24324, Efetivamente, é
sabido que existe uma variacdo de resultados experimentais inerente & composi¢cdo dos meios
complexos, como no caso do TSB, causada pela presenca de componentes quimicamente
indefinidos de origem natural, por exemplo, extratos de levedura, cuja composicao varia de
lote para lote 24>2%° Por esse motivo, passamos a usar um meio de cultura quimicamente
definido (CDM) especifico para os testes realizados neste estudo (tal como descrito no
capitulo 2), cuja composic¢ao quimica exata era conhecida, de forma a melhorar a consisténcia
dos resultados. Note-se que, o crescimento de S. epidermidis em CDM, suplementado com
diferentes concentragdes de plasma, apresentou uma tendéncia semelhante de inibicdo do

crescimento para concentracdes mais elevadas de plasma, embora de forma menos acentuada
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(figura 4.3). Dessa forma, 0s nossos resultados destacam a substancial influéncia dos meios

de cultura escolhidos, nos resultados obtidos.
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Figura 4.3. Representacdo gréafica do crescimento plancténico de S. epidermidis em diferentes formulages de
TSB (T) - VWR e Liofilchem (LF) - e CDM na auséncia e presenca de 5% e 10% de plasma humano. Neste
estudo foram analisados os tempos 0, 6, 12 e 24 horas, por medi¢cdo da DOgsonm (Al, B1 e C1), tendo sido
verificada a respetiva cultivabilidade das células por contagem de CFU (A2, B2 e C2). Os valores correspondem
a média e as barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca de 95%, estando as
diferencas estatisticamente significativas assinaladas por asteriscos (One-way ANOVA, p<0.05).

Pela mesma razdo, foi avaliada a capacidade de formacdo de biofilme de
S. epidermidis nas duas marcas de TSB testadas, bem como em CDM, utilizando as mesmas
percentagens de plasma (figura 4.4). Tal como esperado, 0s meios complexos fizeram variar a
capacidade de formacéo de biofilmes. Curiosamente, o efeito do plasma foi mais pronunciado
no meio TSB VWR. Comparando ambas as marcas de TSB, a formacdo de biofilme parece
ser favorecida pela utilizagdo de TSB LF. Em relagdo aos biofilmes formados em CDM,

verificou-se uma maior variabilidade na presenca de plasma, aparentemente relacionada com
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a formacéo de biofilmes pouco coesos, possivelmente devido a uma fraca interacdo entre as
células, tal como discutido na sec¢do seguinte. Embora nos trés meios de cultura usados a
capacidade méaxima de formacdo de biofilme tenha sido diminuida provavelmente pela
presenca de plasma no meio, é possivel destacar que no caso dos biofilmes formados em
CDM com plasma, essa diminuicdo foi, em média, menor do que a observada para ambas as

marcas de TSB.
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Figura 4.4. Representacao grafica da formacdo de biofilme de S. epidermidis em duas formulagdes de TSB (T) -
VWR e Liofilchem (LF) - e CDM, na auséncia e presenca de 5%, 10% e 20% de plasma humano, por
quantificacdo com violeta de cristal a uma DOszonm. A concentragdo inicial de células foi de 2 x 108 CFU/mL. Os
valores correspondem a média e as barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca
de 95%, estando as diferengas estatisticamente significativas assinaladas por asteriscos (Teste T, p <0.05).

4.4 Avaliacao da coesividade do biofilme crescido em plasma

No decorrer das experiéncias de formacgédo de biofilme, verificou-se que, na presenca de
plasma, a quantificacdo dos biofilmes estava a ser influenciada pelo processo de lavagem. O
processo de remogédo do meio de cultura do biofilme, embora realizado cuidadosamente, era
suficiente para promover um ligeiro destacamento dos biofilmes formados na presenca de
plasma, que se acentuava aquando o processo de lavagem com NaCl a 0,9%. De facto, é
sabido que o processo de lavagem envolve forcas electroestaticas suficientes para remover
células aderidas a superficies 26, Para tentar quantificar este fenomeno, avaliaram-se,
macroscopicamente, as diferencas da quantificacdo dos biofilmes crescidos com ou sem
plasma, antes e apds o processo de lavagem (figura 4.5). Como podemos ver, evitando o

processo de lavagem é possivel constatar visualmente que S. epidermidis apresentou a
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capacidade de formar biofilmes na presenca de diversas percentagens de plasma. N&o
obstante, ap6s a lavagem dos biofilmes a quantidade de biomassa diminuiu
significativamente. De facto, as diferencas observadas inerentes ao processo de lavagem
ressaltam a reduzida coesédo dos biofilmes de S. epidermidis formados em meio suplementado
com plasma. Com base nos valores de biomassa obtidos por violeta de cristal (figura 4.4) e no
que foi observado pela figura 4.5, verificou-se que a coesdo do biofilme era tanto menor

guanto maior a concentracdo de plasma.

Sem
lavagem

Com
lavagem

Figura 4.5. Biofilmes de S. epidermidis formados em placas de 8 pocos, em CDM na auséncia e presenga de
5%, 10% e 20% de plasma humano. Apds a remogdo do meio de cultura, os biofilmes da primeira fila ndo foram
lavados, tendo-se procedido a duas lavagens da segunda fila de biofilmes com NaCl a 0,9%. A concentracéo
inicial de células foi de 2 x 10® CFU/mL.

Note-se que a variabilidade observada nos nossos resultados (figura 4.4) pode residir
na variacdo da forca de lavagem dos biofilmes, que por constituir um processo manual pode
variar significativamente entre experiéncias, e ter um impacto consideravel na desagregacéao
dos biofilmes formados na presenca de plasma, caracteristicamente pouco c0esos €, por isso,

mais facilmente destacaveis.

4.5 Efeito do plasma na estrutura tridimensional do biofilme

No sentido de melhor caracterizar a influéncia do plasma nos biofilmes de
S. epidermidis, a sua estrutura foi analisada por CLSM. Apo6s a formacao de biofilmes na
auséncia e presenca de diferentes concentracdes de plasma humano, os acidos nucleicos das

células dos biofilmes foram corados com DAPI (cor azul) e os residuos de N-
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acetilglucosamina com WGA (cor vermelha), resultando na obten¢do de imagens com a

combinac¢do de ambas as cores (figura 4.6).

DAPI WGA-Vermelho Texas Combinacéo

Figura 4.6. Representacdo das imagens de CLSM das células dos biofilmes de S. epidermidis, crescidos em
CDM na auséncia de plasma, coradas com DAPI (cor azul), WGA - Vermelho Texas - (cor vermelha) e a
combinacdo de ambas.

As imagens obtidas por CLSM permitiram verificar que a superficie onde o biofilme
estava aderido, se encontrava completamente repleta de células (figura 4.7). Na verdade,
varios estudos ja evidenciaram o papel das proteinas do plasma na adesdo bacteriana. Por um
lado, foi descrito que a albumina, a fibronectina e o fibrinogénio inibiram a adesdo de
S. epidermidis 24"~24 por outro também ja foi reportado o efeito oposto destas proteinas nesta
espécie 2921, Nao obstante, com base nas imagens observadas foi possivel constatar que o
plasma nao afetou a adesdo das bactérias a superficie, reforcando a hipotese de o plasma
interferir com a ligacdo entre as células. De facto, a presenga de plasma no meio demonstrou
fragilizar a interacdo entre as células, levando a formacdo de biofilmes menos coesos.
Consequentemente, ocorreu o destacamento de parte dos biofilmes, conduzindo a uma
redu¢do da biomassa, apods o processo de lavagem. Sabendo que as bactérias dentro do
biofilme se encontram embebidas numa matriz extracelular, responsdvel por conferir a
estabilidade mecanica e manter a integridade estrutural do biofilme 3!, é plausivel considerar
que a presenca de plasma afetou a matriz extracelular do biofilme, desestabilizando as forgas
mecanicas coesivas que ligam os microrganismos entre si. Além disso, uma observagao mais
minuciosa das imagens permite perceber uma ligeira diminui¢do do sinal vermelho,
representativo da quantidade de PNAG, nos biofilmes formados na presenca de plasma.

Efetivamente, estes resultados demonstram que os biofilmes que costumamos ter nas

condi¢gdes normais laboratoriais (TSB suplementado com glucose) sdo diferentes dos que se
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desenvolvem na presenga de plasma humano e, presumivelmente, distintos dos que se

formam em condigdes in vivo.

A
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Figura 4.7. Imagens de CLSM referentes as células dos biofilmes de S. epidermidis formados em CDM sem
plasma humano e com diferentes concentragcdes do mesmo (5%, 10% e 20%). Os &cidos nucleicos foram corados
com DAPI (azul) e os residuos de N-acetilglucosamina com WGA (vermelho).

4.6 Efeito do plasma na inducédo de dorméncia

E sabido que os biofilmes apresentam uma fisiologia particular, sendo constituidos por
celulas em diferentes estados metabolicos incluindo, entre outras, um nimero consideravel de
bactérias dormentes, que lhes conferem a capacidade de causar infecdes recalcitrantes em
seres humanos . Recentemente, foi demonstrado que a exposicdo, durante 2 horas, a 100%
de plasma, de biofilmes de 24 horas de S. epidermidis, induziu um aumento na proporgéo de
células dormentes 1. Por essa razdo, decidimos averiguar a influéncia do plasma na inducéo
de dorméncia nas células dos biofilmes de S. epidermidis, através da comparacao do nimero
de CFU com o namero de células viaveis, numero o qual foi determinado por citometria de

fluxo.
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Ao contrério do demonstrado para S. epidermidis e como referido anteriormente, no
nosso estudo sO se utilizaram concentragfes de plasma até 20%. De acordo com 0S nossos
resultados, verificou-se uma reducdo tanto da cultivabilidade como do numero de células
viaveis na presenca de plasma (figura 4.8). Isto permite-nos concluir que, a 20% de
concentracdo, o plasma nédo induziu dorméncia nas células dos biofilmes, ao contrario do que

pode acontecer com 100% de plasma, como anteriormente reportado °°.
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Figura 4.8. Representagdo grafica da cultivabilidade, determinada por contagem de CFU, e viabilidade,
determinada por citometria de fluxo, das células de biofilmes de S. epidermidis formados em CDM na auséncia e
presenca de 5%, 10% e 20% de plasma humano. A concentracdo inicial de células foi de 2 x 10® CFU/mL. Os
valores correspondem a média e as barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca
de 95%, e as diferengas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas por asteriscos (Teste T, p
<0,05).

4.7 Efeito do plasma na morfologia celular

Ainda através da técnica de citometria de fluxo, foram avaliados os pardmetros
forward scatter e side scatter, correspondentes ao tamanho e complexidade das células dos
biofilmes de S. epidermidis, respetivamente 2°2, Tendo em conta os nossos resultados, a
presenca de plasma no meio induziu um aumento no tamanho e na complexidade das
bactérias de S. epidermidis (figura 4.9). Esta alteracdo na morfologia das células pode ter sido
resultado da opsonizagdo das bactérias pelas proteinas do plasma ou também de uma
adaptacdo das mesmas a um ambiente modificado, pela presenca de fatores do hospedeiro no
meio de crescimento. De facto, os nossos resultados sdo consistentes com um estudo que
descreveu que biofilmes de S. aureus crescidos em meios suplementados com plasma
revelaram mudangas significativas na morfologia celular das bactérias individuais do

biofilme, aparecendo como cocobacilos com uma parede celular mais espessa e
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heterogénea 1°’. Estas mudancas na morfologia celular destacam os multiplos efeitos que o
plasma pode exercer sobre as bactérias, enfatizando o impacto dos fatores do hospedeiro nos

modelos in vitro.
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Figura 4.9. Representacdo gréfica do tamanho (FS-forward scatter) e complexidade (SS-side scatter) das
células dos biofilmes de S. epidermidis, crescidas em CDM na auséncia e presenca de 5%, 10% e 20% de plasma
humano, avaliados por citometria de fluxo. Os valores correspondem a média e as barras de erro representam o
desvio padrdo, com um intervalo de confianca de 95%, e as diferencas estatisticamente significativas encontram-
se assinaladas por asteriscos (Teste T, p <0,05).

4.8 Efeito do plasma na suscetibilidade a antibioticos

Vaérios estudos tém reportado o problema da resisténcia de estafilococos coagulase-
negativos (CoNS) aos antibi6ticos com particular destaque para S. epidermidis 22, No sentido
de verificar a influéncia do plasma na suscetibilidade aos antibidticos, foi avaliada a
suscetibilidade de culturas planctonicas desta espécie a vancomicina, rifampicina e
tetraciclina, nas suas concentragdes séricas maximas °, na auséncia e presenca de diferentes
concentragdes de plasma.

Tendo sido anteriormente descrito que a eficacia dos antibioticos é influenciada pela
quantidade de bactérias 2°*, foi determinada a concentragdo 6tima de indculo inicial para a
realizacdo dos ensaios de suscetibilidade aos antibidticos. Dessa forma, foi avaliada a
suscetibilidade de células plancténicas de S. epidermidis a vancomicina utilizando-se trés
concentragdes de indculo diferentes: 1 x 107 CFU/mL, 1 x 108 CFU/mL e 1 x 10° CFU/mL.
Como se pode ver (figura 4.10), a vancomicina ndo apresentou qualquer efeito na presenca de

uma concentracdo de células muito elevada (1 x 108 CFU/mL e 1 x 10° CFU/mL).
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Efetivamente, 0s nossos resultados evidenciaram a influéncia da concentracdo inicial de

células no efeito dos antibidticos, convergindo com estudos anteriores 2%,
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Figura 4.10. Representacdo grafica da influéncia da concentracdo de indculo na suscetibilidade de células
plancténicas de S. epidermidis a vancomicina (VAN). Apds 6 horas de crescimento em CDM, foi adicionada a
vancomicina na concentragdo sérica e analisada a cultivabilidade das células por contagem de CFU apds 3 horas
da adi¢do do antibidtico. Os valores correspondem & média e as barras de erro representam o desvio padrdo, com
um intervalo de confianca de 95%, e as diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas com
asteriscos (Teste T, p <0.05).

Sabe-se ha algum tempo que a quantidade relativa de antibidticos necessaria para inibir o
crescimento de uma populagdo bacteriana aumenta com a densidade dessa populagdo 2°52%
Existem pelo menos dois motivos subjacentes a diminuicdo da eficacia do antibidtico pela
presenca de uma densidade celular elevada 24, O primeiro esta relacionado com a diminuicéo
da concentracdo efetiva de antibi6tico, ou seja, medicamente ativo livre no meio, devido a
presenca de enzimas desnaturantes de antibidticos ou pela ligacdo do antibiotico as estruturas
celulares de bactérias mortas, viaveis, aos seus componentes quimicos estruturais e detritos. A
taxa a que estes processos ocorrem seria proporcional & densidade de bactérias expostas 2°"28,
A segunda razéo baseia-se no principio de que a taxa de morte ou inibicao do crescimento das
bactérias pode ser proporcional a quantidade de antibidtico disponivel para cada bactéria no
momento da exposi¢do. Mais precisamente, a capacidade dos antibidticos de matar ou inibir o
crescimento de bactérias pode exigir um nimero massivo de moléculas de antibiético por
célula. Assim, dai em diante, passou a usar-se a concentracdo de inéculo que evidenciava o
efeito do antibiotico, correspondente a 1 x 10’ CFU/mL.

Dessa forma, procedeu-se a avaliagdo da suscetibilidade das culturas plancténicas de
S. epidermidis a antibioticos com diferentes mecanismos de acdo, nomeadamente,

vancomicina, rifampicina e tetraciclina. Além disso, a cultivabilidade das células foi medida
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apo6s 3 horas de exposicdo aos antibidticos e analisada a diferenca logaritmica entre as
culturas controlo, que ndo foram expostas aos antibidticos, e as culturas expostas aos
antibidticos (figura 4.11). Os nossos resultados revelaram que a presenca de plasma reduziu o
efeito da vancomicina e da tetraciclina e potenciou o efeito da rifampicina. Em relacdo a
vancomicina e tetraciclina, verificamos que o efeito do antibidtico era tanto menor quanto
maior a concentragdo de plasma. Na verdade, a reduzida suscetibilidade desta espécie a
vancomicina foi observada anteriormente em S. aureus para 0 modo de crescimento em
biofilme na presenca de 10% de plasma humano, tendo sido relacionada com uma elevada
concentracdo de células, com o aumento do nimero de células persistentes e com o aumento
da espessura da parede celular **7. Quanto ao efeito da rifampicina, a sua intensificacdo
ocorreu apenas para as concentracdes de 5% e 10% de plasma. Como vimos, na auséncia de
plasma a tetraciclina revelou ser o antibiético mais potente contra S. epidermidis. N&o
obstante, bastou a adicdo de uma pequena percentagem de plasma (5%) ao meio para se

verificar uma acentuada reducédo do efeito deste antibiotico, tornando-se 0 menos eficaz.
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Figura 4.11. Representacdo grafica da reducdo média da cultivabilidade das células plancténicas de
S. epidermidis apds 3 horas de exposi¢do aos antibidticos vancomicina (VAN), rifampicina (RIF) e tetraciclina
(TET). O eixo Y indica a diferenca de logioCFU/mL entre a estirpe sem os antibi6ticos (controlos) e a estirpe
tratada com os antibi6ticos. Ap0s 6 horas de crescimento em CDM na auséncia e presenca de 5%, 10% e 20% de
plasma humano, foram adicionados os antibi6ticos na concentracdo sérica e analisada a cultivabilidade das
células por CFU. As barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca de 95%, e as
diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas por asteriscos (Teste T, p <0,05).

As alteracOes observadas no efeito dos antibioticos causadas pela presenca de plasma,
suscitaram a necessidade de perceber o0 mecanismo pelo qual o plasma interferia com o efeito

dos antibi6ticos. Até ao momento é sabido que o plasma pode ligar-se as moléculas de
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antibiotico 2°, limitando a sua disponibilidade, ou alterar a fisiologia das bactérias 1°’. Nesse
sentido foi efetuado um segundo ensaio que incluiu a remocéo do plasma do meio, ap6s um
periodo de adaptacédo das bactérias ao plasma, com posterior suspensdo das bactérias em meio
fresco sem plasma, seguida da exposicdo aos antibidticos (figura 4.12). O que verificamos foi
que a suscetibilidade de S. epidermidis a vancomicina e rifampicina manteve-se semelhante
em ambos 0s modelos, com excecdo da tetraciclina. De facto, quando removemos o plasma
do meio observou-se um aumento acentuado da suscetibilidade desta espécie a tetraciclina.
Isto sugere que quando o plasma estava presente no meio, se ligou as moléculas de
tetraciclina, diminuindo a sua disponibilidade e, por conseguinte, interferindo com a sua
eficacia. Efetivamente, ja foi descrito que a ligagdo das proteinas do plasma reduz a eficicia
de certos antibidticos in vitro 2°°. Por outro lado, este efeito da presenca ou auséncia do
plasma ndo se verificou com vancomicina ou rifampicina. Isto poderd indicar que o
crescimento na presenca do plasma alterou a fisiologia das bactérias de forma a que elas
apresentem uma suscetibilidade distinta aos antibioticos.
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Figura 4.12. Representacdo grafica da reducdo média da cultivabilidade das células plancténicas de
S. epidermidis ap6s 3 horas de exposi¢do aos antibioticos vancomicina (VAN), rifampicina (RIF) e tetraciclina
(TET) em 2 modelos diferentes (1 e 2). O eixo Y indica a diferenca de logi0CFU/mL entre a estirpe sem 0s
antibiodticos (controlos) e a estirpe tratada com os antibiéticos. No modelo 1, ap6s 6 horas de crescimento em
CDM na auséncia e presenca de 10% de plasma humano, foram adicionados os antibiéticos na concentragéo
sérica e analisada a cultivabilidade das células por contagem de CFU. No modelo 2, apés as 6 horas de
crescimento em 10% de plasma, procedeu-se a remocao do plasma do meio, suspensdo em meio fresco sem
plasma e posterior adi¢do dos antibidticos. As barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de
confianca de 95%, e as diferencas estatisticamente significativas encontram-se assinaladas por asteriscos (Teste
T, p <0,05).

Uma possibilidade prende-se com o facto de que, apesar de se ter removido o plasma do meio,

as proteinas do plasma provavelmente continuaram aderidas a superficie das bactérias,
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opsonizando-as. Pelo facto dos fatores sollveis do plasma, incluindo as proteinas do
complemento e imunoglobulinas, estarem ligados a membranas plasmaticas, para além de as
fragilizarem, acabaram também por ficar menos disponiveis para se ligarem aos antibioticos,

estabelecendo-se um sinergismo que conduziu a amplificacdo do efeito dos antibidticos.

4.9 Efeito do plasma na alteracdo da expressao de genes

Recentemente, foi demonstrado o papel central do plasma humano na regulagdo da
transcricio de genes que codificam os principais fatores de viruléncia de S. epidermidis '*°.
Com base nesse facto, procedemos ao estudo da influéncia do plasma na alteragdo da
expressdo de genes associados a protecdo da bactéria contra fatores imunitarios,
nomeadamente icad ®¢'%°, dit4 *° e sepA '3, e adesdo a proteinas humanas, neste caso o
srdG %', em culturas planctonicas, através da técnica qPCR. E de referir que todos os
procedimentos de extracdo de RNA resultaram em niveis aceitdveis de contaminagdo proteica
(A260/A280> 1,8) e que a integridade do RNA total foi avaliada através da visualizagdo do
padrao de bandas do RNA ribossomal 23S/16S. Como se pode ver na figura 4.13, o RNA
extraido estava intacto, uma vez que nao foi detetado smear, indicativo da degradag¢do do

RNA.

CDM C5% C10% C20%

Figura 4.13. Representacdo da integridade do RNA, extraido de culturas planctonicas de S. epidermidis
crescidas em CDM e em CDM com 5%, 10% e 20% de plasma humano, avaliada por visualizacdo de um gel de
1% de agarose ndo desnaturante, corado com Midori Green (Nippon Genetics Europe GmbH, Alemanha).

De acordo com os nossos resultados, verificou-se uma tendéncia de redugdo da

expressao dos genes na presenca de plasma humano, embora nao tenha sido estatisticamente
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significativa (figura 4.14). Estes resultados sdo diferentes do que foi reportado num estudo
recente que demonstrou um aumento da expressdo dos genes icad e sepA, apds a incubagao
de biofilmes de S. epidermidis com 100% de plasma, sendo importante destacar que a

expressio do gene sepA apresentou uma grande variabilidade, dependente do dador '°.
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Figura 4.14. Expressao relativa dos genes icaA, dItA, sepA e sdrG de culturas plancténicas de S. epidermidis,
crescidas em CDM na auséncia e presenga de 5%, 10% e 20% de plasma humano. Os valores correspondem a
média e as barras de erro representam o desvio padrdo, com um intervalo de confianca de 95%. N&o foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas (One-way ANOVA).

O gene sepA codifica uma protease envolvida na evasdo imunitaria da bactéria, através
da degradacdo de péptidos antimicrobianos produzidos pelo hospedeiro !**. Em relagdo ao
gene dltA, sabe-se que estd associado a alteragdo da carga da bactéria, tornando-a mais

.. 1. r . . . b. 260 D f
positiva, consequentemente, repelindo os péptidos antimicrobianos “*°. Da mesma forma,
envolvido na evasdo da bactéria ao sistema imunitario do hospedeiro, o icad confere protecao
contra as imunoglobulinas G, proteinas do sistema complemento, fagocitose e péptidos
antimicrobianos ¥, Nesse sentido, como mecanismo de defesa, seria de esperar que a

transcricdo destes genes aumentasse na presenca de plasma. E importante destacar que a

o

tendéncia de reducdo da expressdo do gene icad verificada na presenga de plasma
consistente com a aparente diminui¢do da quantidade de PNAG, observada pelas imagens de
CLSM, nos biofilmes formados com plasma (ver figura 4.7). Sabendo que a PNAG funciona
como uma adesina intercelular polissacaridica, permitindo a conexdo entre as células, a
diminui¢do da sua quantidade podera ser um dos motivos subjacentes a reducao da coesdo dos
biofilmes formados em CDM com plasma. Pela sua importancia no estabelecimento da
infecdo, a SdrG, uma proteina de ligagdo ao fibrinogénio 2%?, tem sido o MSCRAMM mais

intensamente estudado de S. epidermidis. Foi reportado que a expressao de sdrG aumenta em
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condigdes in vivo '*°. Por essa razdo, na presenca das proteinas do plasma, em particular, o
fibrinogénio, seria de esperar um aumento na expressdo de sdrG. A tendéncia observada
sugere que talvez fosse necessario aumentar a concentracao de plasma para se verificar um
aumento da expressdo destes genes. No entanto, como discutido anteriormente, devido ao
efeito antimicrobiano do plasma comercial utilizado, ndo foi possivel aumentar a
concentragdo de plasma neste estudo. Em contrapartida, a divergéncia de resultados pode
estar também relacionada com as diferentes condi¢des experimentais: no nosso estudo foram
usadas células planctonicas que cresceram na presenca de plasma, enquanto que no estudo
anterior se expds um biofilme pré-formado a 100% plasma, durante apenas 2 horas. Por outro
lado, também foi demonstrado num outro estudo que a exposicdo das bactérias de
S. epidermidis a 10% de plasma resultou num aumento significativo da expressdo de
MSCRAMMs 7 enaltecendo a hipotese relacionada com a variabilidade proveniente do

dador do plasma em relagdo a percentagem de plasma usada.

53



54



5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

S. epidermidis ¢ um dos agentes mais comuns em infecOes relacionadas com
dispositivos médicos, estando associado com o aumento da morbidade dos pacientes e a uma
enorme carga financeira para o sistema nacional de saude. Por essa razdo, os fatores de
viruléncia de S. epidermidis tém sido amplamente estudados nos Gltimos anos. No entanto, a
maioria dos estudos foi realizada in vitro, utilizando meios ricos artificiais, cuja composi¢édo
ndo reflete as condigdes in vivo, e na auséncia de fatores do hospedeiro, reduzindo a sua
significancia clinica. Nesse sentido, o principal objetivo desta dissertacdo foi avaliar a
influéncia do plasma humano na viruléncia de S. epidermidis, introduzindo os fatores do
hospedeiro no modelo in vitro de forma a aproximé-lo das condig¢des in vivo, aumentando,
consequentemente, a relevancia clinica dos resultados obtidos.

Devido ao efeito inibitorio que o nosso plasma comercial mono-dador apresentou, este
estudo esteve limitado a andlise de uma concentracdo maxima de 20% de plasma. Mesmo
assim, 20% de plasma foi o suficiente para alterar drasticamente o efeito da tolerancia a certos
antibidticos, reduzindo o efeito da vancomicina e tetraciclina e potenciando o efeito da
rifampicina. E de salientar que, aparentemente, o plasma se ligou as moléculas de tetraciclina,
diminuindo a sua disponibilidade e, consequentemente, interferindo com a sua eficécia.

Curiosamente, diferentes resultados foram obtidos em meios de cultura de diferentes
marcas, salientando a importancia da escolha do meio de cultura mais adequado para o estudo
em questdo. Além disso, a coesdo dos biofilmes de S. epidermidis foi afetada pela presenca de
plasma, que mostrou interferir com a interagdo entre as células. Neste estudo foi também
demonstrado um aumento do tamanho e complexidade das células dos biofilmes na presenca
de plasma, muito provavelmente devido & opsonizacdo das bactérias com as proteinas do
plasma ou talvez pela adaptacdo morfolGgica das bactérias, estimulada pela presenca de
fatores do hospedeiro no meio. Por Gltimo, foi verificada uma tendéncia de diminuigdo da
expressdao dos genes icaA, dItA e sepA, associados a protecdo da bactéria contra fatores
imunitarios, bem como do gene srdG, envolvido na adesdo a proteinas humanas, na presenca
de plasma.

Em suma, os nossos resultados salientam a importancia de se utilizar plasma humano
nas experiéncias laboratoriais, enfatizando a relevancia da introducdo dos fatores do
hospedeiro nos modelos in vitro, de forma a melhor simular as condigdes in vivo.

Evidentemente, uma das limitagcGes do nosso estudo residiu no facto de ter sido usado

plasma proveniente de um Unico dador, ndo tendo em consideracdo a variabilidade
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caracteristica inerente a cada dador. Por conseguinte, futuramente seria plausivel a repeticdo
dos ensaios usando plasma de diferentes dadores, numa gama de concentragdes mais alargada,
bem como a utilizacdo de proteinas do plasma numa concentracdo conhecida, de forma a
reduzir a variabilidade dos resultados. Adicionalmente, seria interessante intensificar os
estudos sobre a interacdo dos componentes do plasma humano nos biofilmes de
S. epidermidis, por constituirem a maioria das causas de infecGes hospitalares. Para isso, no
sentido de retratar melhor o ambiente das infe¢bes bacterianas seria importante usar plasma
de pacientes infetados, tendo em consideracdo que as experiéncias deste estudo foram
realizadas com plasma de um dador saudével. Por Gltimo, outras estirpes de S. epidermidis
deveriam ser testadas, tendo em conta a conhecida variabilidade entre diferentes estirpes.
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