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palavras-chave

resumo

InfecBes do Trato Urinério Associadas a Cateteres, Biofilme,
Hibridacao Fluorescente in-situ, Acido Nucleico Bloqueado, RNA-
2’0O-metil.

As infecdes do trato urinario associadas a cateteres (CAUTI) sdo o
principal tipo de infecdes adquiridas em hospital. Estas infecdes
resultam, na sua maioria, de biofilmes que se formam na superficie dos
cateteres, no entanto pouco é conhecido sobre a dindmica dos
biofilmes e sobre as interacBes entre as diferentes espécies presentes.

O objetivo deste trabalho foi estudar a interacdo entre as espécies
Escherichia coli e Achromobacter xylosoxidans utilizando hibridacao
fluorescente in situ (FISH) para discriminar entre as duas espécie em
biofilmes mistos, comparando a dindmica populacional em biofilmes
simples e mistos e 0 comportamento em dois materiais usados no
fabrico de cateteres urinarios: silicone e poli (6xido de etileno).

Através de contagens de células cultivaveis em biofilmes simples e
mistos verificou-se que A. xylosoxidans néo afetou significativamente
0 crescimento de E. coli, no entanto esta Ultima prejudicou o
crescimento de A. xylosoxidans durante as primeiras 24h, favorecendo-
0 a partir das 48h.

Neste trabalho foi realizada uma primeira abordagem ao estudo de
biofilmes associados a CAUTI utilizando sondas de LNA e 2°’0OMe em
protocolos de FISH, tendo-se verificado a existéncia de interagdes
entre espécies patogénicas e nao patogénicas que podem alterar o
crescimento destas. Provou-se que o metodo de FISH pode ser usado
para estudar a distribuicdo populacional em biofilmes mistos e que as
sondas de LNA e 2’OMe podem ser usadas nestes biofilmes pois

permitem a discriminacao das espécies presentes.
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abstract

Catheter Associated Urinary Tract Infections, Biofilm, Fluorescence
in situ Hybridization, Locked Nucleic Acid, 2° O-methyl RNA

Catheter associated urinary tract infections (CAUTI) are the main
kind of hospital acquired infections. These infections arise mostly of
biofilms formed on the catheter’s surface, however little is known
about biofilm’s dynamics and the interactions between the different
species in the biofilm.

The purpose of this work was to study the interaction between the
species Escherichia coli and Achromobacter xylosoxidans, applying
fluorescence in situ hybridization (FISH) for discriminating between
the two species in mixed biofilms, comparing simple and mixed
biofilm population dynamic and the behavior in two materials used in
urinary catheter: silicon and poly (ethylene oxide).

Through cultivable cells counting in simple and mixed biofilms it
was found that A. xylosoxidans did not affect the growth of E. coli,
however E. coli impairs A. xylosoxidans growth during the first 24
hours, and helps it after 48 hours.

In this work a first approach to the study of mixed biofilms
associated with CAUTI using LNA and 2’0OMe probes in FISH
protocols was made and it was verified the existence of interactions
between pathogenic and non-pathogenic species that can change their
growth. It was proved that the FISH method can be used to study the
population distribution in mixed biofilms and that the LNA and 2°’OMe
probes can be used in these biofilms as they allow the discrimination

between the present species.
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1. Introducéo

Cerca de 25-40% de todas as infe¢des nosocomiais, ou seja, infecGes adquiridas apos
admissdo num hospital, correspondem a infe¢cBes do trato urinario (urinary tract
infections - UTI) [1], encontrando-se cerca de 80% das UTI associadas a utilizacao de
cateteres urinarios (catheter associated urinary tract infections - CAUTI) [2]. Apesar da
baixa mortalidade associada as CAUTI [3], estas infe¢Bes aumentam significativamente
0s custos de tratamento, contribuindo também para a disseminacdo de bactérias
multirresistentes [4].

O agente patogénico mais comummente isolado destas infecdes é a bactéria E. coli
[4]. Os microrganismos presentes nas CAUTI crescem maioritariamente em biofilmes,
tanto dentro como fora do cateter, onde as comunidades microbianas, compostas tanto de
espécies patogénicas, como E. coli, e espécies ndo-patogénicas, como A. xylosoxidans,
encontram-se depositadas numa superficie e inseridas numa matriz polimérica
extracelular. Esta matriz aumenta a resisténcia da comunidade a antibioticos e protege-a
de dessecacgéo, oxidantes, radiacdo e outros agentes adversos [5].

De forma a desenvolver tratamentos mais eficazes e procedimentos que permitam
diminuir a incidéncia de CAUTI, € necessario compreender as interagdes na comunidade
microbiana e a dindmica populacional dos biofilmes, utilizando técnicas capazes de
distinguir entre as diferentes espécies presentes como a hibridacdo fluorescente in situ
(fluorescence in situ hybridization - FISH). Esta técnica baseia-se no emparelhamento de
sondas de DNA ou RNA marcadas com fluor6foros com um alvo especifico na célula,
tipicamente rRNA [6]. Estas sondas apresentam diversos problemas como a degradacéo
por endonucleases assim como a sua baixa afinidade e especificidade [7]. Para ultrapassar
estas questdes foram desenvolvidos diversos analogos de acidos nucleicos, entre 0s quais
o0 acido nucleico bloqueado (locked nucleic acid - LNA) e 0 RNA-2’O-metil (2° O-methyl
RNA - 2°OMe). No LNA existe uma ponte de metileno entre o oxigénio 2’ e o carbono 4’
do anel de ribose, o que aumenta a especificidade e afinidade das sondas de LNA,
diminuindo também a sua suscetibilidade a nucleases. O 2°’0OMe apresenta um grupo
metilo no oxigénio 2’°, o que também confere uma maior afinidade das sondas para o
RNA, ndo se verificando esse efeito para 0 DNA, e aumentando também a resisténcia das
sondas a acdo das endonucleases [8]. Uma vez que estes dois analogos apresentam o
mesmo esqueleto fosfodiéster, é possivel sintetizar sondas contendo simultaneamente
LNA e 2°OMe.



Este trabalho tem como objetivo estudar a interacdo entre E. coli e A. xylosoxidans em
biofilmes mistos, de forma a clarificar o papel dos microrganismos ndo patogénicos em
CAUTI. Pretende-se verificar se a espécie ndo patogénica A. xylosoxidans altera o
crescimento da E. coli. Para isso serdo formados biofilmes simples e mistos em meio de
urina sintética em condicGes estaticas, de forma a entender o tipo de interagcdes que
ocorrem entre as duas espéecies. Sera também comparada a formacao e desenvolvimento
dos biofilmes em dois materiais de fabrico dos cateteres urinarios: silicone e poli (6xido
de etileno) (poly (ethylene oxide) - PEO), utilizando-se estes materiais nas culturas, de
forma aos biofilmes se formarem na sua superficie. A intervalos de tempo definidos os
biofilmes serdo analisados através da quantificacdo de células cultivaveis e recorrendo a
FISH utilizando sondas de LNA e de 2°’0OMe. Pretende-se, através de FISH, quantificar

as duas espécies assim como analisar a sua distribuicdo nos biofilmes.



2. Revisdo Bibliografica

2.1. Infecdes Nosocomiais
Uma infe¢do nosocomial pode ser definida como: “Uma infe¢do adquirida num
hospital por um paciente que tenha sido admitido por uma razao que nao essa infecao”[9].
Na Europa, cerca de 6,1% dos pacientes internados desenvolvem infecdes nosocomiais,
sendo a prevaléncia em Portugal de 10,6% [10], afetando diversos locais do corpo

humano, como se pode ver na Figura 1.
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Figura 1 - Locais mais comuns de infecGes nosocomiais [11]

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, as infe¢c6es nosocomiais sdo responsaveis
por um aumento de 7 mil milhdes de euros nos custos anuais dos servigos de salde na
Europa, principalmente devido ao aumento do tempo de internamento que ascende aos
16 milhdes de dias extras, e um aumento de 6,5 mil milhGes de dolares nos EUA. Estas
infecdes aumentam também as taxas de mortalidade sendo responsaveis por 37000 mortes
anuais na Europa e 99000 nos EUA [12].

2.1.1. Infe¢des do Trato Urinario
A infecdo nosocomial mais comum € a infecdo do trato urinario (urinary tract infection
— UTI), representando cerca de 25-40% de todas as infe¢cbes nosocomiais [1]. Nos
hospitais, as infecOes encontram-se frequentemente associadas a utilizagcdo de
dispositivos invasivos, como ventiladores e cateteres [13], encontrando-se cerca de 80%

das UTI associadas a utilizacdo de cateteres urinarios (cateter associated urinary tract



infection — CAUTI) [2]. Os cateteres urinarios sdo usados quando o paciente nao consegue
controlar o fluxo de urina, seja por incontinéncia ou retencdo da urina pés-operacéo [14],
estimando-se que 10-25% dos pacientes internados sejam cateterizados durante a sua
estadia no hospital [4]. Apesar das CAUTI néo resultarem num excesso de mortalidade
[3], aumentam os casos de bacterémia (presenca de bactérias no sangue), o tempo de
internamento e o0s custos de tratamento [4], contribuindo também para a distribuicdo de
bactérias multirresistentes.

Cerca de 25% dos pacientes sujeitos a algaliacdo de curta duracao (<7 dias) apresentam
CAUTI, aumentando 5%, diariamente, o risco de contracdo. Assim, a probabilidade de
adquirir CAUTI em algaliacOes de longa duracdo (>30 dias) é praticamente de 100% [15].

As CAUTI podem causar febre, uretrite e cistite ou ter consequéncias mais graves
como pielonefrite, formacdo de calculos e bacteriuria (presenca de bactérias na urina), e
caso ndo sejam tratadas podem causar choque sético e até morte [16], no entanto a maioria
das CAUTI é assintomatica [17]. Assim, sdo normalmente diagnosticadas apenas quando
se realiza uma analise a urina, considerando-se a ocorréncia de infecdo quando séo
detetadas >10° cfu/ml urina em pacientes ndo algaliados e >10° cfu/ml urina em amostras
por cateterismo [18]. Em algaliacGes de curta duracdo, o uropatogénico bacteriano mais
comum ¢ a bactéria E.coli, presente em cerca de 39% das infe¢des [4]. Outras bactérias
comuns em CAUTI sdo Pseudomonas aeruginosa (22%), Enterococcus spp. (15%),
Acinetobacter acinus (11%), Klebsiella spp. (11%), e Proteus spp. (11%) [19]. Algumas
espécies de leveduras também foram identificadas, sendo responsaveis por 3-32% dos
casos de CAUTI [4]. Candida albicans é a levedura mais comum mas C. glabrata, C.
tropicalis entre outras, também ocorrem [17]. Enquanto nas algaliagdes de curta duracéo,
a bacteridria deve-se maioritariamente a uma Unica espécie, nas algaliacdes de longa

duracdo cerca de 95% das bacteriurias sao poli-microbianas.

2.1.1.1. Rotas de infecdo em CAUTI
O mecanismo que leva a CAUTI ainda esta envolto em discussdo, no entanto existem
algumas hipdteses para o mesmo, indicadas na Figura 2: no momento da algaliacéo,
microrganismos presentes na uretra sdo transportados para a bexiga pelo cateter;
crescimento de microrganismos na camada mucosa entre a uretra e o cateter, até atingirem
a bexiga; crescimento de microrganismos no saco coletor, migrando depois pelo lumen
do cateter até a bexiga[20] e refluxo de urina contaminada do coletor para a bexiga quando

0s cateteres ndo sdo manuseados de forma correta ou existem aberturas no sistema. [17].
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Figura 2 - Rotas de entrada de uropatogénicos ao trato urinario cateterizado [21]

Os dois ultimos mecanismos dependem de uma contaminacao da urina por parte de
trabalhadores do servico de saude durante o manuseamento dos cateteres, sendo a
ascensdo dos microrganismos pelo Iimen do cateter mais importante no caso de
organismos gram-negativos uma vez que na sua maioria proliferam na &gua (water-
borne) [22].

Segundo um estudo de 1999 de Tambyah et al., cerca de dois ter¢os das infecdes
verificadas deveram-se a organismos que ascenderam a bexiga pelo exterior do cateter,
uma vez que foram detetados primeiro em amostras do cateter e sé depois em amostras
do saco coletor [22]. No entanto, um estudo mais recente realizado por Barford et al.
aponta para a contaminacao durante a insercdo do cateter como 0 mecanismo de infecédo
[23]. Neste estudo, verificou-se a presenca de bactérias na ponta do cateter apenas um dia
apos algaliacdo, sendo a distribuicdo de CFU homogénea no exterior do cateter nos
primeiros 5 dias, 0 que é consistente com uma distribuicdo homogénea das bactérias
comensais da regido periuretral ao longo da uretra. O fluxo de urina transporta algumas
bacterias para o limen do cateter onde estas aderem, explicando porque é que em estudos
anteriores [22] se detetaram bactérias primeiro no limen do cateter e s6 depois no saco

coletor.

2.2. Cateteres de Foley
O cateter urinario mais usado atualmente é o cateter de Foley [24], representado na

Figura 3.
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Figura 3 - Cateter de Foley de latex [25]

Desenvolvido por. Frederick B. Foley na década de 30, era fabricado em latex [26], e
consistia num cateter que era mantido em posicao gracas a um baldo inflamado na bexiga.
Nos modelos iniciais, os cateteres eram ligados a tubos coletores que conduziam a urina
para um balde colocado ao lado da cama, sendo por isso designados por sistema de cateter
aberto. Na década de 60, sacos coletores foram adicionados, permitindo manter a urina
isolada do ambiente ndo esteéril [14], baixando a incidéncia de infecdo bacteriana de 97%
para cerca de 8-15% [27]. Apesar do design ter mudado pouco desde essa altura, o cateter

de Foley sofreu varias mudancas de material.

2.2.1. Materiais de fabrico dos cateteres de Foley

Como jéa referido, os primeiros cateteres de Foley eram fabricados em latex por ser um
material barato, facilmente processado e moldado [25]. A dificuldade em reproduzir as
propriedades desejaveis do latex fizeram com que, apesar dos problemas com a
biocompatibilidade, uma vez que pode causar alergias, este material continue a ser um
dos materiais de fabrico mais usados nos cateteres [28]. Uma alternativa ao latex é o
silicone, que apresenta uma grande biocompatibilidade, o que reduz a toxicidade e
reagOes alérgicas. Possui também caracteristicas fisicas desejaveis para o fabrico de
cateteres. Por ser mais rigido que o latex, permite fabricar cateteres com uma parede mais
fina, reduzindo o diametro externo. No entanto esta maior rigidez pode levar a um maior
desconforto, havendo pacientes que preferem os de latex, apesar do maior diametro [25].
Uma outra desvantagem do uso de silicone é a rapida deflacdo do bal&o dos cateteres, que
pode resultar numa saida prematura [24]. Estudos avaliando a capacidade de cateteres de

silicone a adesdo bacteriana produziram resultados contraditorios, uns concluiram que os



cateteres de silicone sdo 0s mais resistentes [29], enquanto outros consideram nao existir

diferenca entre cateteres de silicone e de latex [30].

2.2.2. Revestimentos de cateteres
De forma a tentar impedir o desenvolvimento de CAUT], foram criados diversos tipos
de revestimentos que podem ser aplicados aos cateteres independentemente do seu
material de fabrico. Estes revestimentos podem ser constituidos por substancias com
propriedades antibacterianas, ou com materiais capazes de libertar de forma controlada e

continua tais substancias, como antibidticos.

2.2.2.1. Revestimentos com substancias antibacterianas

Cateteres revestidos com EVA (poly (ethylene-co-vinyl acetate)) e com EVA/ PEO
(poly (ethylene oxide)) impregnadas com gentamicina libertaram de uma forma continua,
durante 7 dias, este antibidtico, mantendo durante esse tempo a sua atividade
antibacteriana [31]. Como a gentamicina se liberta rapidamente da superficie do cateter
devido a sua natureza hidrofilica, a mesma matriz foi impregnada com norfloxacina.
Devido a sua natureza hidrofdébica, ocorreu a libertacdo deste antibiotico durante 30 dias.
No entanto, a sua atividade antibacteriana apenas se verificou por 10 dias [32]. Um estudo
com cateteres impregnados com o antibi6tico nitrofurazona mostrou a sua eficicia na
reducdo da incidéncia de CAUTI mas apenas em algaliaces compreendidas entre 5 e 7
dias [33]. Apesar dos resultados positivos na diminuicdo da incidéncia de CAUTI, a
libertacdo continuada de antibiGticos acarreta grandes riscos de selecdo de estirpes
resistentes a0 manter uma pressao seletiva no ambiente dos cateteres. Como tal, a
incorporacdo de outras substancias antimicrobianas que nao antibiéticos também foi
estudada.

A prata é reconhecida pelas suas propriedades antisséticas. Varios estudos testaram a
sua capacidade de diminuir a incidéncia de CAUTI, no entanto os resultados obtidos séo
contraditérios, havendo estudos que afirmam um efeito positivo, enquanto outros nao
verificaram diferencas [30, 34, 35]. Ao comparar revestimentos com oOxido de prata e
revestimentos com liga de prata, estes Gltimos aparentam ter uma maior eficacia no
adiamento das CAUTI, presumivelmente devido a sua capacidade de permanecer no
cateter por mais tempo [25]. Apesar das contradi¢cBGes e do risco de argiria, o fato das
propriedades antibacterianas dos i0es de prata serem conhecidos faz com que a sua

incorporagdo em cateteres continue a ser estudada.



2.2.2.2. Revestimentos poliméricos

Além dos revestimentos com substancias antimicrobianas, os cateteres também tém
sido fabricados com varios tipos de revestimentos polimeéricos, sendo 0s mais comuns o
politetrafluoretileno (PTFE), hidrogéis e silicone, aplicando-se este ultimo a cateteres de
latex. Os hidrogéis sdo polimeros capazes de absorver uma grande quantidade de agua
[36]. Apesar desta absor¢do ndo alterar a forma do hidrogel, forma-se um filme fino de
agua na superficie de contacto, melhorando a lubrificacdo e a suavidade da superficie, e
diminuindo as dificuldades da insercdo do cateter [37]. Quando estes revestimentos séo
aplicados a cateteres de latex, devido a diferenca nos modulos elasticos destes dois
materiais, 0s hidrogéis sdo propensos a rachar, podendo causar ferimentos ao paciente e
originando locais para a adesdo bacteriana [38]. Estudos relativos a eficacia destes
revestimentos sdo contraditdrios, tanto isoladamente como em conjugacdo com outras
alteracOes ja referidas como revestimento com liga de prata [25, 39, 40].

Um dos materiais com uma maior biocompatibilidade que se conhece é o PTFE, que
tem sido aplicado como revestimento dos cateteres de forma a minimizar o desconforto
do paciente gracas a sua baixa friccdo e propriedades auto-lubrificantes [41]. Apesar de
estudos iniciais concluirem que devido aos revestimentos com PTFE serem lisos, a
incidéncia de incrustacdo diminuia [24], estudos mais recentes contrariam estes
resultados, demonstrando que apesar de serem mais lisos que outros revestimentos, 0
PTFE apresenta uma superficie irregular, como se mostra na Figura 4, ndo havendo

provas que o revestimento com PTFE seja menos suscetivel que um cateter de latex [39].

Figura 4 - Imagem de SEM da superficie exterior de um cateter revestido por PTFE [21]



Apesar de algumas das solucgdes indicadas serem aparentemente bem-sucedidas em
diminuir a incidéncia de CAUTI em algaliacOes de curto prazo, a longo prazo os
problemas mantém-se [42]. Alguns resultados obtidos com diferentes tipos de

revestimentos estdo sumarizados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sumario de estudos de cateteres urinarios revestidos com substancias
antimicrobinas (adaptado de [4]).

Impacto antimicrobiano dos

Tipo de cateter Grupo de Controlo
cateteres
Revestido com liga de
prata e impregnado com PTFE né&o revestido Sem diferencas nas CAUTI

nitrofural
Impregnado com
nitrofurazona
Revestido por liga de
prata
Silicone revestido por
hidrogel e impregnado

Silicone ndo revestido  Taxas mais baixas de bacterilria

Néao revestido Taxas mais baixas de bacteridria

Silicone revestido por Sem diferencas nas taxas de

hidrogel bacteridria
em prata
Liga de pra_ta, revestido Latex ndo revestido  Taxas mais baixas de bacteridria
por hidrogel

Taxas mais baixas de bacteriuria
Silicone ndo revestido em pacientes com cateteres
durante 5-7 dias

Revestido por
nitrofurazona

Impregnado em
nitrofurazona
Liga de prata e revestido

Silicone ndo revestido  Taxas mais baixas de bacterilria

NEo revestido Sem diferencas nas taxas de

por hidrogel bacteriuria

Impregna;lr(;tzm liga de Léatex ndo revestido Taxas mais baixas de UTI
Revestido com prata Né&o revestido Taxas mais baixas de bacteriuria
Liga de prata e revestido « . Sem diferencas nas taxas de
) Né&o revestido L

por hidrogel bacteriuria
Liga de prata e revestido Latex ndo revestido ~ Taxas mais baixas de bacteriuria

por hidrogel

Taxas mais baixas de bacteridria

Revestimento de prata Silicone ndo revestido  ('vs silicone); Sem diferencas

e latex n&o revestido nas taxas de bacteridria ( vs
latex)
Taxas mais baixas de bacteriuria
. . Na&o revestido e com ('vs ndo revestido); Sem
Liga de prata e revestido . >

or hidrogel revestimento de di erencas nas taxas de

P hidrogel bacteridria (vs revestido por

hidrogel)

Revestimento de liga de

prata Latex ndo revestido Taxas mais baixas de bacteridria




A existéncia de diversos tipos de cateteres demonstra que nenhum dos desenvolvidos
até ao momento seja melhor em prevenir a incidéncia de CAUTI e os problemas

associados.

2.3. Biofilmes

Na maioria dos ambientes naturais, a principal forma em gque 0s microrganismos se
encontram é através da associagdo com uma superficie numa estrutura designada biofilme
[43]. Os microrganismos passam do crescimento planctonico para biofilme em resposta
a condicOes adversas do meio, envolvendo varias vias de sinalizagdo que resultam na
alteracdo da expressao genética das células, o que leva a uma alteracdo das moléculas da
superficie, 0 modo como os nutrientes sdo utilizados e expressao de fatores de viruléncia
[44]. No biofilme, as bactérias encontram-se rodeadas pela matriz [45], que constitui
cerca de 90% do peso seco do biofilme [45].

2.3.1. Matriz extracelular dos biofilmes

A matriz € constituida por substancias extracelulares maioritariamente produzidas
pelas proprias bactérias, consistindo em diversos polimeros como proteinas, fibras
adesivas e DNA extracelular (eDNA). No seu conjunto estas estruturas designam-se por
substancias poliméricas extracelulares (extracellular polymeric substances — EPS), e
funcionam como suporte para a estrutura do biofilme [44, 46, 47].

As EPS mantém as células bastante proximas, permitindo interacdes intensas, como
comunicacéo intercelular e troca de DNA, promovendo a difusdo de resisténcia a drogas
e outros fatores de viruléncia [45, 48], protegendo simultaneamente as células de
dessecacdo, oxidantes, radiacao, predacdo, antibioticos, defesas do hospedeiro e de outros
agentes adversos [5].

As enzimas extracelulares séo retidas na matriz devido as suas interagdes com 0s
polissacarideos [49], gerando um sistema digestivo externo, que degrada os biopolimeros
em produtos que podem ser absorvidos e usados como fonte de carbono e de energia.
Algumas enzimas sdo capazes de degradar EPS estruturais, promovendo a libertacdo de
bactérias do biofilme. Na matriz ficam também retidos os componentes de células lisadas,
incluindo eDNA, permitindo a sua utilizagdo como fonte de nutrientes e promovendo a
transferéncia horizontal de genes [45]. O eDNA esta presente na matriz como um

componente integral e benéfico da mesma, como demonstrado em biofilmes de S.
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epidermidis nos quais 0 eDNA resultante da autolise de uma subpopulagédo da bactéria,
promove a formacdo do biofilme para a restante populacdo [50]. As EPS também podem
servir como fontes de nutrientes, em momentos de maior escassez, no entanto a sua
grande diversidade torna dificil a sua total degradagdo. As proteinas ndo enzimaticas na
matriz estdo envolvidas na formacéo e estabilizacdo da rede de polissacarideos e sdo o
ponto de ligacdo entre a superficie celular e as EPS. As principais fun¢Bes dos
componentes das EPS apresentam-se na Tabela 2.

Tabela 2- Funcgdes dos componentes das EPS nos biofilmes bacterianos [45].

Funcao Relevancia para os biofilmes Componentes das EPS
envolvidos
Adesao Permite 0s primeiros passos na Polissacarideos, DNA e
colonizagdo de superficies abioticas e moléculas anfipaticas
bioticas por células planctonicas e a
ligagéo a longo prazo de biofilmes inteiro a
superficies
Agregacdo de Permite a formacéo de pontes entre Polissacarideos e DNA
células células, a imobilizacdo temporaria de

bacterianas

populagdes bacterianas, o desenvolvimento
de grandes densidades celulares e
reconhecimento célula-célula

Coesao dos
biofilmes

Forma uma rede polimérica hidratada,
mediando a estabilidade mecanica dos
biofilmes, e através da estrutura dos EPS
determina a arquitetura do biofilme e
permite comunicacao célula-célula

Polissacarideos neutros
e carregados, proteinas
e DNA

Retencdo de

Mantem um microambiente hidratado em

Polissacarideos

agua redor dos organismos do biofilme, hidrofilicos e
protegendo-os da dessecagéo. possivelmente,
proteinas
Barreira Confere resisténcia a defesa especifica e Polissacarideos e
Protetora ndo especifica do hospedeiro e confere proteinas
toleréncia a diversos agentes microbianos.
Protege a nitrogenase de cianobactérias de
efeitos do oxigénio e protege de
protozoarios
Sorcdo de Permite a acumulagdo de nutrientes do Polissacarideos
compostos ambiente e sor¢éo de xenobioticos hidrofobicos carregados
organicos e proteinas
Sorcdo de Promove a formacéo de geis de Polissacarideos
i0es polissacarideos, troca de ides, formagdo de  carregados e proteinas
inorgdnicos  minerais e a acumulagéo de ides metalicos
toxicos
Atividade Permite a digestdo de macromoléculas Proteinas
enzimatica exogenas para adquirir nutrientes e
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degradacdo de EPS estruturais, permitindo
a libertacdo de células dos biofilmes

Fonte de Fornece uma fonte de carbono, azoto, e Potencialmente todos 0s

Nutrientes compostos contendo fésforo para componentes da EPS
utilizacdo da comunidade do biofilme

Troca de Facilita a troca horizontal de genes entre DNA

informacao células do biofilme

genética

Recetor ou Permite atividade redox no biofilme Proteinas e

dador possivelmente

eletronico substancias humicas

Exportagéo Liberta material celular como resultado do  Vesiculas membranares

de turnover metabolico contendo acidos

componentes nucleicos,

celulares lipopolissacarideos e

fosfolipidosipidos

Reservatério

Armazena carbonos em excesso em racios

Polissacarideos

de energia carbono:azoto ndo equilibrados

excessiva

Ligacéo a Resulta na acumulagéo, retencéo e Polissacarideos e
proteinas estabilizacdo das enzimas através da sua enzimas

interagdo com polissacarideos

A composicao dos EPS varia muito, dependendo das espécies presentes, assim como

das condicOes a que estdo sujeitas, o que dificulta a sua andlise [51]. A arquitetura do

biofilme depende das espécies presentes, como se pode ver na Figura 5, assim como dos

exopolissacarideos e proteinas produzidas, e também condicBes hidrodindmicas,

concentracdo de nutrientes, mobilidade celular e comunicacdo extracelular [45]. Apesar

da complexa composicdo dos EPS, a 4gua é o principal constituinte da matriz, fornecendo

um ambiente altamente hidratado que seca mais lentamente que o0 meio, protegendo as

celulas de flutuagGes no potencial hidrico [45].
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Figura 5 - Imagens de SEM de biofilmes formados em cateteres urinérios. (A-C)
Biofilmes de Acinetobacter baumannii (Ampliagc6es originais: A, 1000x; B, 3000x; C,
10000x) (D e E) Biofilmes mistos de Pseudomonas aeruginosa e A. baumannii.
(Ampliacdo original 3000x). (F) Biofilmes mistos de mistos de P. aeruginosa, A.
baumannii e Klebsiella ornithinolytica. (Ampliacdo original 3000x). [15]

-~ - -a
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2.3.2. Formagcao e desenvolvimento de biofilmes em CAUTI

As bactérias associadas com CAUTI crescem em biofilmes aderidos a superficie do
cateter [52]. Num primeiro instante, ocorre o condicionamento da superficie do cateter.
Este processo consiste na deposicdo de polissacarideos, minerais e proteinas da urina do
hospedeiro, como a glicoproteina de Tamm-Horsfall, que facilitam a adeséo das bactérias
[53]. Esta adesdo também ocorre no exterior do cateter, devido a intera¢cbes com
superficies urogenitais do hospedeiro.

As estirpes de E. coli uropatogénicas (uropathogenic E. coli - UPEC) sdo os
organismos mais frequentemente isolados em CAUTI. Estas podem ser classificadas em
quatro grupos filogenéticos: A, B1, B2 e D, pertencendo aos grupos B2 e D as principais
estirpes causadoras de CAUTI [54].

Para iniciar a formacdo de biofilmes, as UPEC tém que se ligar a superficie dos
cateteres e do urotélio. A fimbria tipo 1 é o fator de viruléncia mais comum nas UPEC,
expresso em pelo menos 80% das estirpes. E constituida pelas subunidades FimA, FimF,
FimG e pela adesina FimH [55] e encontra-se associada a CAUTI recorrentes, uma vez

que se encontra sobrexpressa na maioria das estirpes neste tipo de infecdo, face a estirpes
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presentes em infecGes pontuais, sendo considerada fundamental para a interacdo das
UPEC com as células do urotélio durante a colonizacdo da bexiga [56]. Esta interacdo é
feita através da FimH, uma adesina que reconhece e se liga a uroplaquina la e uroplaquina
Ib em células uroteliais [57], reconhecendo também colageénio tipo | e IV, fibronectina e
laminina [58]. Através da FimH, a fimbria tipo 1 é capaz de reconhecer e ligar-se a
glicoproteina de Tamm-Horsfall, que se deposita durante o acondicionamento do cateter,
estando por isso associada as interagdes iniciais com a superficie do cateter.

As fimbrias P sdo o segundo fator de viruléncia mais comum em UPEC e permitem a
ligacdo as células epiteliais do rim, o que, juntamente com a sua presenca em cerca de
80% das estirpes associadas a pielonefrite, apontam para a sua importancia na viruléncia
associada com pielonefrite [59]. As UPEC podem expressar outras adesinas como pili S
[60], pili F1C [61], fimbria F9 [62] e adesinas Dr, estando estas Ultimas associadas a uma
sobrevivéncia prolongada nas células epiteliais humanas [53].

Depois do biofilme estar estabelecido, as UPEC precisam de se adaptar ao ambiente
do trato urinario e adquirir nutrientes gragas a enzimas, toxinas como o CNF1, toxina
autotransportadora secretada (secreted autotransporter toxin — Sat) e hemolisina, e
sistemas de aquisicdo de nutrientes. Segundo um estudo, cerca de 37% dos isolados de
UTI produziam CNF1 e Sat, enquanto menos de 1% dos isolados fecais produziam pelo
menos um dos dois, revelando a viruléncia destes fatores [63]. A hemolisina provoca a
lise das células do tubulo contorcido proximal do rim humano, libertando o ferro das
células que depois é armazenado pela bactéria [64]. Os sistemas de aquisicdo de ferro,
como recetores de sider6foros, sdo importantes fatores de viruléncia uma vez que este
nutriente é limitante na urina [65].

Os flagelos das UPEC auxiliam a sua mobilidade, sendo importante para a ascensao
do patogénico do cateter para a bexiga e dai para o ureter e rins. Apesar de ndo ser
indispensavel para a viruléncia nas UTI, a sua presenca aumenta significativamente a
persisténcia deste tipo de infecdo [66]. Sdo varios os fatores, além do flagelo, que
auxiliam a formacdo de biofilmes pela UPEC como curlis, antigénio 43 e moléculas da
matriz como celulose e &cido colanico [53]. Um estudo recente concluiu que os materiais
dos cateteres, como silicone e silicone-latex, selecionam e promovem o crescimento das
UPEC mais virulentas, enquanto as estirpes responsaveis por bacterémias assintomaticas
formam melhor biofilmes em poliestireno e vidro [67].

Apos a maturagdo do biofilme, o estabelecimento de UTI ocorre através da invasdo

das células do hospedeiro, gracas a adesinas e toxinas como fimbrias tipo 1, adesinas Dr
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e CNF1 [68-70]. A fimbria tipo 1 liga-se a recetores manosilados nas células superficiais
do urotélio [71], provocando arranjos localizados da actina, o que leva a internalizacéo
da célula por fagocitose [72]. Apesar de poderem ser expelidas por sistemas de defesa da
célula do hospedeiro, algumas bactérias conseguem permanecer na célula e migrar até ao
citoplasma onde se replicam em estruturas designadas comunidades microbianas
intracelulares (intracellular bacterial communities — IBC). Durante as primeiras 6 horas,
as bactérias reproduzem-se rapidamente, resultando em pequenos grupos de bactérias
fracamente associadas (IBC inicial). Depois, entre as 6 e 8 horas, a taxa de crescimento
diminui drasticamente, duplicando o tempo de duplicacdo. Nesta fase, as bactérias
encontram-se fortemente compactadas, formando uma esfera dentro da célula com uma
estrutura semelhante aos biofilmes classicos [73] (IBC maduros). Numa bexiga podem
existir de 3 a 700 IBC clonais com cerca de 10° células, cada um [74]. As fibras da
superficie bacteriana encerram as bactérias em compartimentos individualizados,
enquanto os polissacarideos formam cépsulas em torno das células ao longo de todo o
processo de formacdo de IBC, protegendo-as dos neutréfilos [75, 76]. Conforme a IBC
aumenta, comeca a pressionar contra a membrana da célula, levando a que bactérias na
periferia da IBC se desprendam e sejam libertadas para o limen da bexiga e recomecem
ociclo [77]. Apesar da falta de estudos que revelem a formagéo de IBC em seres humanos,
UPEC retiradas de pacientes com UTI formaram IBC em seis estirpes diferentes de ratos,
mostrando que este pode ser um fendmeno importante em seres humanos [78].

Estes biofilmes dificultam o diagnostico de CAUTI uma vez que no exame
citobacteriol6gico a urina apenas serdo detetadas as bactérias no estado planctonico.
Assim, apesar de no exame realizado o numero de bactérias detetadas estar abaixo do
limite considerado (102 cfu/ml urina), a infecdo pode ja se encontrar num estado avangado

devido a elevada quantidade de microrganismos presentes nos biofilmes [15].
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2.3.3. Biofilmes cristalinos

A urina humana pode ter até 500 mM de ureia, e alguns uropatogénicos produtores de
urease conseguem utiliza-la como fonte de azoto [79]. A hidrdlise da ureia liberta amonia
e ibes carbonato, o que alcaliza o0 ambiente, provocando a precipitacdo de i0es
polivalentes que ficam aprisionados na matriz do biofilme, formando biofilmes cristalinos
[80]. Os principais depdsitos cristalinos que se formam sdo de estruvita e de uma forma
de apatita. Estes biofilmes podem encontrar-se na superficie exterior do cateter, causando
traumas a bexiga e uretra. Durante a retirada do cateter, fragmentos do biofilme podem
permanecer na bexiga levando a formacéo de pedras. No caso dos biofilmes no limen do
cateter, o seu crescimento pode bloguear completamente o fluxo de urina, como no
exemplo da Figura 6, causando refluxo de urina contaminada, o que pode resultar em
choque séptico [81]. Cerca de metade das algaliaces de longa duracdo sofrem

incrustacdes devido a formacao de biofilmes cristalinos [82].

" 200398

Figura 6 - Imagens de SEM que mostram a extensao da encrustacéo no olho de drenagem
(@) e no lumen do cateter (b). O cateter ficou bloqueado ap6s 30 horas no modelo de
bexiga infetada com P. mirabilis. [83]
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Varios organismos produzem ureases, como K. pneumoniae, M. morganii, espécies de
Proteus e de Providencia [81], no entanto a espécie mais frequentemente isolada dos
biofilmes cristalinos é a P. mirabilis, cuja urease € capaz de hidrolisar ureia algumas vezes
mais rapidamente que as de outras espécies [84]. Esta potente urease, juntamente com a
sua frequente presenca em biofilmes cristalinos, indicam que podera ser a principal
responsavel pela formacdo destes biofilmes. A P.mirabilis ndo é, normalmente, um
colonizador primério, estando praticamente ausente em pacientes com algaliacdes de
curta duracdo [85], no entanto encontra-se em cerca de 40% dos isolados obtidos de
pacientes com algaliac6es de longa duracéo [86]. Esta bactéria faz parte da flora intestinal
normal dos humanos, e ao contrario do que acontece com a E.coli, na qual as estirpes
causadoras de CAUTI apresentam diversos fatores ausentes nas estirpes comensais de E.
coli, analises genéticas revelam que as estirpes comensais e as estirpes presentes nos
biofilmes cristalinos isolados do mesmo paciente sdo iguais [87]. Este facto revela que a
maioria dos pacientes sujeitos a algaliacdo de longa duracao e que sofrem de incrustacoes
no cateter provavelmente adquiriram infegdes com P. mirabilis proveniente da sua
prépria flora intestinal.

Apesar dos cateteres de silicone apresentarem superficies mais lisas que os de latex,
ainda apresentam irregularidades, principalmente em torno dos orificios, o que facilita a
adesdo das bactérias [88], ndo havendo neste momento nenhuma técnica eficaz para
impedir a formacdo de biofilmes cristalinos [89]. O tempo que os cateteres demoram a
bloquear varia imenso, podendo variar de 2 a 98 dias [90]. Isto pode ser explicado pelo
conceito de pH de nucleacdo da urina (pHn), que corresponde ao pH ao qual a urina turva
devido a saida de solugdo de microcristais de apatita e estruvita, tornando-se a urina turva
com a subida do pH. A incrustacdo do cateter ocorre quando o pH da urina é superior ao
pHNn [91]. Este é o principal fator para prever a taxa de incrustagdo em pacientes
algaliados e infetados com P.mirabilis, sendo esta mais lenta quanto maior for o pHn [92].
Uma estratégia para diminuir a taxa de incrustagdo dos cateteres consiste em diminuir o
pH gracas a uma alta ingestéo de liquidos em pacientes algaliados, o que causa a diluigdo
da urina, e a ingestdo de, por exemplo, bebidas a base de limdo o que aumenta a
concentracdo de citrato na urina, que devido as suas propriedades quelantes mantem ides
polivalentes em solugéo [93, 94].

Outras espécies, como por exemplo a P. aeruginosa e a K. pneumoniae que produzem

uma enorme quantidade de expolissacarideos, formam biofilmes mucosos, que sdo
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capazes de impedir o fluxo de urina por bloqueamento dos cateteres, ndo sendo no entanto
tao eficazes como os cristalinos neste bloqueamento [95].

Como ja referido anteriormente, cerca de 95% das algaliacbes de longa duracédo
resultam em CAUTI poli-microbianas, sendo os biofilmes compostos por espécies
patogéneas e espécies ndo-patogéneas. Para estudar os biofilmes que se formam nos
cateteres em pacientes com CAUTI sdo necesséarios métodos que além de identificar as
espécies presentes, consigam também discrimina-las e que permitam a visualizagdo das

células de forma a permitir o estudo da organizacéo das diferentes espécies no biofilme.

2.4. Hibridagdo Fluorescente in Situ

Descrita pela primeira em 1969, a hibridagdo in situ (in situ hybridization — ISH)
assentava, inicialmente, na utilizacdo de RNA marcado radioativamente como sondas que
hibridavam com a sequéncia de DNA alvo [96, 97]. Marcadas com os radiois6topos 2P,
125 3H ¢ %5 [98], a marcacéo destas sondas apresentava diversos problemas, como a sua
instabilidade, devido ao decaimento dos isétopos, fazendo com que a atividade das sondas
ndo fosse constante. A baixa resolucéo da radiografia que obrigava a longos tempos de
exposicdo de forma a se obterem sinais mensuraveis e a necessidade de medidas de
precaucdo uma vez que se trabalhava com material radioativo [99]. De forma a colmatar
estas desvantagens, foi realizado em 1980 o primeiro ensaio de ISH com sondas de RNA
marcadas com um fluoréforo no terminal 3’, designando-se por isso esta técnica
hibridacdo fluorescente in situ (fluorescence in situ hybridization — FISH) [100]. Esta
técnica apresenta diversas vantagens, pois € mais rapida, apresenta uma melhor resolucao,
as sondas utilizadas séo bastante estaveis, podendo ser armazenadas por longos periodos
de tempo, é mais segura, uma vez que ndo se trabalha com material radiativo e permite a
detecdo simulténea de varios alvos, usando-se para isso fluoréforos de cores diferentes
[101]. A fluorescéncia emitida pelos fluoroforos é detetada utilizando microscopios de
epifluorescéncia ou através de citometria de fluxo, podendo as sondas ser detetadas direta
ou indiretamente [102]. Na detecdo indireta, nucleétidos modificados séo adicionados a
sonda e identificados utilizando moléculas secundarias marcadas com fluorescéncia. Os
nucleodtidos mais usados encontram-se ligados a digoxigenina ou a biotina. Para serem
detetados séo utilizados anticorpos marcados com fluoroforos, que se ligam a estas
moléculas. Nos nucledtidos marcados ligados a biotina, além dos anticorpos podem
também ser usadas avidina ou estreptavidina fluorescentes [103]. Na detecdo direta, um

fluoréforo é ligado covalentemente a sonda. Para isso tanto a sonda como o fluoréforo
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devem tolerar as condi¢Ges de hibridacdo e de lavagem, sendo possivel observar ao
microscopio, logo apos hibridacéo, a sonda hibridada [100] . Ao contrério de outros
métodos de detecdo, que utilizam por exemplo reacdo em cadeia da polimerase
(polymerase chain reaction - PCR), o FISH combina a precisdo de métodos moleculares
com a informacéo visual do microscopio, permitindo a identificacdo de células no seu
micro-habitat natural, ou mesmo em tecidos doentes, permitindo a anélise do DNA no
interior das células sem alterar a sua morfologia ou a integridade dos seus compartimentos
[104].

Um protocolo de FISH apresenta, geralmente, 4 etapas (Figura 7): fixacdo e
permeabilizacdo da amostra, hibridacdo, lavagem e visualizagdo dos resultados. Na
primeira etapa o que se pretende é manter a integridade e forma das células e a0 mesmo
tempo permeabilizéa-las de forma a permitir a difusdo das sondas até ao seu alvo [105].
Apesar do formaldeido e do metanol serem os principais fixantes utilizados, ndo existe
um protocolo universal de permeabilizacdo devido as diferentes composi¢cfes da parede
celular [106]. Uma vez que a viabilidade celular se encontra associada a integridade
membranar, apos esta etapa, as células ndo se encontram viaveis. Durante a hibridacéo,
as sondas de RNA ou DNA formam uma molécula de dupla cadeia com a sequéncia alvo
gracas ao emparelhamento de bases Watson-Crick devido a acdo do calor, sendo

removido o excesso de sonda ou sonda fracamente ligada no passo de lavagem [107].
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Figura 7 — Descricédo geral do protocolo de FISH. [105]
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A especificidade das sondas depende ndo s6 da complementaridade entre a sonda e a
sequéncia alvo mas também da estringéncia nas etapas de hibridacéo e de lavagem. A
estringéncia é uma medida arbitraria de especificidade e varia conforme a concentracdo
de sal e formamida e pela temperatura usada. Aumentando a temperatura e a concentracdo
de formamida, a estringéncia aumenta, enquanto o oposto se verifica para a concentragdo
de sal [108]. Utilizando uma estringéncia baixa a sonda pode-se ligar néo
especificamente, no entanto ao usar uma estringéncia demasiado alta pode perder-se o
sinal [102]. Durante a hibridacdo podem formar-se quatro tipos de ligacdo: sonda:sonda,
alvo:alvo, hibridos estaveis, ou seja especificos e hibridos ndo estaveis, nomeadamente
ndo especificos. Ao contrario dos trés primeiros tipos, os hibridos ndo especificos sdo
menos estaveis, e como tal a ligacdo pode ser quebrada usando um passo de lavagem com
uma estringéncia mais elevada. As ligacGes alvo:alvo ndo sdo detetadas por ndo estarem
marcadas mas diminuem os locais aos quais as sondas se podem ligar e as ligacOes
sonda:sonda como ndo se encontram ligadas a superficie onde se realiza a hibrida¢&o, séo
removidas durante a lavagem [107]. Na maioria dos protocolos de FISH, é comum
realizar-se a hibridacdo com uma estringéncia baixa, de forma a facilitar a formacéo de
ligacOes, sejam elas especificas ou ndo, e usar uma estringéncia crescente em diferentes
passos de lavagem, de forma a se obter no final apenas as ligacOes especificas [108].

A maioria dos ensaios de FISH apresentam como alvo sequéncias de rRNA 16S ou
23S. Estas moléculas sdo o alvo preferencial pois sdo elementos funcionais e estruturais
chave no funcionamento celular [6]. Cada ribossoma contém uma molécula de rRNA 16S
e uma de rRNA 23S com cerca de 1600 e 3000 nucledétidos, respetivamente e cada célula
procariética apresenta desde alguns milhares até as centenas de milhar de ribossomas.
Isto permite a hibridacdo de um grande numero de sondas em cada célula, potenciando o
sinal [105]. Além disso, estas moléculas encontram-se altamente conservadas entre
especies relacionadas, podendo-se identificar uma Unica espécie microbiana ou um grupo
filogenético maior, dependendo do grau de conservacao da regido alvo da sonda [109].

As sondas, tipicamente de DNA, séo sintetizadas normalmente com 15-30 pares de
base. No desenho de uma sonda, além da sequéncia, € necessario ter em atencao a sua
energia livre de Gibbs (AG®), que descreve a estabilidade do hibrido DNA-RNA formado
e se correlaciona com o brilho da sonda hibridada. Assim este parametro é utilizado como
um indicador da eficiéncia da hibridacdo e quanto mais negativo o seu valor, maior a
concentragdo do hibrido, e como tal maior o sinal obtido. Durante o desenho da sonda, a

AG® devera ser maior que -13 Kcal/mol de forma a maximizar a possibilidade de se obter
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uma sensibilidade satisfatéria [110, 111]. Mesmo utilizando sondas corretamente
desenhadas, por vezes ndo ocorre hibridacéo, ou a fluorescéncia resultante € muito baixa.
Normalmente esta situacdo deve-se a uma permeabilizacdo deficiente das células,
inacessibilidade da sonda devido a estrutura do RNA ou a um baixo contetdo ribossomal
[105]. Quando o problema se encontra na permeabilizacdo, torna-se necessaria uma
otimizagdo empirica deste passo. A estrutura tridimensional do ribossoma néo é relevante
para a acessibilidade da sonda uma vez que os ensaios de FISH s&o realizados em
condi¢des altamente desnaturantes, no entanto a estrutura secundaria influencia a
eficiéncia da hibridacdo. Apesar de algumas regides do rRNA se encontrarem bastante
acessiveis, noutras regies a hibridacdo apresenta uma baixa eficiéncia. Normalmente
estas regides de baixa eficiéncia sdo aquelas que apresentam variabilidade entre espécies
e sdo por isso importantes para o desenho de sondas especificas para uma espécie [112].
Uma maneira de tornar estas regides mais acessiveis as sondas utilizadas é a utilizacéo de
oligonucleotideos ndo marcados, designados de helpers. Estes helpers sdo mais eficazes
quando se ligam a regifes adjacentes a sequéncia alvo, pudendo aumentar a fluorescéncia
4 vezes ou em alguns casos até 25 vezes [112].

O contetdo ribossomal de uma célula é bastante variavel. Durante a fase exponencial,
a E. coli apresenta em média 72000 ribossomas, no entanto quando o tempo de duplicacao
aumenta de 24 para 100 minutos, o nimero de ribossomas cai para cerca de 6800 [113].
Além disso, em bactérias tipicamente encontradas no solo, agua, etc., existe uma restricdo
do espaco devido ao seu pequeno tamanho, existindo apenas algumas centenas de
ribossomas nestas células [114]. Foram criadas algumas varia¢es do FISH tradicional de
forma a conseguir aumentar o sinal, mesmo em células com baixo conteudo ribossomal.
Uma das variagOes que esta a ser cada vez mais usada € a deposi¢ado reportada por catalise
(catalysed reported deposition — CARD-FISH). Nesta técnica, que se encontra
esquematizada na Figura 8, a sonda encontra-se covalentemente ligada a peroxidase de
rabano-silvestre (horseradish peroxidase — HRP). Apds hibridacdo, sdo fornecidas
tiramidas marcadas fluorescentemente, que sdo ativadas pela HRP, ligando-se
permanentemente a célula, o que aumenta a fluorescéncia detetada, o que faz com que
esta técnica tenha um método de detecdo indireto. A amplificagdo do sinal relativamente
a uma sonda marcada com um fluoroforo é baseada na radicalizagdo de multiplas
tiramidas por uma tnica HRP. No entanto esta técnica ainda apresenta uma eficiéncia de

detecdo de células menor que o FISH, sendo necessaria uma otimizacdo do passo de
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fixacdo, uma vez que a HRP € cerca de 60 vezes maior que os fluoréforos tipicamente
usados [115].

Todavia, a razéo do baixo sinal de muitas das sondas de DNA prende-se com a baixa
afinidade entre as sondas e o alvo, devido a AG® acima do aconselhado [110]. Uma das
solucdes consiste na elongacdo da sonda, 0 que permite aumentar a sua afinidade e
consequentemente o sinal obtido, no entanto existem ddvidas da capacidade das sondas
em distinguir diferencas num unico nucleétido entre a sonda e o alvo, o que afeta a

especificidade destas sondas [116].
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Figura 8 — Esquema simplificado das etapas de hibridacdo e detecdo de CARD-FISH
[105].

2.4.1. Anélogos de Acidos Nucleicos
De forma a ultrapassar as limitagbes dos &cidos nucleicos naturais, tém sido
desenhados analogo dos &cidos nucleicos, que podem ser classificados em trés tipos:
analogos com bases ndo naturais, andlogos com acgucares modificados e analogos com
alteracOes no esqueleto fosfodiéster. O fosforotioato (phosphorothioate — PS) é um dos
anélogos mais utilizados atualmente, onde um dos oxigénios nao envolvido na ligacdo
fosfodiéster é substituido por um enxofre. Esta alteracdo destabiliza o emparelhamento

entre bases, mas torna as sondas resistente a acao de nucleases. Apesar da sua toxicidade,
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estes analogos sdo bastante usados em estudos antisense (AS) [117]. Um dos primeiros
anélogos desenvolvidos foi o0 &cido nucleico peptidico (peptide nucleic acid — PNA). Este
consiste num esqueleto peptidico formado por unidades de N-2(aminoetil)-glicina,
apresentando as suas nucleobases a mesma configuracao e distancias intermoleculares
que aquelas do DNA, permitindo ao PNA hibridar com o DNA seguindo as regras de
emparelhamento de bases de Watson-Crick [118]. Como este analogo ndo apresenta
carga, ndo existem repulsdes electroestaticas com 0 DNA ou RNA, resultando em maior
estabilidade térmica, em maior afinidade de sondas de PNA, causando hibrida¢6es mais
fortes, independentemente da concentracdo salina e em hibridacdes mais especificas. Por
outro lado, o facto de ter carga neutra faz com que o PNA seja pouco sollvel em &gua
[119-121].

2.4.1.1.  Acidos nucleicos bloqueados (locked nucleic acid — LNA)

Os acidos nucleicos bloqueados (locked nucleic acid — LNA) sdo analogos derivados
do RNA, nos quais uma ponte de metileno liga o oxigénio 2’ ao carbono 4’ do anel da
ribose (Figura 9). Uma vez que as bases do LNA estdo ligadas pelo mesmo esqueleto de
fosfato que pode ser encontrado no DNA e no RNA, pode ser sintetizado usando 0 método
da fosforamidita, comummente usado para sintetizar oligonucleotideos, possibilitando a
incorporacgdo de nucle6tidos de LNA numa cadeia de DNA ou RNA [122]. A ponte de
metileno do LNA blogueia-o numa conformacéo tipo N, o que reduz a flexibilidade
conformacional da ribose e aumenta a organizacao local do esqueleto de fosfato, o que
fortalece as interacOes das bases empacotadas, conferindo ao LNA uma alta afinidade
para a sequéncia complementar [123]. De facto, a incorporagdo de um nucleétido de LNA
numa cadeia de DNA é capaz de aumentar a temperatura de melting de 2 a 9°C,
dependendo de varios fatores, como a base do nucleétido, uma vez que as purinas causam
um maior aumento, do tamanho da cadeia, pois quanto maior a cadeia, menos se faz sentir
0 efeito da modificagdo de um nucleotido, entre outros. No entanto este aumento néo é
aditivo, uma vez que se verifica uma estabilizagdo quando aproximadamente 50% da
cadeia se encontra substituida por nucleétidos de LNA [122]. Os nucledtidos de DNA
vizinhos do nucledtido de LNA sofrem uma alteragéo na conformacéo dos seus agucares,
uma vez que apresentam cerca de metade das populac¢6es na conformacéo tipo N, ao invés
de uma populacdo maioritariamente tipo S, tipica numa cadeia de DNA, contribuindo
para 0 aumento da afinidade [123]. No entanto, esta alteracdo da conformagdo nos

nucledtidos vizinhos ndo se verifica no caso dos aglcares terminais [116].
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Figura 9 - Estruturas do DNA, RNA, LNA e 2’'0OMe [8]

Os oligonucleotideos de LNA:DNA s&o menos suscetiveis a acdo de endonucleases do
gue o DNA, bastando apenas um nucleotido de LN A na pentltima posi¢ao do terminal 3’
para se obter uma resisténcia total a acao exonucleotidica 3’—5’ das DNA polimerases
Vent, Pfu e T7 e a exonuclease 111 [124], enquanto cadeias completamente modificadas
por LNA séo altamente resistentes as endonucleases do soro do sangue e a fosfodiesterase
do veneno de cobra [125].

Como o LNA apresenta o esqueleto de fosfato carregado, permite a utilizacdo de
métodos convencionais de transfecdo usados em oligonucleotideos como o FUGENE 6
ou PolyFect [117]. A baixa toxicidade do LNA também é uma outra das suas vantagens.
Estudos com roedores demonstraram uma alta tolerancia a um tratamento continuo com
oligonucleotideos de LNA, ocorrendo sinais de baixa toxicidade em doses acima da
Otima. Esta caracteristica atribui-se a alta afinidade e especificidade do LNA, o que
permite utilizar oligonucleotideos menores, provocando uma menor interagdo com as
proteinas do soro do sangue [126, 127], existindo também indicios que o LNA podera ser
um mau imunoestimulador [117]. Quando comparado com 0 DNA, as purinas de LNA
melhoram a capacidade de discriminar diferengas numa base entre duas cadeias
(mismatch), enquanto que para as pirimidinas ndo existe uma diferenca significativa entre
a capacidade discriminatéria das duas moléculas [128]. Na tabela , encontram-se
indicadas as principais diferengas entre o LNA e o0 analogo mais utilizado, atualmente,
em protocolos de FISH, o PNA.
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Tabela 3 - Principais diferengas entre 0 LNA e 0 PNA [117, 121, 122, 129].

LNA

Apresenta carga

Sintese pelo método da fosforamidita
(mais barato)

Permite a criacdo de sondas contendo
simultaneamente nucledtidos de DNA,
RNA, LNA, 2°OMe e outros analogos,
Bastante soluvel em agua

Emparelha com DNA e RNA em cadeia
simples

PNA

Sem carga

Sintese baseada em protocolos padréo de
sintese péptidos (mais caro)

Sondas constituidas unicamente por PNA

Pouco soltvel em agua
Reconhecem duplex de DNA, sendo
capaz de formar triplex

Diversos analogos estruturais do LNA foram sintetizados, mantendo-se em todos a
ponte de metileno que liga o oxigénio 2’ ao carbono 4’, formando a familia do LNA
(Figura 10). Apesar da maioria dos membros apresentarem uma grande afinidade para o
RNA, nenhum apresenta uma maior afinidade que o B-D-LNA, o primeiro LNA
sintetizado (correspondente ao LNA referido ao longo de todo o trabalho).

As diferencas estruturais dos diferentes membros traduzem-se em diferencgas, por
exemplo, no seu perfil farmacocinético, permitindo a sintese de oligonucleotideos de

LNA com os perfis desejados [117].
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Figura 10 — LNA representado por B—D-LNA e a sua familia molecular [117].
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Devido as suas propriedades, 0 LNA tem sido usado em FISH, substituindo-se
normalmente alguns nucle6tidos da sonda por LNA de forma a aumentar a afinidade para
o0 alvo e reduzir o tamanho da sonda [7]. O aumento da eficiéncia de sondas de LNA deve-
se a sua alta afinidade para 0 RNA, o que possibilita a utilizacdo sondas mais pequenas,
0 que melhora a permeabilidade celular e aumenta a acessibilidade ao alvo [130]. Estudos
comparando sondas com diferentes substituicbes de LNA indicam que ocorre um
aumento do sinal conforme o nimero de substituicbes aumente, sendo este o principal
fator para o aumento da eficiéncia da hibridagdo. No entanto, um nimero elevado de
substituicdes resulta numa hibridacdo ndo especifica devido a uma afinidade muito
elevada [131, 132]. Assim sdo recomendadas algumas especificacBes para a criacdo de
sondas de LNA eficientes, como a introducdo de nucleotideos de LNA nos locais onde a
especificidade e discriminagdo sdo necessarios, evitar utilizar mais de quatro nucleotideos
de LNA seguidos, exceto em sondas bastante pequenas, uma vez que a hibridacéo torna-
se muito forte e pode ser ndo especifica e evitar regides de auto-complementaridade entre
nucleétidos de LNA e de complementaridade com outros oligonucleotideos contendo
LNA que sejam utilizados simultaneamente [129]. Oligonucleotideos com LNA foram
usados com sucesso em ensaios FISH para, por exemplo, detetar os endossimbiontes
Portiera e Arsenophonus do inseto Bemisia tabaci [133], para monitorizar a expressdo de
trés RNAs ndo codificantes (6S, CsrB e TPP-2) em Vibrio campbellii durante as
diferentes fases de crescimento [134], para avaliar o aumento de RNA viral em células
infetadas com o virus Sindbis [135], para revelar um diferente padrdo de expressdo no
hipotdlamo do micro RNA miR-72 [136] e para detetar o padrdo temporal e espacial de
expressdo de 115 micro RNAs conservados de vertebrados em embrides de peixe zebra
[137].

24.1.2. RNA 2’-O-metil (2°0OMe)
Um outro grupo de oligonucleotideos promissor ¢ o grupo dos oligoribonucleotideos 2’-
O-alquil. Um dos membros deste grupo € 0 RNA 2°-O-metil (2°’0OMe), no qual se encontra
ligado um grupo metilo ao oxigénio 2’, o que faz a ribose adotar uma conformacao tipo
N, tal como o LNA [138] (Figura 9). Uma vez que o esqueleto de fosfato do 2’0OMe se
mantem inalterado, este pode ser sintetizado utilizando os métodos convencionais de
sintese de oligonucleotideos, permitindo a sintese de oligonucleotideos de DNA:2°’OMe
e de LNA:2’OMe. Este analogo apresenta uma alta afinidade para 0 RNA, aumentando a

26



temperatura de melting de hibridos 2°0OMe-RNA face a hibridos de DNA-RNA,
ocorrendo uma diminuicdo da temperatura de melting em hibridos com DNA [139],
revelando que o 2’OMe forma hibridos mais estdveis com o RNA do que com o DNA.
Assim o tamanho do oligonucleotideo de 2°0OMe pode ser ajustada de forma a este
hibridar com um RNA alvo mas ndo com o DNA correspondente [138]. Devido a sua alta
afinidade, os oligonucleotideos 2°’0OMe podem ser desenhados com um tamanho menor e
podem hibridar eficazmente em regides de dupla cadeia do RNA [138]. Este analogo
também apresenta uma grande estabilidade in vivo, resisténcia a nucleases e é
biocompativel [8]. Apesar do 2’OMe ter sido bastante usado em AS, comegam a surgir
ensaios em que é utilizado em sondas de FISH, principalmente em conjuga¢do com LNA
[140, 141].
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3. Materiais e Métodos

3.1. Microrganismos

Neste trabalho foram utilizadas as espécies Escherichia coli CECT 434 (Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia, Espanha), e Achromobacter xylosoxidans B3,
gentilmente cedida por Steinbuchel A. (Bayer AG, Alemanha).

3.2. Meios de Cultura

Ao longo deste trabalho foram utilizados diversos meios de cultura. O meio de TSB
(tryptic soy broth) (17 g/l caseina (digestdo pancreatica), 3 g/l peptona de soja (digestdo
papaica), 5g/I cloreto de sodio, 2,5 g/l fosfato dipotassico e 2,5 g/l glucose) foi preparado
dissolvendo 30 g de TSB (Oxoide, Espanha) em 1L de &gua ultra pura. Para preparar o
meio de TSA (tryptic soy agar) (17 g/l caseina (digestdo pancreatica), 3 g/l peptona de
soja (digestdo papaica), 5g/l cloreto de sddio, 2,5 g/l fosfato dipotéssico, 2,5 g/l dextrose
e 15 g/l de agar) 30 g de TSB (Oxoide, Espanha) e 15 g de agar (Merck, Portugal) foram
dissolvidos em 1L de agua ultra pura.

Durante a formagcdo de biofilmes as células foram incubadas em meio de urina artificial
(artificial urine medium — AUM). Para preparar este meio, foi seguida a formulacao
indicada na Tabela 4 em 1L de agua ultra pura. Depois de dissolvidos todos 0s compostos,
o pH foi ajustado a 6,5 utilizando &cido sulfurico. Uma vez que o AUM forma precipitado
ao ser autoclavado, este foi filtrado com um acrodisco de 0,2 pm de tamanho de poro (GE
Healthcare Europe GMBH, Portugal) para um recipiente autoclavado.

De forma a ser possivel quantificar as células cultivaveis nos biofilmes mistos, foram
preparados meios seletivos para cada uma das espécies. O meio de agar de Mac Conkey
(20 g/l peptona, 10 g/l lactose, 1,5 g/l sais biliares n°3, 5 g/l cloreto de sodio, 0,03 g/l
vermelho neutro, 0,001 cristal violeta, 15 g/l agar) foi preparado dissolvendo 51,5 g de
de agar Mac Conkey (Liofilchem, Italia) em 1L de &gua ultra pura, enquanto o meio de
agar de cetrimida (20 g/l de peptona de gelatina, 1,4 g/l de cloreto de magnésio, 10 g/l
sulfato de potassio, 0,3 g/l cetrimida e 13,6 g/l agar) foi preparado dissolvendo 44,5 g de

agar de cetrimida (Merck, Portugal) em 1L de &gua ultra pura.
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Tabela 4 - Composi¢cdo do meio de urina artificial (1L)

Reagentes Quantidade
Peptona (Liofilchem, Italia) 1lg
Extrato de Levedura (Liofilchem, Italia) 0.05¢g
Acido latico (Fluka, Portugal) 1.1 mM
Acido citrico (Scharlab S.L., Espanha 049
Bicarbonato de sédio (Merck, Portugal) 219
Ureia (VWR, Portugal)) 10 g
Acido Urico (VWR Portugal) 0.07 g
Creatinina (VWR Portugal) 08¢
Cloreto de célcio.2H20 (Merck, Portugal) 0379
Cloreto de sédio (Merck, Portugal) 529
Sulfato de ferro 11.7H20 (VWR, Portugal) 0.0012g
Sulfato de magnésio.7H20 (Merck, Portugal) 0.49¢
Sulfato de sodio (Merck, Portugal) 1429
Fosfato monopotassico (VWR, Portugal) 0.95¢g
Fosfato dipotassico (Merck, Portugal) 129
Cloreto de aménio (Merck, Portugal) 139

3.3. Formacéo e estudo de biofilmes simples e mistos

De forma a estudar a interacdo entre as duas espécies em estudo, foram formados
biofilmes simples num modelo de cateteres urinarios utilizando cupdes de 2x2cm de dois
materiais usados em cateteres, silicone e PEO. Os cupdes de silicone foram lavados numa
solucdo de 5% (v/v) de detergente comercial (Fipadel — Quimicos e Detergentes, Lda,
Portugal) e agua ultra pura pré-aquecida por 30 minutos. Seguiram-se lavagens em agua
ultra pura de forma a remover os residuos de detergente e foram deixados a secar ao ar.
Foram depois imersos em etanol 90% (v/v) por 30 minutos seguindo-se uma lavagem
com agua ultra pura e outra secagem ao ar. Por fim foram autoclavados a 70°C por 20
minutos. No caso dos cupfes de PEO, estes foram diretamente esterilizados usando
radiacdo ultra-violeta por 3 horas. Depois de estéreis, os cupdes foram transferidos para
microplacas de 6 pocos.

Para formar os diferentes inoculos culturas puras de cada bactéria foram cultivadas
em TSA overnight seguido de um crescimento em AUM por 16-18 horas a 37°C com 150
rpm.. Apos crescimento, as suspensdes foram diluidas de forma a se obter uma D.O.
equivalente a uma concentragio de 1x10° células/ml. 6ml de cada suspensio foram

adicionados a diferentes microplacas contendo os cupfes e incubadas a 37°C sem
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agitacdo. A cada 48 horas, 0 meio de cada poco foi removido, os cupBes lavados 3x com
6 ml de solugio salina 0.85% (m/v) e adicionados 6 ml de AUM fresco. As 2, 4, 24, 48,
96 e 192h foi retirado um cupéo de cada biofilme, transferido para uma nova microplaca,
lavado 3x com 10 ml de solucdo salina 0.85% (m/v) e sonicado em 9 ml de agua ultrapura
por 10 segundos com uma amplitude de 25%. Da suspensdo celular obtida foram feitas
contagens de CFUs de forma a avaliar a cultivabilidade celular. No caso dos biofilmes
simples, as coldnias foram contadas em placas em TSA ap0s incubacdo a 37°C overnight
para E. coli e ap6s 48 horas para A. xylosoxidans.

De forma a ser possivel discriminar entre as CFUs de cada espécie, nos biofilmes
mistos foi necessario utilizar meios seletivos. Assim, as CFUs de E. coli foram
quantificadas em placas de agar de Mac Conkey, ap6s incubacdo a 37°C overnight, e as
CFUs de A. xylosoxidans em placas de agar de Cetrimida apds incubacéo a 37°C por 48
horas.

De forma a quantificar as células presentes nos biofilmes, da suspensdo de celular
obtida apds sonicacdo dos cupdes, foram recolhidas amostras que foram fixas e hibridadas
seguindo o protocolo de FISH em suspensao. De forma a verificar se todas as células
foram marcadas durante o protocolo de FISH, as células foram também marcadas com
um marcador universal, o iodeto de propidio (propidium iodide - PI). As diferentes
amostras foram quantificadas por citometria de fluxo (Beckman Coulter Epics XL, EUA,
equipado com um laser de 488 nm).

De forma a avaliar a distribuicdo espacial das células e a estrutura dos biofilmes, as
192 horas um biofilme de cada condi¢cdo foi fixo diretamente no cupdo e visualizado
recorrendo a microscopia confocal (FluoView FV 1000, Olympus, Portugal). Para isso
foi transferido para uma nova microplaca de 6 pocos, lavado 3x com 10 ml de solucéo
salina 0.85% (m/v) e seco a 60°C por 15 minutos. Foi depois fixo com 3 ml metanol 100%
(v/v) por 10 minutos, seguindo-se o protocolo de FISH em lamina, usando-se volumes

suficientes de cada solucgéo para cobrir a superficie e 100 ul de solucéo de hibridacgéo.

3.4. Hibridacéo fluorescente in situ - FISH
3.4.1. Sondas de LNA e 2°OMe
De forma a discriminar e estudar a distribuicdo espacial das diferentes espécies em
biofilmes, foi utilizado a técnica de FISH. Neste trabalho foram utilizadas as sondas
(RiboTask ApS, Dinamarca) apresentadas na Tabela 5. Os nucleétidos de LNA

encontram-se assinalados como 1A, 1C, 1G e IT, enquanto os de 2°0OMe encontram-Se
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como mA, mC, mG e mU. Os fluorocromos usados foram a fluoresceina (FAM) e a

cianina 3 (CY3).As temperaturas de melting tedricas foram calculadas para cada sonda

utilizando uma ferramenta online [142].

Tabela 5 — Sondas de LNA/2’OMe utilizadas.

Bactéria Nome da sonda Sequéncia (5°-3’) T melting
tedrica
(2C)
E. coli NAC6112 5' FAM - IGMCMCITMCMAIGMCmCITmMUmMGIA - 3' 66,5
NAC6120 5' FAM - ICmMAMCIGMCMCITMCMAIGMCMCITMUMGIA - 3' 81,2
A. NAC6113 5'CY3 - IAMAMAITMGMCIAMGmMUITMCmCIA - 3' 49,7
xylosoxidans NAC6122 5' CY3 - IAMAMAITMGMCIAMGMUITMCMCIAMAMAIG - 3' 55,3

Para estudar as duas espécies no biofilme é necessario que as sondas funcionem nas
mesmas condic¢des. De forma a aumentar a possibilidade de determinar as condi¢cGes em
que sondas funcionam foram testadas duas sondas de diferentes tamanhos, 13 e 16

nucledtidos, para cada espécie, mantendo o desenho das sondas e o alvo.

3.4.2. Otimizacao do protocolo de FISH

Uma vez que o objetivo foi utilizar estas sondas para discriminar as duas espécies em
biofilmes mistos, foi necessario selecionar uma temperatura para a qual se obtivesse um
sinal positivo para ambas. Para isso a otimizagéo foi inicialmente realizada em laminas
de vidro (VWR, Portugal) com 3 pocos cada, nos quais todos os passos do protocolo de
FISH foram realizados nas células aderidas nessas laminas seguindo-se a otimizacdo em
suspensdo, onde todos os passos do protocolo de FISH foram realizados em células em
suspensdo. A realizagdo de otimizagdo em lamina em primeiro lugar prende-se ao facto
de o volume de sonda utilizada em cada ensaio ser inferior quando comparado com o
volume utilizado em suspensdo e uma vez que o volume de sonda disponivel € limitado,

optou-se entdo pela otimizacdo em lamina.

3.4.2.1. Otimizacdo em lamina
Para realizar estes ensaios de otimizacéo, culturas de puras de E. coli e A. xylosoxidans
foram cultivadas em TSA e mantidas a 37°C overnight. Foram preparadas suspensoes de
cada espécie com uma D.O. equivalente a uma concentragdo de 1x10% células/ml, e
transferidos 20 puL para cada poco de uma lamina de vidro de 3 pocos que foram secas a

chama. De seguida as células foram fixas com uma solucéo de paraformaldeido 4% (m/v)
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(Sigma, Portugal) por 15 minutos e depois com etanol 50% (v/v) por mais 15 minutos e
deixadas a secar ao ar. Para o passo de hibridacdo, foram adicionados 20 pL de solugéo
de hibridacdo (50 mM Tris-HCI (Sigma, Portugal), 900 mM NaCl (Merck, Portugal), 500
mM Ureia (VWR, Portugal) e 200 nM de cada sonda) em cada pogo e estes cobertos por
uma lamela. As laminas foram colocadas na estufa por 90 minutos, mantendo-se um
ambiente humido. Apos hibridacéo, as células foram lavadas em solucéo de lavagem (5
mM Tris Base (Sigma, Portugal), 15 mM Cloreto de Sddio, 1 % (v/v) Triton-X (Sigma,
Portugal)) por 30 minutos a mesma temperatura a qual se fez a hibridacdo. Depois de
secas foram obtidas imagens de cada poco num microscépio de epifluorescéncia
(DMLB?2, Leica, Alemanha), utilizando filtros capazes de detetar as duas sondas (3N2.1
paraasonda 6122 e 13 para a sonda 6120). A intensidade da fluorescéncia foi quantificada
através do software Image J (v1.47, Wayne Rasband, National Institutes of Health, EUA).
As imagens de biofilmes mistos foram obtidas sobrepondo as imagens obtidas nos dois

filtros.

3.4.2.2. Otimizacdo em Suspensao

Apds a otimizacdo em lamina, foi feita a otimizacdo em suspensdo, uma vez que o
protocolo de FISH nas amostras de biofilmes foi realizado em suspenséo. Neste protocolo
foram usadas as condig0es ideais determinadas durante a otimizagdo em lamina de forma
a comprovar se os resultados se mantinham ao usar células em suspensdo. Para isso,
culturas de puras de E. coli e A. xylosoxidans foram cultivadas em TSA e incubadas
overnight a 37°C. Foram preparadas suspensbes de cada espécie com uma D.O.
equivalente a 1x10® células/ml, e transferido 1 ml para um eppendorff. A suspenséo foi
centrifugada por 5 minutos a 10000G. Depois de remover o sobrenadante as células foram
fixas, ressuspendendo-as em 400 pL de solucdo de paraformaldeido 4% (m/v) por 60
minutos. Foram depois centrifugadas nas condicdes ja referidas e ressuspensas em 500
pL etanol 50% (v/v) por, pelo menos, 30 minutos a -20°C. Nestas condigdes, as células
fixas podem ser armazenadas por 4 a 6 meses. Para o passo de hibridagédo, a 100 uL da
suspensdo de células fixas foram adicionados 100 pL de solugéo de hibridacéo 2x e estas
colocadas a hibridar por 90 minutos. Apds hibridagdo, as amostras foram centrifugadas e
as células ressuspensas em 500 pL de solucdo de lavagem por 30 minutos & mesma
temperatura a qual se fez a hibridagdo. Apds a lavagem, as amostras foram centrifugadas
e as células ressuspensas em 500 pl de agua ultra pura. 20 pL desta suspensdo foram

transferidos para cada poco de uma Iamina de vidro de 3 pocos e secas na estufa. Depois
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de secas foram obtidas imagens de cada po¢o num microscopio de epifluorescéncia e a
intensidade da fluorescéncia foi quantificada através do software Image J.

Como referido mais adiante, foi necessario realizar um protocolo de FISH em
suspensdo utilizando uma sonda de PNA especifica para E. coli (5-
CGCCTCAGCCTTGA-3" marcada com o fluorocromo Alexa fluor 488). Os diversos
passos do protocolo de FISH mantiveram-se inalterados, alterando-se apenas a solucéo
de hibridacdo. Para a sonda de PNA foi usada uma solucéo de hibridacdo descrita num
estudo anterior [143], contendo 10% (m/v) sulfato de dextrano, 10 mM cloreto de sodio,
30% (v/v) formamida, 0,1% (m/v) pirofosfato de sodio, 0,2% (m/v) polivinilpirrolidona,
0,2% (m/v) ficol, 5 mM Di-sédio EDTA, 0,1% (v/v) tritonX-100 e 50 mM Tris-HCI. Os
passos de hibridacéo e lavagem foram realizados a 57°C.

Foram também realizados ensaios onde se acrescentou um passo prévio de fixacédo
com metanol 100% (v/v) em amostras de biofilmes sonicados, Este passo extra foi
realizado centrifugando a amostra de biofilme sonicado a 10000G por 5 minutos e
ressuspendendo em 500 pl de metanol 100% (v/v). As células foram fixas em 3
condicdes: durante 10 minutos a temperatura ambiente, durante 40 minutos a temperatura
ambiente e durante 40 minutos a -20°C. Apds nova centrifugacdo, o protocolo de FISH

foi seguido normalmente.

3.5. Otimizacdo das condi¢bes de sonicacdo

De forma a avaliar a cultivabilidade celular e o nimero de células nos biofilmes
formados, foi necessario destacar as células da superficie onde o biofilme se formou mas
mantendo as células viaveis. O método selecionado para destacar as células foi a
sonicacdo (Sonopuls HD 2200, Bandelin, Alemanha). De forma a determinar as
condicdes que resultavam em maior destacamento e em menor perda de cultivabilidade
foram testados tempos de sonicacdo de 5, 10, 20 e 40 segundos e amplitudes de 10, 15 20
e 25%. Culturas puras de cada espécie foram cultivadas em TSA overnight a 37°C. De
seguida foram cultivadas em TSB por 16-18h a 37°C com uma agitagdo de 150 rpm
(Agitorb 200 ICP, Norconcessus, Portugal). Utilizando a cultura celular obtida, a D.O.
foi acertada para o equivalente a 1x108 células/ml e 800 pL desta suspensdo foram
transferidos para cada poco de uma microplaca de 48 pogos. Para cada condicdo de
sonicacao foram contadas as CFUs em placas de TSA apoés incubacéo a 37°C overnight e

48 horas para E. coli e A. xylosoxidans, respetivamente.
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Sabendo a perda de cultivabilidade celular em cada condigdo, foram formados
biofilmes mistos de E. coli e A. xylosoxidans em cupdes de silicone (Neves & Neves, Lda,
Portugal) que foram sonicados nas condi¢cdes mais agressivas mas que resultaram numa
perda de cultivabilidade inferior em 1 log, de forma a aumentar a possibilidade de destacar
completamente o biofilme, sem no entanto danificar significativamente as células. De
forma a verificar a presenca de biofilme na superficie do cupédo, ap6s sonicacdo foi
realizada uma marcacdo com DAPI (dihidrocloreto de 4',6-diamidino-2-fenilindole)
(Merck, Alemanha), um marcador fluorescente bastante especifico para o DNA [144].
Assim, a superficie de cada cupéo foi adicionada uma gota de DAPI e esta foi coberta por
uma lamela. Ap6s 10 minutos de incubagdo no escuro, os cupdes foram lavados com dgua
ultra pura e o cupdo observado no microscépio de epifluorescéncia (filtro A). De forma a
avaliar a capacidade de destacamento, os cupdes sonicados foram comparados com
cupdes ndo sonicados contendo biofilmes marcados com as sondas 6120 e 6122, apds

realizacdo do protocolo de FISH em cupdo.

3.6. Anélise Estatistica
A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism, v5.0 (Graphpad
Software, Inc, EUA) usando teste ANOVA seguido do teste de Bonferroni. Foram

considerados significativos os resultados com p<0.05.
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4. Resultados e Discusséo

4.1. Otimizagéo protocolo de FISH em lamina

Tradicionalmente, a técnica de FISH baseia-se na utilizacdo de pequenas cadeias de
DNA como sondas, no entanto, neste trabalho foram utilizadas sondas que apresentam
nucledtidos de LNA intercalados por dois nucleotidos de 2°OMe, dois analogos de acidos
nucleicos com maior afinidade para 0 RNA, o alvo destas sondas, do que as tradicionais
sondas de DNA. Além destas alteracbes, todos os nucledtidos das sondas sdo PS,
apresentando um dos oxigenios ndo envolvidos na ligacao fosfodiéster substituido por um
enxofre, de forma a aumentar a resisténcia a acdo de endonucleases

Como o objetivo deste trabalho foi estudar biofilmes mistos, foi necessario determinar
uma temperatura de hibridacdo a qual as sondas para ambas as espécies emitissem um
sinal positivo. Como se pode ver na Tabela 5, as sondas desenhadas para A. xylosoxidans
apresentam uma temperatura de melting inferior as desenhadas para E. coli. Como ja
referido, realizando ensaios a uma temperatura acima do ideal para as sondas pode fazer
com que o emparelhamento entre as sondas e 0 alvo ndo ocorra, ndo se obtendo sinal. Por
outro lado, a utilizacdo de temperaturas abaixo do ideal potencia a formacdo de
emparelhamentos errados e assim o aumento de falsos positivos. Assim, de forma a ser
obtido sinal em todas as sondas foram testadas temperaturas entre 0s 51 e 0s 59°C, situam-
se em torno das temperaturas de melting tedricas calculadas para as sondas 6113 e 6122.

Foi aplicado o protocolo de FISH em lamina nas diferentes temperaturas testadas e a
intensidade de fluorescéncia para as sondas 6112, 6120, 6113 e 6122 quantificada,

encontrando-se os resultados obtidos se expressos na Figura 11.
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Figura 11 - Intensidade de fluorescéncia (unidades arbitrarias) das diferentes sondas
testadas a diferentes temperaturas (°C).

Como se pode ver na Figura 11 as sondas que apresentaram maior intensidade de
fluorescéncia foram a 6113 para A. xylosoxidans e a 6120 para E. coli, aos 53 e 55°C,
respetivamente. Pode ver-se que o sinal maximo para os dois pares de sondas se
encontrava nestas duas temperaturas, comecando-se a perder sinal fora deste intervalo.
Por esta raz&o ndo foram testadas temperaturas superiores a 59°C ou inferiores a 51°C.

As duas sondas tiveram de ser usadas simultaneamente de forma a ser possivel
discriminar as duas espécies, sendo necessario para isso escolher uma sé temperatura de
hibridacdo. Uma vez que o sinal da sonda 6120 a 53°C ¢é semelhante ao das sondas 6113
e 6122 a 55°C, optou-se por realizar os testes seguintes a 55°C, uma vez que ao aumentar
a temperatura, a estringéncia é maior, o que melhora a especificidade da sonda. Uma vez
que a 55°C o sinal das sondas 6113 e 6122 foi praticamente igual, e uma vez que a sonda
6122 apresentou sinais superiores em temperaturas mais elevadas, esta ultima foi a
selecionada para fazer os ensaios posteriores.

O passo seguinte foi testar a especificidade das sondas selecionadas, 6120 e 6122, em
amostras mistas contendo as duas espécies em estudo. Como se pode ver na Figura 12 a,
ao realizar a hibridacdo aos 55°C as sondas ndo foram especificas, pois a grande maioria
das células encontravam-se marcadas com ambas as sondas, ndo sendo possivel
discriminar as células de E. coli marcadas com FAM (verde) e as células de A.
xylosoxidans marcadas com CY3 (vermelho). Uma forma de aumentar a especificidade
das sondas € aumentar a estringéncia do passo de hibridacéo, seja pelo aumento da

concentracéo do desnaturante, neste caso a ureia, aumento da temperatura ou diminuigéo
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da concentracao de sal. Como se pode ver na Figura 11, utilizando uma temperatura de
hibridacdo de 57°C as sondas 6120 e 6122 apresentam sinal semelhante ao sinal obtido
para a sonda 6122 a 55°C. Assim, o protocolo de FISH em amostras mistas foi repetido
para uma temperatura de hibridacdo de 57°C. Como se pode ver na Figura 12 b este
aumento de 2°C foi o suficiente para tornar as sondas 6120 e 6122 especificas, sendo

possivel discriminar perfeitamente as duas espécies.

Figura 12 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia de amostras mistas de E. coli
(a verde) e A. xylosoxidans (a vermelho) apés protocolo de FISH em lamina utilizando
as sondas 6120 e 6122, realizado a a) 55°C e b) 57°C. Ambas as imagens foram obtidas
usando as mesmas condi¢des de exposicao. A barra de escala corresponde a 20 pm.

4.2. Otimizacdo do protocolo de FISH em suspensado

Uma vez que a quantificacdo de células no biofilme foi feita em suspensdes celulares
obtidas ap6s sonicacao dos cupdes onde os biofilmes se formaram, foi necessario verificar
se os resultados obtidos para o protocolo de FISH em lamina também se mantinham
usando células em suspensdo. Assim foram realizados ensaios de FISH seguindo o
protocolo referido na seccdo 3.4.2.2, utilizando 57°C como a temperatura de hibridacédo e
lavagem. Ao utilizar células em suspensdo, o sinal obtido poderia ser ligeiramente
diferente, uma vez que as condic¢des a que as celulas estdo sujeitas durante o protocolo de
FISH sdo diferentes das condi¢cBes em |amina, apesar de serem usados as mesmas
solugBes. Como se pode ver pela Figura 13, os valores de intensidade de fluorescéncia
obtidos em amostras em suspensdo foram ligeiramente maiores do que aqueles obtidos

em amostras em lamina, apesar de ndo serem estatisticamente diferentes (p<0.05).
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Figura 13 - Intensidade de fluorescéncia obtida realizando o protocolo de FISH em
lamina e em suspensdo a 57°C para as sondas selecionadas.

Sendo o sinal das sondas semelhante em lamina e em suspensdo, foram realizados
ensaios em amostras mistas de forma a verificar se as sondas se mantinham especificas.
Como se pode ver na Figura 14, usando 57°C como temperatura de hibridacao e lavagem,

as sondas foram especificas.

Figura 14 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia de uma amostra mista de E. coli
(a verde) e A. xylosoxidans (a vermelho) apds protocolo de FISH em suspenséo realizado
a 57°C com as sondas 6120 e 6122. A barra de escala corresponde a 20 um.

38



4.3. Otimizacéo das condi¢bes de sonicagdo

De forma a ser possivel avaliar a cultivabilidade celular e quantificar as células
presentes nos biofilmes foi necessario destacar as células do cupdo minimizando a perda
de cultivabilidade. De forma a determinar as condi¢fes mais agressivas a que as células
poderiam ser sujeitas, 1 log foi definido como o limite maximo de perda de cultivabilidade

considerado aceitavel.
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Figura 15 - Perda de cultivabilidade (log células/ml) celular nas diferentes condicdes de
sonicacao testadas

Como se pode ver na Figura 15, para todas as amplitudes testadas, o tempo de 40
segundos resultou sempre numa perda de cultivabilidade bastante superior a 1 log. Ao
utilizar sonicacbes de 20 segundos, a perda manteve-se abaixo do limite em todas as
amplitudes para A. xylosoxidans. No caso de E. coli tal sé se verificou para as duas
amplitudes mais baixas. Uma vez que usando 5 e 10 segundos de sonicacéo, a perda de
cultivabilidade se manteve abaixo do limite, o tempo de 5 segundos foi descartado, uma
vez que quanto maior o tempo de sonicagdo, mais biofilme seria destacado.

De forma a avaliar a capacidade da sonicacéo de destacar o biofilme do cupéo usando
as condi¢cdes mais agressivas, mas que ao mesmo tempo resultaram numa perda de
cultivabilidade inferior a 1 log, ou seja, 10 segundos a 25% e 20 segundo a 15%, foram
formados biofilmes mistos e sonicados. Quanto mais tempo tiver o biofilme mais

fortemente se encontra aderido ao cupdo e € mais resistente a alteracdes do meio. Assim,
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se uma condicdo de sonicacdo for capaz de destacar o biofilme com um determinado
tempo de formacdo do cupdo, também seréd capaz de destacar biofilmes mais recentes,
uma vez que néo se encontram tdo fortemente aderidos ao cupédo e sdo menos resistentes
a alteracGes das condi¢cdes do meio.

Como se pode ver na Figura 16 b) e c), usando um impulso de 20s e 15%, apesar da
maioria do biofilme ser destacado, ainda se mantiveram bastantes células aderidas a
superficie do cupdo comparando com o controlo (Figura 16 a)). Assim foi usado um
impulso com uma maior amplitude, neste caso, de 10s e 25% num cupao com um biofilme
de 192h e como se pode ver na Figura 16 d) e e), ndo restaram praticamente células na
superficie do cupdo. Como estas condigdes de sonicacao foram eficazes no destacamento
do biofilme as 192h, esperava-se que fossem eficazes em biofilmes mais recentes. A
sonicacdo foi entdo repetida em biofilmes de 384h, no entanto, como se pode ver na
Figura 16 f) e g) muito do biofilme manteve-se aderido ao cupdo e, mesmo utilizando
condigdes de sonicacdo que resultaram numa perda de cultivabilidade superior ao limite
definido, muito do biofilme permaneceu na superficie do cupdo (Figura 16 h),
verificando-se 0 mesmo em biofilmes com mais tempo (Figura 16 i) e j)). Uma vez que
ndo foi possivel destacar completamente biofilmes de 384h e 768h da superficie do cupéo,
apenas foram estudados biofilmes até 192h, pois ndo seria possivel avaliar a
cultivabilidade celular e quantificar o nimero de células destes biofilmes pois grande
parte das células iria permanecer nos cupdes. Além disso, em biofilmes com tanto tempo
foi possivel verificar que houve um destacamento do biofilme da superficie do cupao,

perdendo-se assim parte das células durante os passos de lavagem do biofilme.
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Figura 16 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia de biofilmes mistos formados em silicone antes e
apos sonicacao. Cupdo de silicone a) de controlo, sem biofilme utilizando DAPI como marcador (DAPI),
b) com biofilme de 96 horas sem sonicagédo (FISH), ¢) biofilme de 96s ap06s sonica¢do com impulso de 20s
e 15% (DAPI), d) com biofilme de 192h sem sonicacdo (FISH), ) biofilme de 192h ap6s sonicagdo com
impulso de 10s e 25% (DAPI), f) com biofilme de 384h sem sonicacdo (FISH), g) biofilme de 384h apds
sonicagdo com impulso de 10s e 25% (DAPI), h) biofilme de 384h apds sonicagcdo com impulso de 20s e
25% (DAPI), i) com biofilme de768h sem sonicacdo (FISH), j) biofilme de 768h aps6s sonicagdo com
impulso de 20s e 25% (DAPI). A barra de escala corresponde a 20 pm.




4.4. Formacdo e estudo de biofilmes simples e mistos

Como ja referido, o objetivo deste trabalho foi estudar a interagdo entre espécies
patogénicas e ndo patogénicas em biofilmes associados a infecdes urinérias. No entanto,
uma vez que no laboratorio onde este trabalho foi realizado sé podem ser utilizados
microorganismos de classe 1, foi utilizada uma estirpe ndo patogénica da espécie E. coli.
Esta estirpe foi utilizada em estudos anteriores onde foram estudados biofilmes
associados a infec6es urinérias [145], ndo sendo assim esperadas diferencas significativas
nos resultados obtidos por ter sido usada uma estirpe ndo patogénica.

Depois de todos os protocolos a usar estarem definidos, foram formados biofilmes
simples e mistos em cupdes de silicone e de PEO, seguindo o protocolo referido na secgéo
3.3.
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Figura 17 - Cultivabilidade celular de E. coli e A. xylosoxidans em biofilmes simples e
mistos formados em cupdes de silicone ao longo de 192 horas.

Analisando o grafico da Figura 16, parece haver uma tendéncia da E. coli de apresentar
maiores valores de células cultivaveis em biofilmes simples, no entanto, os resultados
obtidos em biofilmes simples e mistos para E. coli ndo sdo estatisticamente diferentes.
Estes resultados parecem indicar que a presenca da bactéria ndo patogénica A.
xylosoxidans ndo afetou o crescimento da E. coli patogénica, contrariando estudos
anteriores que indicam existir alteragdes do crescimento de E. coli em biofilmes mistos
[146, 147]. No entanto nestes estudos foram utilizadas outras espécies, nomeadamente

Pseudomonas aeruginosa e Providencia stuartii, e o tipo de interacdo depende das
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especies utilizadas. Pode também verificar-se na Figura 17 que o namero de células
cultivdveis mantem-se praticamente constante a partir das 24 horas.

No caso de A. xylosoxidans, verificou-se uma maior quantidade de células viaveis em
biofilmes simples durante as primeiras 24 horas, mas ap6s as 48 horas o nimero de células
viaveis foi superior em biofilmes mistos que em simples. Com a excecéo das 2 e 48 horas,
a diferenca entre os biofilmes simples e mistos foi estatisticamente significante (p<0.05).
Estes resultados podem-se dever a maior taxa de crescimento da E. coli (u=0.4838 h™lpara
E.coli e p=0.3107 h para A xylosoxidans) [148], o que Ihe permitiu consumir mais
rapidamente os limitados nutrientes do meio, conferindo uma vantagem competitiva face
a A. xylosoxidans. No entanto, a medida que o biofilme envelhece, as células comegcam a
perder viabilidade, e apesar de ainda haver crescimento, este comeca a estabilizar. Assim,
ao fim de 48 horas quando o biofilme ja se encontrava maduro, as células de A.
xylosoxidans parecem ter comecado a ter beneficios por interagirem com as células de E.
coli. Algum metabolito excretado por E. coli pode ter sido utilizado por A. xylosoxidans
como fonte de nutrientes, fendémeno ja demonstrado num estudo anterior [149]. Neste
estudo, em biofilmes mistos de Acinetobacter estirpe C6 e Pseudomonas putida, onde o
alcool benzilico foi a unica fonte de carbono fornecida, a primeira espécie consumiu
alcool benzilico e excretou benzoato que foi utilizado pela espécie P. putida como fonte
de carbono. No entanto, para determinar se este tipo de interagdo metabdlica ocorreu no
biofilme misto em estudo neste trabalho, seria necessario uma analise da composicédo do
meio em biofilmes simples e mistos.

Uma vez que a transferéncia horizontal de genes ocorre muito mais frequentemente
em biofilmes do que em células plancténicas [150], podem ter sido transferidos genes
para A. xylosoxidans lhe permitam uma maior capacidade de sobrevivéncia, notando-se
este efeito s a partir das 48 horas, uma vez que esta transferéncia ndo ocorre em todas as
células e uma vez que a taxa de crescimento desta espécie € mais baixa.

No caso do cupdes de PEO verificou-se que a partir das 48h o biofilme comecou a
destacar da superficie do cupdo e que a sonicacgdo foi incapaz de remover completamente
o biofilme, tal como ocorreu nos cupdes de silicone em biofilmes a partir das 384h. Esta
semelhanga de comportamento possivelmente deveu-se também ao amadurecimento do
biofilme. Os valores obtidos ndo foram considerados representativos dos nimeros reais
de células cultivaveis presentes no biofilme, uma vez que o biofilme que se destacou antes
da sonicacéo foi descartado durante os passos de lavagem e parte do biofilme permaneceu

aderido a superficie do cupdo mesmo apds sonicagdo. No entanto, analisando os valores
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de cultivabilidade obtidos para estes cupdes, expressos na Figura 18, pode ver-se que,
mesmo néo contabilizando a enorme quantidade de biofilme perdido durante as lavagens
ou que permaneceu aderido ao cupdo, os valores obtidos a partir das 48h ndo séo
inferiores aqueles obtidos em cupdes de silicone, chegando até a ser aproximadamente
2.5 log superior em biofilmes simples de A. xylosoxidans. Estes valores parecem indicar
um maior crescimento dos biofilmes nestes cupdes, razdo pela qual poderdo ter
amadurecido muito mais rapidamente do que os biofilmes em silicone. Assim, a utilizagdo
de PEO nos cateteres urinarios devera ser evitada, uma vez que ao permitir um rapido
amadurecimento do biofilme, aumenta a velocidade a que as diferentes espécies do
biofilme colonizam novos locais ao longo do cateter e causam infecGes nos pacientes,
diminuindo o tempo disponivel aos profissionais da saide de atuarem de forma a evitar o

agravamento destas infecdes.
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Figura 18 - Cultivabilidade celular de E. coli e A. xylosoxidans em biofilmes simples e
mistos formados em cupBes de PEO ao longo de 192 horas.

De forma a quantificar as células presentes nos biofilmes e de correlacionar estes
valores com os resultados obtidos na quantificagdo de células cultivaveis, amostras da
suspensdo obtida apos sonicagdo dos biofilmes foram fixas com a finalidade de marcar as
células com as sondas e de marcar com PI, sendo a quantificacdo realizada recorrendo a
citometria de fluxo. No entanto, como se pode comprovar na Figura 19, o sinal obtido em
amostras de biofilmes foi muito inferior ao que se verificou quando foi realizada a
otimizagdo do protocolo de FISH em suspensdo. Assim, a quantificagdo das células

usando citometria de fluxo ficou comprometida, pois além do citometro classificar as
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intensidades de fluorescéncia obtidas como negativas, o facto dos sinais serem tao baixos

impossibilitou a discriminagdo das duas populagdes. Assim ndo foi possivel obter valores

fidedignos para o numero de células de cada espécie presentes nos biofilmes.

Figura 19 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia de suspensdes celulares
marcadas com FISH obtidas ap6s sonicacdo de biofilmes mistos formados em cupdes de
silicone ao fim de a) 24h e b)192h. A esquerda imagens obtidas usando o filtro 13 (sondas
6120) e a direita usando o filtro N2.1 (sonda 6122). A barra de escala corresponde a 20
pum.. Devido ao baixo sinal obtido, as imagens dos dois filtros ndo foram sobrepostas pois
este processo causa uma diminuicdo adicional do sinal.

Vaérias hipoteses foram entdo formuladas para os baixos valores dos sinais ndo
especificos obtidos. As células usadas nos ensaios de otimizacdo do protocolo de FISH
foram cultivadas em TSA, enquanto as células usadas como indculo para a formacao dos
biofilmes foram cultivadas em AUM, um meio bastante mais pobre. Isto sujeitou as
células a um stress nutricional que ndo se verificou nas células que cresceram em TSA, 0
que provocou a diminuicdo do seu conteudo ribossomal, reduzindo o numero de locais
onde as sondas se podiam ligar, podendo assim explicar a diminuicdo verificada na
intensidade de fluorescéncia. Por outro lado, a forma como o biofilme se desenvolve faz
com que as células que se encontrem mais no interior tenham maior dificuldade em obter

0S nutrientes necessarios, sujeitando-as a um stress nutricional adicional. Além disso,
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como ja referido anteriormente, as células ao crescer em biofilmes encontram-se
enclausuradas numa matriz extracelular, que dificulta a difusdo de compostos para o
interior da célula. A sonicacdo, apesar de permitir destacar o biofilme da superficie do
cupao e de separar a grande maioria das células umas das outras, ndo é capaz de remover
a matriz que se encontra a rodear as células, o que dificulta a difusdo das sondas para o
interior das células [151]. Na matriz também se encontra eDNA resultante de lise celular,
que pode emparelhar com as sondas, impedindo-as de penetrar na célula, e durante o
passo de lavagem, uma vez que a grande maioria das hibridacbes ndo terdo sido
especificas, estas sondas sdo removidas. Além do eDNA, a matriz possui diversos
polimeros carregados, que poderdo ter interagido ionicamente com as sondas, uma vez
que estas também apresentam carga, impedindo assim difusdo para interior das células e
o emparelhamento com o alvo.

De forma a verificar se o cultivo das células em AUM reduziu o conteudo ribossomal
das células causando a reducdo do sinal obtido, ambas as bactérias foram cultivadas neste
meio e ap6s crescimento nas mesmas condigdes (seccdo 3.3), amostras foram fixas e
hibridadas seguindo o protocolo em suspensdo. Como se pode ver na Figura 20 as células
apresentaram uma grande intensidade de fluorescéncia, demonstrando que o stress
resultante da utilizacdo de um meio nutricional pobre ndo é suficiente para reduzir o sinal
para os niveis obtidos.

Caso os sinais baixos se devessem a uma deficiéncia nutricional por parte das células
mais no interior do biofilme, em biofilmes de 24h a diminuicdo do sinal ndo seria tdo
forte como em biofilmes de 192h, uma vez que quanto mais tempo um biofilme se
desenvolver, maior o niumero de células que se encontram no interior em condicdes de
deficiéncia nutricional. Além disso, como o racio entre células a superficie e células no
interior € maior em biofilmes mais recentes, verificar-se-iam algumas células
provenientes do interior do biofilme com uma baixo sinal, mas também seriam visiveis
células provenientes da superficie do biofilme com um sinal superior. Mas como se pode
ver na Figura 19, os sinais obtidos sdo bastante semelhantes entre os dois tempos,
contrariando a hipbtese da causa dos baixos sinais ser a deficiéncia nutricional em células

no interior do biofilme.
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Figura 20 — Imagens de microscopia de epifluorescéncia de culturas celulares de E. coli
e A. xylosoxidans cultivadas em AUM e marcadas realizando o protocolo de FISH em
suspensdo. A esquerda imagem obtida usando o filtro 13 (sonda 6120) e & direita usando
o filtro N2.1 (sonda 6122). A barra de escala corresponde a 20 pum.

Num estudo anterior onde foi aplicado um protocolo de FISH a células obtidas de
biofilmes apds sonicacdo dos cupbes, o problema com a matriz ndo foi relatado e a
quantificacdo celular foi realizada [143]. Uma vez que o método de destacamento usado
foi 0 mesmo, as células apresentariam também a matriz ao seu redor, no entanto, neste
estudo as sondas utilizadas eram de PNA, que como ja referido na seccdo 2.4.1 é um
analogo de acido nucleico que ndo apresenta carga. Esta propriedade do PNA faz que
sejam capazes de atravessar a matriz sem interagir com 0s inUmeros compostos
carregados que 14 se encontram, explicando o motivo para neste estudo terem sido obtidos

sinais que permitiram a quantificacédo celular.

Figura 21 — Imagem de microscopia de epifluorescéncia de uma suspensao celular obtida
apos sonicacdo de um biofilme misto formado em cupdes de silicone ao fim de 48h
marcada com uma sonda de PNA especifica para E. coli realizando o protocolo de FISH
em suspensdo A barra de escala corresponde a 20 pm.
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De forma a explorar a hipdtese de interacdo ionica entre as sondas e 0s componentes
da matriz, foi testada uma sonda de PNA especifica para E. coli. No entanto, como se
pode observar na Figura 21, mesmo utilizando esta sonda sem carga, o sinal obtido foi
demasiado baixo para permitir a quantificacao celular.

Para todas as hipoteses formuladas para tentar explicar o motivo da obtencdo de
intensidades de florescéncia tdo baixas quando aplicado o protocolo de FISH a suspensoes
celulares resultantes da sonicagdo dos biofilmes existiram evidéncias que as contrariam.

Apesar dos baixos sinais ndo especificos obtidos em amostras de biofilme sonicado,
quando o protocolo de FISH foi aplicado em biofilmes ndo destacados dos cupdes, foi
possivel obter sinais bastante bons e aparentemente especificos como se pode ver na
Figura 23. Estes sinais poderdo dever-se a utilizagdo de metanol, uma vez que este ndo é
usado no protocolo de FISH tanto em amostras em lamina como em suspensao, mas existe
uma fixacdo prévia com metanol quando o protocolo é aplicado em cupédo. Ensaios
realizados em amostras de biofilme sonicado onde foi aplicada uma fixag&o prévia com
metanol em diferentes condi¢fes resultou em sinais mais elevados, no entanto estes ndo

foram especificos, como se pode ver na Figura 22.

Figura 22 — Imagem de microscopia de epifluorescéncia de uma suspensdo celular
marcada com FISH, obtida apds sonicacdo (10s, 25% de amplitude) de biofilmes mistos
formados em cupdes de silicone ao fim de 24h. Foi realizada uma fixacdo com 500 ul de
metanol 100% (v/v) por 40 minutos a temperatura ambiente antes de aplicar o protocolo
de FISH em suspenséo. A barra de escala corresponde a 20 um.

Assim, a quase inexisténcia de sinal em amostras de biofilmes sonicados parece
resultar de problemas de penetracdo por parte das sondas que, como explicado

anteriormente, ndo deverdo dever-se a matriz em torno das células. No entanto, apesar do
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problema de penetracdo ser resolvido recorrendo a uma fixacao prévia em metanol 100%
(v/v), mantem-se o problema da especificidade, sendo necessarios mais ensaios de forma
a definir um protocolo de FISH que possa ser aplicado a amostras provenientes da
sonicacao de biofilmes.

Outra possivel razdo para a auséncia de sinal, que ndo foi testada, foi a propria
sonicagdo, uma vez que em estudos anteriores realizados no laboratério verificou-se que
as células marcadas com DAPI ap6s terem sido sonicadas apresentaram uma reducao no
sinal (dados nédo publicados).

De forma a avaliar a distribuicdo espacial das diferentes bactérias e averiguar a
presenca de estruturas definidas, biofilmes com 192h formados em silicone foram
marcados recorrendo a FISH e visualizados num microscopio confocal. Como se pode
ver na Figura 23, foi possivel marcar as células do biofilme recorrendo ao protocolo de
FISH, obtendo-se sinais positivos em todos os casos. Como se pode ver pelas imagens
3D, ndo parece haver nenhum tipo de estrutura tanto em biofilmes simples como em
mistos, verificando-se apenas a existéncia de canais, evidenciados pelas regides nao
marcadas nas visualizacBes de topo dos biofilmes Estes canais permitem a circulacdo de
nutrientes para as regides mais interiores dos biofilmes assim como a remocgdo de
subprodutos [152]. A fixacdo dos biofilmes em cupdo leva a sua desidratacdo, o que
provoca um colapso do mesmo, podendo assim ocultar possiveis estruturas presentes em
biofilmes hidratados.

Segundo Elias e Banin existem trés tipos gerais de organizacdo em biofilmes mistos:
co-agregacdo; microcolonias e em camada. Na organizacdo em microcolénias, cada
espécie forma microcol6nias que se encontram adjacentes umas as outras, enquanto em
camadas existe uma tendéncia das diferentes espécies de se concentrarem em diferentes
camadas. Na co-agregacdo as espécies encontram-se misturadas em todo o biofilme
facilitando a interacéo entre as espécies[153]. Como se pode ver pela Figura 23 ¢, as duas
especies estudadas apresentam-se misturadas em toda a regido do biofilme visualizada,
ou seja, estas duas espécies desenvolvem-se em co-gregacao, um tipo de organizagao ja
evidenciado em estudos de biofilmes mistos em modelos de cateteres urinarios [145].

Pela Figura 23 c, pode-se concluir que as sondas marcaram especificamente as duas
especies, apesar de existir bastante sobreposi¢éo entre as duas. Esta sobreposicéo de sinais
era esperada pois estas duas espécies desenvolvem-se em co-agregacdo, observando-se

sobreposicao das proprias células em todo o biofilme.
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Figura 23 — Imagens de microscopia confocal de biofilmes simples e mistos com 192h
formados em cupd@es de silicone. A esquerda encontram-se imagens 3D de uma seccéo de
126,52 x 126,52 um e a direita a sua respetiva visualiza¢do do topo de a biofilme de A.
xylosoxidans marcado com a sonda 6122, b biofilme de E. coli marcado com a sonda 6120;
¢ biofilme misto marcado com ambas as sondas.

Apesar de ndo ter sido possivel obter resultados viaveis para a quantificacdo de células
cultivaveis em biofilmes formados em PEO, biofilmes com 192h foram também
visualizados recorrendo a microscopia confocal. Uma vez que a partir das 48 horas de
formacéo os biofilmes aderidos ao PEO comegaram a destacar, foi necessario identificar
zonas do cupdo em que se encontrava biofilme que aparentava ndo se ter destacado
durante as 192 horas de formagéo.

Como se pode verificar na Figura 24, tal como acontece em biofilmes formados em
silicone, nos biofilmes formados em PEO as celulas crescem em co-agregacao, nédo

existindo estruturas visiveis nos biofilmes a excecdo de canais. Na Figura 24 c, verificou-
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se que as sondas foram especificas, havendo como era esperado bastante sobreposi¢édo

entre as duas.

< &7 IR,

Figura 24 - Imagens de microscopia confocal de biofilmes simples e mistos com 192h
formados em cupdes de PEO. A esquerda encontram-se imagens 3D de uma seccdo de
126,52 x 126,52 um e a direita a sua respetiva visualizacdo do topo de a biofilme de A.
xylosoxidans marcado com a sonda 6122, b biofilme de E. coli marcado com a sonda
6120; ¢ biofilme misto marcado com ambas as sondas.
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5. Conclusoes e Trabalho Futuro
5.1. Conclusdes

Neste trabalho foi estudada a interagdo entre espécies patogénicas e ndo patogénicas
em biofilmes que originam CAUTI, utilizando como modelo a espécie patogénica E. coli
e a espécie ndo patogénica A. xylosoxidans, AUM para simular a urina e cupdes de
silicone e PEO de forma a simular a superficie dos cateteres urinarios.

De forma a distinguir entre as diferentes espécies utlizadas foi testada, pela primeira
vez, a utilizagao de sondas de LNA ¢ 2’0OMe. Os ensaios de otimizacao das condic¢des do
protocolo de FISH demonstraram a possibilidade de distinguir as duas espécies fixando
as células com paraformaldeido e etanol. No passo de hibridacdo foi usada solucdo de
hibridagdo (50 mM Tris-HCI, 900 mM NaCl, 500 mM Ureia e 200 nM de cada sonda),
uma temperatura de 57°C durante 90 minutos, seguida de uma lavagem com solucédo de
lavagem (5 mM Tris Base, 15 mM Cloreto de Sédio, 1 % (V/V) Triton-X) por 30 minutos
a 57°C. No entanto, ao realizar este protocolo em amostras de biofilme obtiveram-se
sinais baixos e ndo especificos. Vérias hipoteses foram formuladas para explicar estes
resultados: a utilizacdo de AUM na formacao dos biofilmes, um meio mais pobre que o
TSA que foi usado durante a otimizacdo; a deficiéncia nutricional das células que se
encontram no interior do biofilme e consequente diminuicdo do contetdo ribossomal;
presenca de matriz ao redor das células que funcionou como uma barreira a difusdo das
sondas e a presenca de compostos carregados na matriz que formaram interacdes idnicas
com as sondas. No entanto, apds testes realizados de forma a comprovar estas hipoteses,
os resultados obtidos refutaram todas as hipdteses.

Os ensaios preliminares usando cupdes de silicone demonstraram a impossibilidade de
utilizar biofilmes com mais de 192 horas, pois a partir deste tempo os biofilmes
encontravam-se demasiado envelhecidos, ocorrendo ndo s6 a perda de parte do biofilme
por destacamento do mesmo, mas também uma forte adesdo ao cupdo, impossibilitando
a completa remocéo do biofilme. Ao realizar os ensaios em cupdes de PEO, estes dois
fendmenos ocorreram a partir das 48 horas, impedindo a comparacao de comportamentos
dos biofilmes formados a superficie de silicone e de PEO. O rapido desenvolvimento do
biofilme na superficie de PEO demonstrou uma desvantagem da utilizagdo deste material
em cateres urinarios, pois quanto mais lento for o desenvolvimento do biofilme, mais
tempo os profissionais de satde dispdem para tratar este tipo de infe¢des urinarias.

Os ensaios de cultivabilidade realizados ao longo de 192 horas em biofilmes mistos

formados em silicone demonstraram uma tendéncia para a diminui¢cdo do nimero de
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células cultivaveis de E. coli devido a interacdo com A. xylosoxidans, no entanto tal ndo
se verificou a nivel estatistico. Os resultados envolvendo biofilmes apresentaram uma
variabilidade entre ensaios, demonstrada pelos grandes desvios padrdo obtidos, o que
pode ocultar efeitos muito subtis da espécie A. xylosoxidans no crescimento de E. coli.
No entanto, o efeito da interacao entre as duas espécies no crescimento de A. xylosoxidans
foi mais notdrio. Nas primeiras 24 horas, a presenca de E. coli prejudicou o crescimento
de A. xylosoxidans, no entanto, apds as 48 horas esta interacdo foi benéfica, tendo sido
obtidos maiores valores de células cultivaveis em biofilmes mistos. Este beneficio pode
ter resultado de algum metabolito produzido por E. coli que a espécie ndo patogénica foi
capaz de utilizar como fonte de nutrientes, ou através da transferéncia horizontal de genes
benéficos para o crescimento da A. xylosoxidans.

A analise de biofilmes ndo sonicados marcados com FISH recorrendo a microscopia
confocal permitiu avaliar a distribuicdo das duas espécies, concluindo-se que as duas
bactérias desenvolvem-se em co-agregacdo, ou seja encontram-se misturadas por todo o
biofilme, ndo havendo um agrupamento preferencial definido. Esta andlise tambeém
permitiu avaliar a estrutura dos biofilmes, ndo tendo sido, no entanto, verificada a
presenca de estruturas definidas em qualquer tipo de biofilme, excepto canais. O facto de
0 protocolo de FISH ter funcionado em biofilmes em cupdo, mas ndo em amostras de
biofilmes sonicados levou a conclusdo que houve um problema de penetracdo por parte
das sondas. A diferenca entre o protocolo em suspensdo e em cupéo consiste numa fixacéo
prévia com metanol em biofilmes em cupéo e a aplicacdo deste passo em amostras de
biofilme sonicado resultou num aumento do sinal, mantendo-se no entanto a falta de

especificidade.

5.2. Propostas de trabalho futuro

Uma vez que na realizacdo deste trabalho ndo foi possivel utilizar uma estirpe
patogénica de E. coli, tendo-se utilizado em vez disso uma estirpe ndo patogenica, em
trabalhos futuros deverdo ser realizados ensaios de forma a verificar se 0 comportamento
observado pela estirpe utilizada é representativo do comportamento de uma estirpe
patogénica.

De forma a utilizar as sondas com o desenho aqui testado para a quantificacdo de
células, serdo necessarios mais testes de forma a resolver o problema de penetracédo
encontrado. Uma vez que uma fixagdo prévia com metanol resultou em intensidades de

fluorescéncia maiores, diferentes tempos e concentragdes de metanol devem ser testadas
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de forma a potenciar a intensidade de fluorescéncia obtida. Além do metanol, podem ser
usados diferentes métodos de permeabilizagdo, como por exemplo formacéo de poros na
parede celular das células usando lisozima.

De forma a comprovar se a sonicacdo podera ter sido o fator responsavel pela obtencao
dos baixos sinais obtidos, deverao ser aplicados protocolos de FISH suspensdes celulares
de células plancténicas apds terem sido sujeitas a uma sonicacdo idéntica a usada para
destacar os biofilmes. Deverdo também ser formados biofilmes e estes removidos dos
cupdes utilizando, por exemplo, raspagem realizando-se depois um protocolo de FISH
nas suspensdes celulares obtidas.

As condi¢des de hibridacdo e de lavagem também devem ser alteradas, de forma a
aumentar a estringéncia destes dois passos com a finalidade de evitar sinais néo
especificos, como os obtidos fixando com metanol.

Analises a composicdo do meio dos biofilmes através de, por exemplo, cromatografia
liquida de alta performance (high-performance liquid chromatography - HPLC) poderdo
indicar se existe algum tipo de interacdo metabdlica entre estas duas bactérias. De forma
a determinar se a transferéncia horizontal de genes podera ser 0 motivo para a interacdo
verificada entre as duas espécies, devem ser realizadas analises genéticas utilizando, por
exemplo, técnicas de PCR.

Neste trabalho foi feita uma primeira abordagem ao design de um modelo de cateter
urinario. Em trabalhos futuros, numa tentativa de aproximar o modelo a realidade, devem
ser realizados ensaios com agitacdo, de forma a simular as tencdes de corte verificadas
no interior dos cateteres assim como a comparacdo simultanea de um maior nimero de
materiais, de forma a determinar qual dos diversos materiais atualmente usados em
cateteres urinarios impede ou atrasa mais eficazmente a formacao e desenvolvimento de

biofilmes.
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