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Introduciao

A resisténcia antimicrobiana (AMR) representa uma crise de saude publica global,
com projecdes indicando até¢ 10 milhdes de mortes anuais até 2050 [1]. Em infecgdes
cronicas severas, como feridas diabéticas e fibrose cistica, a coinfec¢ao por Pseudomonas
aeruginosa ¢ Staphylococcus aureus resulta em falhas terapéuticas frequentes. O desafio
clinico central ¢ que sob estresse competitivo, o S. aureus adota um fenotipo de
sobrevivéncia chamado Variantes de Pequenas Colonias (SCVs), caracterizado por
metabolismo reduzido e crescimento extremamente lento [2]. As SCVs sao
rotineiramente ndo detectadas (falsos-negativos) em métodos de cultura padrao de 24
horas, mascarando a verdadeira etiologia da infec¢do e induzindo prescrigdes antibidticas
ineficazes [3].

Para superar esta barreira diagndstica, a espectroscopia de infravermelho de
campo proximo com radiacdo sincrotron (SINS) surge como uma tecnologia disruptiva.
O SINS combina a resolucao topografica da Microscopia de For¢a Atdmica (AFM) com
a sensibilidade quimica do nano-FTIR, permitindo a identificagdo molecular de células
bacterianas individuais com resolugdo espacial de 25 nm [4]. A aplicacdo desta tecnologia
na linha IMBUIA do Sirius tem potencial de revolucionar a deteccdo de SCVs,
estabelecendo novas bases para diagnostico rapido e preciso de infec¢des cronicas.

Estado da arte

O diagnostico clinico atual de infecgdes associadas a biofilmes depende de
métodos dependentes de cultura que falham sistematicamente na detecgdo de SCVs.
Embora sequenciamento 16S rRNA ofereca precisdo na identificagdo de espécies, ndo
fornece informacdes sobre o estado fenotipico ou metabolico das bactérias [5]. A
microscopia confocal permite visualizagdo da arquitetura do biofilme, mas exige
fluor6foros que alteram a fisiologia celular [6].

A espectroscopia microFTIR ¢ uma ferramenta label-free promissora, capaz de
diferenciar espécies bacterianas através de assinaturas vibracionais de proteinas, lipidios
e acidos nucleicos [7]. Contudo, a identificacdo de SCVs individuais em matriz
polimicrobiana densa requer resolu¢do nanométrica.

O SINS integra um AFM operando em modo espalhamento (s-SNOM) com
radiacdo infravermelha sincrotron de banda larga. A ponteira do AFM concentra o campo
elétrico em seu apice, superando o limite de difracdo [8]. Estudos recentes demonstraram
que nano-FTIR identifica bactérias em nivel de célula Gnica com 100% de precisdo,
baseando-se em vibragdes moleculares da parede celular e citosol [9]. A aplicagdo do
SINS para detec¢ao direta de SCVs em biofilmes mistos representa uma fronteira
inexplorada com imenso potencial para tradugao clinica.
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Objetivo Geral: Desenvolver uma abordagem analitica inovadora para detec¢ao
e caracterizacdo em nanoescala de Variantes de Pequenas Colonias (SCVs) de S. aureus
em biofilmes polimicrobianos com P. aeruginosa, utilizando SINS (AFM + nano-FTIR)
e microFTIR, visando aprimorar o diagndstico de infec¢des cronicas.

Objetivos Especificos:

(1) Estabelecer protocolos otimizados para cultivo de biofilmes sobre substratos
de ouro, garantindo compatibilidade e amplificagdo de sinal para analises de
infravermelho;

(2) Mapear heterogeneidade quimica em escala micrométrica utilizando
microFTIR;

(3) Empregar SINS para adquirir simultaneamente topografia (AFM) e assinatura
quimica (nano-FTIR) de células individuais com resolugcdo de 25 nm, estabelecendo
marcadores espectrais para diferenciagdo entre fendtipo selvagem e SCVs;

(4) Correlacionar assinaturas nanoespectroscopicas com dados de viabilidade por
Microscopia Confocal, validando SINS como ferramenta diagnostica.

Metologia

Cultivo de Biofilmes: Cepas de P. aeruginosa (PA14) e S. aureus (Newman)
serdo cultivadas em meio TSB sobre substratos de silicio revestidos com ouro. O ouro
amplifica o sinal optico de campo proximo em até 10 vezes, minimizando artefatos de
substrato [9]. Biofilmes serdao incubados a 37 °C para induzir formagao de SCVs no co-
cultivo.

MicroFTIR: Mapas hiperespectrais serao adquiridos na linha IMBUIA em modo
reflexdo (4000-800 cm™), permitindo avaliagdo global da composi¢do da matriz
extracelular e selecao de regides para investigagdo nanométrica.

SINS (AFM + nano-FTIR): A ponteira do AFM fara varredura da superficie do
biofilme, gerando imagens topograficas de alta resolucdo. Simultaneamente, radiacio
infravermelha sincrotron focada permitird coleta de espectros nano-FTIR pontuais
(resolucdo 25 nm) em células individuais, identificando alteragdes nas bandas de Amida
I/IT e marcadores de metabolismo energético caracteristicos de SCVs.

Microscopia Confocal: Amostras cultivadas paralelamente serdo analisadas com
marcadores fluorescentes de viabilidade (LIVE/DEAD) e sondas especificas para
diferenciar espécies, permitindo correlacdo com achados nanoespectroscopicos.

Analise Espectroscopica: Espectros de nano-FTIR e micro-FTIR serdo
submetidos a Analise de Componentes Principais (PCA) e Analise Discriminante por
Minimos Quadrados Parciais (PLS-DA) para classificagdo de células e desenvolvimento
de modelo preditivo para identificacdo automatizada de SCVs.

Cronograma de atividades

Més Atividades

01 Revisdo bibliogrifica aprofundada

02 Treinamento em biosseguranga e cultivo

03 Cultivo de biofilmes monoespécies em

substrato de ouro

04 Cultivo de biofilmes mistos

05 Caracterizag¢ao por Microscopia Confocal
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06 Validacao e viabilidade e arquitetura dos
biofilmes
07 Analise por microFTIR
08 Processamento espectral
09 Analises por SINS e processamento dos
dados
10 Anélises por SINS e processamento dos
dados
11 Redacao final e submissao
12 Redagao final e submissao
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