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Resumo

O biomaterial Fibrina Rica em Plaquetas (PRF) € um hemoderivado utilizado em medicina regenerativa,
que apresenta capacidade de regeneragao de tecidos ja comprovada em varios estudos em medicina
humana e veterinaria. Este potencial regenerativo dos tecidos deve-se a sua elevada concentragdo em
fatores de crescimento e citocinas, derivados de plaquetas e leucécitos. Para além das suas
propriedades regenerativas, alguns estudos em medicina humana demonstraram que os PRF
apresentam, também, atividade antimicrobiana in vitro. O conhecimento relativo a utilizagdo deste
biomaterial em medicina veterinaria € mais limitado, e maioritariamente relacionado com a sua atividade
como agente promotor da cicatrizacdo de feridas cuténeas, oculares e defeitos maxilo-faciais. A

informacao relativa as suas propriedades antimicrobianas em medicina veterinaria € muito reduzida.

Este trabalho de investigagdo teve como objetivo estudar a atividade antimicrobiana, in vitro, dos PRF
de origem canina sobre trés agentes bacterianos frequentemente encontrados em feridas cutaneas

caninas infetadas - Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa.

Os coagulos de PRF foram obtidos através da metodologia de uma uUnica centrifugagao de sangue total
de doadores caninos, e a avaliagao das propriedades antibacterianas dos PRF foi avaliada através do
método da difusdo em placas de agar de Mueller-Hinton previamente inoculadas com suspenséao
bacteriana de cada agente bacteriano testado, durante um periodo de trés dias. O procedimento foi
realizado em 17 amostras de caes. Em 16 animais foi possivel avaliar a atividade bacteriana dos PRF
em duplicado sobre os trés agentes bacterianos em estudo, para validagao dos resultados obtidos. Foi
ainda avaliada a atividade antimicrobiana do soro autélogo, recolhido apés a centrifugagdo do sangue
do animal dador, sobre os trés agentes microbianos em estudo.

Os resultados demonstraram atividade antibacteriana dos PRF nas trés espécies bacterianas testadas,
tendo diferentes comportamentos ao longo dos trés dias de incubagdo. A atividade antibacteriana
manteve—se constante ao longo dos trés dias sobre E. coli b., diminui sobre P. aeruginosa b. e
aumentou sobre S. aureus b.. A atividade antibacteriana dos PRF de animais ndo castrados sobre P.
aeruginosa b. as 24 horas de incubacgao foi significativamente superior a dos animais nao castrados (P
< 0.05). Nao foi observada atividade antimicrobiana do soro autélogo sobre nenhum dos trés agentes

microbianos em estudo.

Em conclusao, o PRF é um biomaterial de facil obtengéo, que necessita de um baixo volume de amostra
€ possui atividade antimicrobiana que complementa as suas propriedades regenerativas e analgésicas.
A sua acgdo duradoura remete para a libertacdo gradual e temporal de fatores de crescimento e
citoquinas que sao essenciais para a sua atividade antimicrobiana. Os resultados obtidos sugerem que
a terapia com PRF podera ser uma opcgao terapéutica alternativa e/ou complementar a antibioterapia
em céaes. Sao, no entanto, necessarios mais estudos para avaliar a sua atividade antimicrobiana in

vivo, assim como avaliar a sua atividade noutras espécies animais e sobre diferentes agentes



infeciosos. Para além disso, numa perspetiva Onehealth, a informagao obtida podera ser complementar

com a obtida em diferentes estudos em medicina humana.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, cées, Escherichia coli, fibrina rica em plaquetas,

medicina regenerativa, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus



Abstract

The biomaterial platelet-rich fibrin (PRF) is a blood derivative used in regenerative medicine, which has
a tissue regeneration capacity previously proven in several studies in human and veterinary medicine.
This tissue regenerative potential is due to its high concentration of growth factors and cytokines, derived
from platelets and leukocytes. In addition to their regenerative properties, some studies in human
medicine have shown that PRF also have antimicrobial activity in vitro. The knowledge regarding the
use of this biomaterial in veterinary medicine is more limited, and mostly related to its activity as a
promoting agent for the healing of cutaneous and ocular wounds and maxillofacial defects. Information

regarding its antimicrobial properties in veterinary medicine is scarce.

This study aimed to study the in vitro antimicrobial activity of canine PRF on three bacterial agents
frequently found in infected canine skin wounds - Escherichia coli, Staphylococcus aureus and

Pseudomonas aeruginosa.

The PREF clots were obtained using the methodology of a single centrifugation of whole blood collected
from canine donors, and the evaluation of the antibacterial properties of the PRF was evaluated through
the diffusion method on Mueller-Hinton agar plates previously inoculated with bacterial suspension of
each bacterial agent tested, over a period of three days. The procedure was performed on 17 samples
of dogs. In 16 animals, it was possible to evaluate the bacterial activity of PRF in duplicate on the three
bacterial agents under study, to validate the results obtained. The antimicrobial activity of the autologous
serum collected after centrifuging the blood of the donor animal on the three microbial agents under

study was also evaluated.

The results showed antibacterial activity of PRF in the three bacterial species tested, with different
behaviors over the three days of incubation. The antibacterial activity remained constant over the three
days on E. coli b., decreased on P. aeruginosa b. and increased on S. aureus b.. The antibacterial
activity of PRF from intact animals on P. aeruginosa b. at 24 hours of incubation was significantly higher
than that of spayed animals (P < 0.05). No antimicrobial activity of autologous serum was observed on
any of the three microbial agents under study.

In conclusion, PRF is an easily obtainable biomaterial, which requires a low sample volume and has
antimicrobial activity that complements its regenerative and analgesic properties. Its lasting action is
probably due to the gradual and temporal release of growth factors and cytokines that are essential for
its antimicrobial activity. The results obtained suggest that PRF therapy may be an alternative and/or
complementary therapeutic option to antibiotic therapy in dogs. However, further studies are needed to
assess its antimicrobial activity, in vivo, as well as to assess its activity in other animal species and on
different infectious agents. Moreover, from a Onehealth perspective, the information obtained may be

complementary to that obtained in different studies in human medicine.



Key-words: Antimicrobial activity, dogs, Escherichia coli, platelet — rich fibrin, regenerative medicine,

Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus



Introducéao

A Medicina Regenerativa € uma area clinica recente na medicina veterinaria, que tem como objetivo
principal reparar tecidos que foram danificados/destruidos, utilizando componentes biolégicos que
estimulam os tecidos e 6rgaos a sintetizar um tecido novo, morfologicamente e funcionalmente idéntico
(Barrett, 2016). Temos o exemplo da utilizagdo de plasma rico em plaquetas (PRP) em lesdes oculares
(L. Alio et al., 2012), ou a utilizagao de células estaminais em doengas como leucemia ou osteoartrite
(Fortier & Travis, 2011).

A fibrina rica em plaquetas (PRF) é um hemoderivado que é atualmente frequentemente utilizado em
medicina humana, especialmente em areas como a medicina dentéria, a cirurgia maxilofacial e a
cirurgia plastica (Dohan Ehrenfest et al., 2010). Mais recentemente tem sido proposto em medicina
humana e veterinaria na cicatrizagdo de feridas cutdneas (Naik et al., 2013; Ozer & Colak, 2019;
Pitzurra et al., 2020; Soares, Babo, Reis, et al., 2021). O PRF caracteriza-se como sendo um
concentrado de plaquetas de 22 geragao, constituido por uma matriz de fibrina com uma elevada
concentracdo de plaquetas e leucdcitos (Mallmann et al., 2014). E obtido apds centrifugagdo de
amostras de sangue total colhidas para tubos sem anticoagulante. Apos a centrifugagao, obtém-se trés
fracOes diferentes no tubo de colheita: a) fragdo composta pelos eritrocitos; b) coagulo de PRF; ¢) soro
acelular, também referido como soro autélogo, (Fig. 1. a) (Dohan et al., 2006; Soares, Babo, Reis, et
al., 2021). Por sua vez, o PRF possui duas regides distintas: a platetet-rich area, constituida
por leucécitos e por plaquetas, compreendendo a camada flogistica; e a platelet-poor area, que
¢é constituida pela matriz de fibrina que da forma ao coagulo, sendo esta acelular (Fig. 1. b. c) (Aizawa
et al., 2020).

A atividade regenerativa deste biomaterial ja foi demostrada por varios autores tanto em medicina
humana como em medicina veterinaria (Ozer & Colak, 2019; Soares et al., 2018; Soares, Babo, Faria,
et al., 2021; Soares, Dias, et al., 2021). Nos trabalhos ja existentes, o potencial regenerativo dos PRF
esta relacionado com a sua capacidade de atuar como um agente tissue-filler, para além de induzir a
sintese de tecido de granulagdo de forma rapida e efetiva, contribuindo para uma aceleragdo no
processo de encerramento da ferida (Joseph Choukroun et al., 2006).

Um parametro importante e considerado como um dos pontos mais criticos na regeneragao dos tecidos
séo as infegdes bacterianas associadas, sendo uma das maiores causas de morbilidade associadas a
feridas agudas e cronicas, e mesmo de mortalidade quando se trata de agentes bacterianos
multirresistentes (Kennewell et al., 2019). As infe¢des bacterianas sdo as mais prevalentes e podem
ser de dificil resolugcédo (Bowler et al., 2001), uma vez que as bactérias tém capacidade de criar um
biofilme que lhes confere resisténcia a varios antibiéticos (Negut et al., 2018; Padhy et al., 2014).
Grande percentagem das feridas cutdneas diagnosticadas em contexto clinico sdo devidas a
deiscéncia de feridas antigas, a mordeduras e atropelamentos (Kozar et al., 2018).

Para além da sua agédo promotora da regeneragao tecidular (atribuida maioritariamente as plaquetas),
estudos recentesem  medicina humana e  veterindria mostraram que os PRF
apresentam também capacidade antimicrobiana e analgésica (Soares, Babo, Faria, et al., 2021;

Soares, Dias, et al., 2021), provavelmente devido a presenga dos leucécitos e plaquetas (Aquino-



dominguez et al., 2021; Castro et al., 2019; Cieslik-Bielecka et al., 2019; Feng et al., 2020). Assim, o
importante papel dos PRF na regeneracéo tecidular de feridas/lesdes cutaneas é complementado pela

sua inerente atividade antimicrobiana (Ellis et al., 2018; Reinke & Sorg, 2012).

a b)

Soro acelular Coégulo de fibrina

Coagulo de fibrina
(PRF)

Camada flogistica

Fragdo vermelha
(eritrécitos)
Fracado vermelha

c)

Figura 1. a) Coagulo de PRF polimerizado, apds o periodo de repouso; b) Coagulo de PRF antes da

remocéao da fragao vermelha; ¢) Coagulo de PRF apds a remocao da fragdo vermelha.

No entanto, o conhecimento relacionado com as propriedades antimicrobianas dos PRF em medicina
veterinaria é ainda escasso. Assim, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a existéncia de
atividade antibacteriana associada aos PRF de origem canina, de forma a sustentar a utilizagdo da
terapia-PRF na clinica de animais de companhia. Adicionalmente, foi igualmente estudada a
capacidade antimicrobiana do soro autélogo. Para cumprir com o objetivo proposto, foi testada a
atividade antimicrobiana de PRF e soro autélogo canino sobre trés estirpes de agentes microbianos
frequentemente encontrados em feridas cutaneas, em caes e gatos: Escherichia coli b., Staphylococcus

aureus b. e Pseudomonas aeruginosa b. (Abrahamian & Goldstein, 2011; Kozar et al., 2018).

Materiais e Métodos

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica da Escola Universitaria Vasco da Gama

(Parecer 08/2022) e foi realizado com o consentimento informado de cada tutor (Anexo ).

Colheita de sangue
As amostras de sangue foram colhidas em animais considerados clinicamente saudaveis, que foram
apresentados para avaliagdo do estado geral de saude do animal. Realizou-se tricotomia e assepsia

cirurgica do local de colheita. Procedeu-se a recolha de 11 mL de sangue da veia jugular, utilizando



uma agulha de 21 gauge e uma seringa com capacidade de 12 mL. Apés colheita, o sangue total foi
colocado em tubos com EDTA e tubos com heparina (0.5 mL em cada tubo) para realizagdo de
hemograma e bioquimica sanguinea. Dividiram-se os restantes 10 mL de sangue colhido em dois tubos
de polipropileno estéreis com a capacidade de 5mL. A metodologia utilizada no presente estudo permite

uma amostragem em duplicado de cada animal, obtendo-se dois PRF por animal dador.

Preparagao dos PRF e Soro Autélogo

Para a preparacao dos PRF foi utilizado um protocolo adaptado previamente descrito para animais de
companhia (Soares, Babo, Faria, et al., 2021). Imediatamente apds a colheita para tubos de
polipropileno, o sangue total foi centrifugado a uma velocidade de 3500 rpm (aproximadamente, 9609g)
durante 10 minutos, com um rotor de angulo fixo, com um raio de 75 mm (considerado na zona do tubo
de interesse, correspondente a zona rica em plaquetas e leucécitos do PRF, dentro do tubo). Apds a
centrifugacado do sangue, os PRF foram deixados a repousar dentro dos respetivos tubos durante 60
minutos a temperatura ambiente para a polimerizagao.

Concluido o tempo de polimerizagdo de cada PRF, procedeu-se a sua preparagao, utilizando uma
técnica asséptica em todo o procedimento. Neste processo, a fragao vermelha do coagulo obtido foi
removida, sendo apenas aproveitada a fibrina polimerizada, que contém a designada camada flogistica
(leucdcitos e plaquetas). Cada PRF foi cortado em 4 porgdes similares, com o auxilio de uma pinga e
tesoura esterilizadas (Fig. 2). Cada fragdo de PRF obtida foi imediatamente colocada num microtubo
tipo eppendorf esterilizado, e armazenado a temperatura de refrigeragdo (5+3°C) até ao momento da
inoculagao nas placas de Mueller-Hinton, num periodo ndo superior a 15 minutos em todos os casos.
Colheu—se também soro autdlogo a partir das preparagdes dos PRF, e foi impregnado nos discos de
papel esterilizados. Em cada placa colocaram-se duas amostras de PRF ou soro autélogo, um controlo
positivo e um controlo negativo. As placas foram colocadas em estufa a 37°C durante 72 horas (Fig.
2).

Pesquisa de atividade antibacteriana

A pesquisa de atividade antibacteriana foi realizada por método de difusdo, com adaptagao da técnica
de Kirby-Bauer, utilizada no teste de sensibilidade a antibidticos e de acordo com a padronizagao
descrita pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (Matuscheket al.,
2014) (Anexo II).

A atividade antibacteriana dos PRF e do soro autélogo foi avaliada em cultura pura de S. aureus b., P.
aeruginosa b. e E. coli b.. As amostras de PRF e de soro (10uL) foram testadas em duplicado em placa
com 9 mL de Agar Mueller-Hinton (MH), juntando-se, em cada placa, um controlo negativo (disco de
papel estéril) e um controlo positivo (disco de papel impregnado com antibiético inibidor decrescimento
bacteriano) para cada agente testado. Assim, foram utilizados discos de tobramicina (10ug),
piperacilina (100ug) e amicacina (30ug) como controlo positivo para S. aureus b., P. aeruginosa b. e E.

coli b., respetivamente.



Apds a aplicagao dos PRF e dos soros nas placas previamente inoculadas com a suspensao bacteriana
de cada uma das trés espécies testadas, foi pesquisada a inibicdo de crescimento na zona periférica a
amostra, com medi¢ao do raio de inibicdo em milimetros (mm), apos 24 horas, 48 horas e 72 horas de

incubagédo em atmosfera de aerobiose e a 37° C.

Placas MH inoculadas
com bactérias

Centrifugacdo
3500 rpm, 10 min,
angulo fixo de 45°,
com um raio 7,5 cm

positivo e um
controlo negativo

/ 2 amostras de
soro, um controlo

Estufa a 37°C,
durante 72 horas

_ L

Colheita de Polimerizaco o (1h do Corte do 6

sangue total coagulo (1 hora) coagulo em 4 5
partes iguais

2 amostras de
PRF, um controlo
positivo e um
controlo negativo

Figura 2. Etapas do procedimento desde a colheita de sangue até a inoculacao dos PRF e soros
autdlogos correspondentes em placas com Agar Mueller-Hinton previamente inoculadas com

suspensao bacteriana.

Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa Statistical software R (V. 3.3.6), (R Development
Core Team (2020) R: A Language and Environment for Statistical Compunting. R Foundation for
Statistical Compunting, Vienna, Austria).

Os resultados estdo apresentados na forma de medianas e intervalo interquartil. Adicionalmente,
investigou-se a relagao entre a concentragao sérica de plaquetas (PLT), leucécitos (WBC), idade, peso
e os halos de inibigdo, usando o coeficiente de Spearman (rs). Para avaliar a significancia estatistica
das diferengas observadas entra sexo, estado reprodutivo, raga e os halos de inibigdo foi usado o teste
Mann—Whitney nao paramétrico. Um valor de P < 0.05 foi considerado como estatisticamente

significativo.



Resultados

Caracterizagcao da populagao dadora

Neste estudo foram colhidas amostras sanguineas de18 caes saudaveis, com idades entre os dois e

os 12 anos. Destes animais, 11 eram fémeas, sendo 10 castradas; dos sete machos incluidos no

estudo, cinco encontravam-se castrados. Os animais apresentaram peso entre 10 Kg e 52 Kg. A maioria

dos animais (n=13) era de raga pura, que incluia Cane Corso (n=2), West Higland White Terrier (n=2),

Bull Terrier (n=2), Siberian Husky (n=1), Epagneul Breton(n=1), Bulldogue Francés (n=1), Cocker

Spaniel (n=1), Ledo da Rodésia (n=1), Podengo (n=1), Weimaraner (n=1); 5 cdes nao tinham raca

definida (SRD) A caracterizagdo da populagao incluida no estudo e os seus dados hematolégicos sédo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Caracterizagdo e dados hematoldgicos da populagao dadora.

Caracterizagao da populagao dadora

Hemograma-Concentragoes celulares

Animal n°. | Idade (anos) Sexo Est. Reprod. Raga Peso (Kg) | PLT (x10~3/uL) WBC (x10~3uL) RBC (x10”6uL)
1 2 F Castrado A 17,00 186,00 9,15 6,60
Epagneul Breton
2 9 B Castrado Indefinida 21,00 240,00 8,05 7,41
3 3 M Castrado Pura. 30,00 85,00 9,17 7,25
Bull Terrier
4 6 M Castrado Indefinida 37,00 288,00 17,27 7,03
Pura
5 12 F Castrado West Highland 10,00 326,00 12,76 6,86
White Terrier
6 6 M Inteiro e 35,00 180,00 10,97 6,27
Siberian Husky
Pura
7 6 F Castrado 52,00 156,00 7,76 5,68
Cane Corso
8 3 F Inteiro Pura 50,00 189,00 11,90 7,25
Cane Corso
9 8 M Castrado Pura 22,00 208,00 9,08 7,29
Coker Spaniel
10 8 M Castrado Indefinida 19,00 150,00 7,54 7,39
Pura
11 8 F Castrado Buldogue 11,00 255,00 6,89 7,92
Francés
Pura
12 10 M Castrado West Highland 10,10 480,00 12,01 7,21
White Terrier
Pura
13 i3 F Castrado 10,30 264,00 7,06 7,93
Podengo
Pura
14 9 F Castrado _ L 41,20 165,00 9,12 8,04
Leao da Rodésia
15 9 F Castrado Indefinida 10,20 258,00 10,03 6,93
16 7 M Inteiro .Pura 38,70 213,00 8,05 6,67
Weimaraner
17 1 F Castrado Indefinida 20,20 207,00 6,92 6,32
18 3 F Castrado P X 20,40 216,00 13,48 6,1
Bull Terrier

Legenda: Plaquetas (PLT); Leucdcitos (WBC); Eritrocitos (RBC)
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Obtencao dos PRF

Um dos 18 dadores aos quais foram colhidas amostras sanguineas foi excluido do presente estudo
porque nao ocorreu polimerizagdo do PRF apds os 60 minutos de repouso (Fig. 3. a). Os PRF dos
restantes dadores (n=17) polimerizaram no periodo de tempo estabelecido (Fig. 3. b), no entanto, num
destes dadores so6 foi possivel obter uma amostra de PRF devido ao menor volume sanguineo colhido,
nao tendo sido possivel realizar a avaliagdo da atividade antimicrobiana em duplicado para esse dador
(Fig. 3. b).

Apés a separacgao da fragdo vermelha observou-se, macroscopicamente, um coagulo de fibrina, com
consisténcia gelatinosa e aparéncia transparente (Fig. 3. ¢). Cada PRF foi fragmentado em quatro
amostras (Fig. 3. d), ou seja, de cada dador foi possivel obter oito amostras de PRF e o soro autélogo,
exceto o animal em que s6 foi possivel obter um PRF, do qual apenas foi possivel obter quatro amostras
de PRF.

Figura 3. a) PRF nao polimerizado, hemolisado, apds 60 minutos de repouso; b) PRF polimerizado,
apos 60 minutos de repouso; ¢) PRF polimerizado, antes do corte em 4 porgdes iguais; d) PRF cortado

em quatro porgdes iguais.

Halos de inibicao do crescimento bacteriano

O anexo Il mostra as placas nas diferentes horas de leitura (tabelas 6, 7 e 8), assim como, as leituras

dos halos de PRF, soro autélogo, controlo positivo e controlo negativo (tabelas 9 e 10).
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Foram feitas leituras dos raios dos halos de inibigdo, pois estes apresentaram formas irregulares.

A mediana dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano produzidos pelos PRF para E. coli b. as
24h, 48h e 72h foram de 1.0 mm para os trés timepoints (IQR 0.75-1.5 mm; 0.5-1.25 mm e 0.0-1.25
mm, respetivamente). A mediana dos halos de inibicdo produzidos pelos PRF na cultura in vitro de S.
aureus b. as 24h foi de 1.25mm (IQR 1.0-1.5mm), as 48h de 1.5 mm (IQR 1.5-2.25 mm) e as 72h de
1.75 mm (IQR 1.25-2.25 mm). Os PRF na cultura de P. aeruginosa b. apresentaram halos de inibi¢cao
com uma mediana de 0.75mm as 24h (IQR 0.5-1.25 mm), 0.75mm as 48h (IQR 0.25-1.0 mm) e de 0.5
mm as 72h (IQR 0.0-1.0 mm) (Grafico 1).

a) b, °)
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2
2

Grafico 1. Boxplots com representacédo da mediana e intervalo interquartil de a) halos de inibicdo (mm)
do PRF na E. coli b. as 24, 48 e 72 horas; b) halos de inibicdo (mm) do PRF no S. aureus b. as 24, 48

e 72 horas; c) halos de inibigdo (mm) do PRF na P. aeruginosa b. as 24, 48 e 72 horas.

Nao se observou a formagao de halos de inibigdo antibacteriana produzidos pelo soro autélogo para E.
coli b. as 24h, 48h ou as 72h (mediana 0.0 mm; IQR 0.0-0.0 mm). De forma similar, na cultura in vitro
de S. aureus b. ndo se observou halo de inibicdo de atividade antimicrobiana do soro autélogo as 24h
(mediana 0.0 mm, IQR 0.0-0.25mm), as 48h (mediana 0.0 mm; IQR 0.0-0.0 mm) e as 72h (mediana
0.0 mm; IQR 0.0-0.0 mm). Também na cultura in vitro de P. aeruginosa b. néo se observaram halos de
inibicdo para o soro autélogo em qualquer timepoint (mediana 0.0 mm, IQR 0.0-0.5mm as 24h; 0.0 mm;
IQR 0.0-2.5 mm as 48 h; 0.0 mm, IQR 0.0-0.0 mm as 72 h).

Foi avaliada a influéncia dos diferentes dados demograficos e dos parametros hematologicos dos
animais incluidos no estudo sobre os efeitos inibitérios antimicrobianos dos PRF. N&o foi encontrada
nenhuma correlagao significativa entre a concentragdo de PLT, WBC, idade, peso, sexo e raga dos
animais incluidos no estudo e o efeito antibacteriano inibitério dos PRF sobre E. coli b., P. aeruginosa
b. ou S. aureus b. para qualquer um dos trés timepoints estudados (24, 48 e 72 horas) (Tabelas 2, 3 e
4). No entanto foi observada uma correlagao significativa entre o estado reprodutivo dos animais do
estudo e os halos de inibigdo de crescimento de P. aeruginosa b., em que os PRF dos animais nao
castrados apresentaram halos de inibicado do crescimento bacteriano significativamente maiores as 24
horas do que os PRF dos animais castrados (P = 0.0151). Nao foram observadas outras correlagdes

significativas entre o estado reprodutivo dos animais incluidos no estudo e o efeito antibacteriano
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inibitério dos PRF sobre E. coli ou S. aureus para qualquer um dos trés timepoints estudados, nem

sobre P. aeruginosa as 48 ou 72 horas ap6és a inoculagao (Tabelas 2, 3 e 4).

Tabela 2. Influéncia dos dados demograficos e hematoldgicos dos animais incluidos no estudo na

atividade antimicrobiana dos PRF sobre Escherichia coli b. as 24 horas, 48 horas e 72 horas pos

inoculagao bacteriana.

Escherichia coli b.

Horas de 24horas
leitura
Coeficiente
correlagao
Idade -0.2761 0.2833
Peso -0.3405 0.181
Sexo - 0.1803
Estado
Reprodutivo ) 06511
Raca - 0.3237
wBC 0.1930 0.4574
PLT 0.387 0.1248

48horas
Coeficiente P
correlagao

0.0152 0.9538
-0.1911 0.4624
- 0.6061
- 0.6051
- 0.6011
0.2390 0.3554
0.03 0.9123

72horas
Coeficiente P
correlagao

0.0715 0.7849
-0.3450 0.175
- 0.2612
- 0.4423
- 0.8180
0.069 0.7920
0.102 0.6965

Tabela 3. Influéncia dos dados demograficos e hematoldgicos dos animais incluidos no estudo na

atividade antimicrobiana dos PRF sobre Staphylococcus aureus b. as 24 horas, 48 horas e 72 horas

pos inoculagao bacteriana.

Staphylococcus aureus b.

Horas de 24horas
leitura
Coeficiente P
correlagao
Idade -0.1860 0.4747
Peso -0.2039 0.4324
Sexo - 0.3558
Estado -

Reprodutivo 03347
Raca - 0.5623
wBC -0.431 0.0834

PLT -0.138 0.5984

48horas
Coeficiente
correlagao
-0.0579 0.8253
-0.2048 0.4304
- 0.4127
- 0.7002
- 0.6037
-0.081 0.7567
-0.162 0.5336

72horas
Coeficiente P
correlagao

-0.021 0.4353
-0.1865 0.4733
- 0.9187
- 0.7492
- 0.7303
-0.1929 0.4582
-0.021 0.9358
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Tabela 4. Influéncia dos dados demograficos e hematoldgicos dos animais incluidos no estudo na
atividade antimicrobiana dos PRF sobre Pseudomonas aeruginosa b. as 24 horas, 48 horas e 72 horas
pos inoculagao bacteriana.

Pseudomonas aeruginosa b.

Horas de
24 horas 48 horas 72 horas
leitura
Coeficiente P Coeficiente P Coeficiente
correlagao correlagao correlagao
Idade -0.170 0.508 0.203 0.4331 0.001 0.9981
Peso -0.013 0.9584 -0.3048 0.2341 -0.1814 0.4859
Sexo - 0.8383 - 0.1548 - 0.2557
Estado
- 0.0151 - 0.2027 - 0.2185
Reprodutivo
Raca - 0.301 - 0.529 - 0.999
wBC 0.278 0.279 0.325 0.2033 0.056 0.8307
PLT 0.31 0.2224 0.327 0.199 -0.1033 0.6931
Discusséao

Os produtos derivados de plaquetas (PDP) sdo produtos biolégicos obtidos a partir do sangue total,
que possuem elevadas concentragdes de fatores de crescimento e citoquinas, e tém sido estudados
como uma nova estratégia terapéutica na area da medicina regenerativa (Wessely-szponder et al.,
2022). Existem varios PDP que tém sido melhorados ao longo dos anos, tais como o concentrado de
plaguetas (PC), o PRP, o plasma pobre em plaquetas (PPP), a cola de fibrina (FG) e o PRF (Attili et
al., 2021; Martinez et al., 2015; Masoudi et al., 2016).

A terapia platelet-based refere-se ao uso dos PDP em contexto clinico, e comegou a ser utilizada em
1960 com a criacado da FG, seguida do PRP e mais tarde do PRF, que tem vindo a suscitar muito
interesse devido as suas propriedades regenerativas, antimicrobianas e analgésicas (Soares, Babo,
Faria, et al., 2021; Soares, Babo, Reis, et al., 2021). Os PRP s&o usados em ulceras da cérnea (L. Alio
et al., 2012), cirurgia oral/maxilofacial (Catarino et al., 2020), em feridas de pele, otohematomas
(Perego et al., 2021), doencas articulares (Catarino et al., 2020) e musculoesqueléticas (Soares, Babo,
Reis, et al., 2021). A sua aplicagao clinica ocorreu inicialmente em humanos, acabando por se estender
para a medicina veterinaria, principalmente em animais de companhia (caes e gatos), mas também em
cavalos (Crisci, 2019) e ruminantes (Lange-Consiglio et al., 2014).

O PRF caracteriza-se como tendo uma elevada concentragdo de plaquetas e leucdcitos. A elevada
concentragao de plaquetas e de leucdcitos origina uma grande libertagdo de fatores de crescimento e
citocinas que sao essenciais para a regeneragao tecidular, atividade antimicrobiana e propriedades
analgésicas do PRF (Martinez et al., 2015). As plaquetas possuem trés tipos de granulos: alfa, densos

e lisossomais. Os granulos alfa sdo os mais abundantes e contém fatores de crescimento e citocinas.
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Quando as plaquetas sao ativadas devido a uma lesao, ocorre a libertagdo dessas moléculas que
iniciam a sua funcao bioldgica de forma imediata (Wessely-szponder et al., 2022). Os fatores de
crescimento e as citoquinas sao proteinas que se ligam a recetores especificos nas células alvo
(linfécitos, macrofagos, entre outras), e que transmitem um sinal de ativagdo de genes especificos, o
que resulta num efeito biolégico como ativagao, proliferagédo ou diferenciagao de outras células. Existem
varias citoquinas, mais as mais importantes s&o a interleucina (IL)-8, IL-1, IL-6, Fator de Necrose
Tumoral (TNF) e Fator Estimulador de Colénias de Granuldcitos e Macrofagos (CM-CSF), funcionando
como mediadores de doengas inflamatérias (Baggiolini & Clark-Lewis, 1992; Yamakawa & Hayashida,
2019).

Este trabalho de investigagao teve como principal objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de um
derivado plaquetario de 22geragcdo — o PRF. Em 1998, Marx e colaboradores estudaram pela primeira
vez a aplicagdo de produtos derivados de plaquetas, os PRP, em cirurgia oral em medicina humana
(Marx et al., 1998). Os PRP tiveram uma grande aceitagdo no mundo da medicina, pois sdo um material
biolégico inovador que consegue concentrar grandes quantidades de fatores de crescimento e
plaquetas, muito Uteis na reconstrucdo Ossea dentaria. Atualmente, os PRF conseguem melhorar
alguns aspetos dos PRP (Dohan Ehrenfest et al., 2010) (Tabela5).

Tabela 5. Diferencas entre PRP e PRF (Chou et al., 2020; Soares, Babo, Reis, et al., 2021; Yamakawa
& Hayashida, 2019).

Caracteristicas
Estado fisico

Uso de aditivos (anticoagulante e trombina)
Protocolo

Concentragao de plaquetas e leucécitos e

fatores de crescimento

Libertacao de fatores de crescimento/

duragéao da agao

Custo

Concentragao de leucécitos

PRP

Liquido

Sim

Mais etapas e

mais complexo
Menor

Libertagao
rapida e
limitada, até 4
horas

Mais
dispendioso em
equipamento e

consumiveis

Baixa

PRF
Sdélido/gelatinoso
Nao

Simples e rapido

Maior

Libertagado lenta e
prolongada, durante 7

dias.

Equipamento e
consumiveis mais

econémicos

Elevada
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Para além destes dois derivados, varios autores ja modificaram/melhoraram alguns protocolos para
aumentar a eficiéncia dos PRF. Anitua (2001) desenvolveu, a partir do PRP, o plasma rico em fatores
de crescimento (PRGF), substituindo apenas a trombina derivada de animais por calcio (Anitua, 2001).
Choukron (2014), ap6s varias utilizagbes de PRF, executou algumas modificagdes e criou a fibrina rica
em plaquetas — avangada (A-PRF); através da diminuicao da velocidade de centrifugagéo, tornou o
coagulo mais maleavel e com maior concentragdo de fatores de crescimento (Joseph Choukroun,
2014). Outra forma modificada do PRF é o concentrado de fatores de crescimento (CGF), que se
apresenta por ser um coagulo mais rigido, devido as repetidas alteragdes na velocidade de
centrifugacao (Masuki et al., 2016).

Alguns estudos demonstraram que o tipo de material usado nos tubos de centrifugagdo também tem
consequéncias na forma do coagulo, tempo de gelificacao, libertagdo de ativagdo de plaquetas,
leucdcitos e fatores de crescimento. Neste estudo utilizaram-se tubos de polipropileno que possuem
varias vantagens como poderem ser esterilizados, serem baratos, ndo apresentarem efeitos nocivos
para as amostras, serem resistentes ao choque e serem reciclaveis (Hisham A. Maddah, 2016).
Contudo, varios autores aconselham tubos de vidro, por estes terem um melhor efeito na polimerizagéao
dos PRF, sendo assim mais eficientes (Soares, Babo, Faria, et al., 2021). Os tubos de silica séo
desaconselhados na produgédo de PRF ou similares para uso clinico, tendo sido provado que estes
libertam facilmente micro e nanoparticulas de silica que induzem efeitos citotoxicos e inflamatdrios
(Kusaka et al., 2014) em diferentes células, principalmente no epitélio pulmonar (Kaewamatawong et
al., 2005), hipocampo e células endoteliais (Tsujino et al., 2019).

Em relacao a forga relativa de centrifugagdo (FRC), um estudo realizado por Choukroun em 2016,
mostrou que o conceito de velocidade baixa de centrifugagdo (LSCC) tem um impacto favoravel na
concentragao de plaquetas, leucdcitos e fatores de crescimento (VEGF e TGF-$1), obtendo-se uma
maior concentracédo destes componentes em velocidades mais baixas, como por exemplo a 600 rpm
(449) durante 8 minutos (J. Choukroun & Ghanaati, 2018).

Um estudo recente avaliou a posi¢ao de centrifugacao e a sua influéncia nas propriedades do coagulo,
e mostrou que a centrifugacdo horizontal apresenta uma melhor separagao de células por camadas,
assim como uma distribuicdo mais homogénea das plaquetas e leucécitos no coagulo, quando
comparada com centrifugagdes de angulo fixo. Para além disso, permite uma maior concentragéo de
plaguetas e leucécitos, o que torna o PRF e o0 soro com maiores capacidades
cicatrizantes/regenerativas e antibacterianas (Feng et al., 2020).

No nosso estudo foi observada atividade antibacteriana dos PRF de origem canina sobre os trés
agentes bacterianos testados, e nos diferentes timepoints avaliados (24h, 48h e 72h) (Grafico 1).
Diversos estudos avaliaram as propriedades antibacterianas dos PDP. Em 2021, Ana-Rita Atilli,(Attili
et al., 2021), publicou um estudo onde era avaliada a atividade antimicrobiana, in vitro, de PRP de
origem canina sobre P. aeruginosa e E. coli. Os volumes de amostra foram semelhantes aos usados
no nosso estudo, e os halos de inibicdo do crescimento bacteriano obtidos foram também semelhantes

aos obtidos no nosso estudo.
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Outros dois estudos avaliaram as propriedades antimicrobianas, in vitro, de PRF humanos. Um estudo
em 2021 (Bhamjee, 2017), avaliou a atividade antimicrobiana dos PFR sobre S. aureus; e o estudo de
Feng, (Feng et al., 2020) sobre S. aureus e E. coli. Em ambos os estudos foram utilizados maiores
volumes de sangue para a obtenc¢do dos PRF (10 mL), e por esse motivo é expectavel que possuam
uma maior concentragao de péptidos antibacterianos. No primeiro estudo foram observados halos de
inibicdo do crescimento antibacteriano maiores do que os obtidos no nosso estudo; enquanto que no
segundo estudo, foram obtidos halos de inibicdo menores para S. aureus e semelhantes para E. coli
em relagao ao nosso estudo.

Um estudo, in vitro, realizado em 2017 (Bhamjee, 2017), em medicina humana, apresentou halos
maiores do que este estudo, a pesar do PRF ter sido produzido com maior volume de amostra (10mL).
No nosso estudo, a evolugéo da atividade antimicrobiana dos PRF ao longo dos trés dias de incubagao
foi variavel consoante os agentes testados. Os halos de inibicdo sobre E. coli b. mantiveram-se
sensivelmente constantes ao longo das 72 horas; enquanto que sobre o S. aureus b. os halos de
inibicdo aumentaram, ligeiramente, tendo o maior halo as 72 horas; por outro lado, sobre P. aeruginosa
b. os halos de inibigao diminuiram ao longo dos 3 dias. Os resultado observados na E. coli b. e no S.
aureus b. podem estar relacionados com a libertagdo lenta, gradual e temporal dos fatores de
crescimento, citoquinas e péptidos antibacterianos em grande concentragéo, proporcionada pela sua
matriz de fibrina (Aquino-dominguez et al., 2021). Em relagdo a atividade antimicrobiana sobre P.
aeruginosa b., apesar de ir diminuindo ao longo dos trés dias de inoculagdo, manteve-se presente ao
longo do periodo do estudo, mostrando uma atividade antibacteriana prolongada.

Num estudo realizado em 2020 (Feng et al., 2020), concluiu — se que o soro autdélogo também poderia
apresentar propriedades antimicrobianas, uma vez que contém proteinas do complemento e citoquinas
que ajudam na lise de células bacterianas, principalmente de S. aureus e E. coli. Contudo, neste estudo,
observou-se que os soros obtidos a partir da preparagdo dos PRF n&o apresentaram propriedades
antibacterianas, in vitro, sobre nenhuma das bactérias estudadas, e por esse motivo, 0s nossos
resultados sugerem que os soros autdlogo que sao usados na area da oftalmologia (Farghali et al.,
2021; L. Alio et al., 2012) nao possuem propriedades antimicrobianas.

Os halos de inibicao obtidos apresentavam uma forma irregular, isto pode ter acontecido porque, na
preparacao dos PRF, todas as porg¢des apresentavam a zona flogistica e, por ser o local com maior
concentragao de plaquetas e leucécitos, criou o maior halo de inibi¢do bacteriana.

Nao houve qualquer correlagcéo significativa entre a concentragao sérica de PLT e dos WBC e a
capacidade antimicrobiana dos PRF. Contudo, a analise das plaquetas foi uma limitagéo, visto que
ocorreu a formagéo de agregados plaquetarios no momento da colheita ou armazenamento da amostra
num numero elevado de dadores, fendmeno confirmado através de esfregago sanguineo no laboratério
de referéncia.

Houve apenas uma correlagdo com valores significativos entre o estado reprodutivo dos animais com
a capacidade antimicrobiana dos PRF sobre P. aeruginosa b. as 24 horas apos inoculagao, sendo que
os PRF dos animais ndo castrados apresentaram uma atividade antibacteriana significativamente
superior do que os PRF dos animais castrados. Esta diferenga podera ser devida a maior concentragéao
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de hormonas que os animais ndo castrados possuem, e estas estarem relacionadas com o aumento
das propriedades antibacterianas dos PRF, assim como o metabolismos dos animais inteiros ser mais
rapido do que os castrados (Vendramini et al., 2020). No entanto, estes resultados devem ser
interpretados com precaugao, devido ao reduzido numero de animais incluidos no estudo.

A resisténcia aos antibiéticos € um tema atual e cada vez mais importante tanto em medicina humana
como em medicina veterinaria (Barrett, 2016). Em medicina veterinaria ndo é frequente a recolha de
amostras de feridas para cultura bacterioldégica com teste de sensibilidade antimicrobiana. Isto contribui
para o uso inadequado de antibidticos que podem ndo ser especificos para o conjunto de
microrganismos que estdo presentes em feridas (Bowler et al., 2001). Adicionalmente, o uso de
antibidticos no tratamento de feridas aumenta o risco de formagao de bactérias multirresistentes, como
por exemplo o Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (Kennewell et al., 2019), que
atrasam a regeneracao de tecidos, para além de provocarem complicagbes no animal, podendo ser
transmitidas a outros animais e ao Homem (Rahman et al., 2018). Também o0 meio ambiente ira
beneficiar com a implementagéo da terapia PRF para o tratamento de feridas em contexto veterinario,
uma vez que nao sado usados agentes quimicos que inevitavelmente acabem por contribuir para a
acumulagao de residuos no ambiente (Aquino-dominguez et al., 2021). Assim, os PRF - um biomaterial
por exceléncia-, sendo de origem bioldgica e possuir atividade antimicrobiana, pode constituir uma
alternativa ao uso de antibiéticos e antisséticos topicos geralmente usados no tratamento de feridas,

evitando de forma direta as resisténcias bacterianas (Soares, Dias, et al., 2021).
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Conclusoées

Neste estudo, concluimos que os PRF, caracterizados como sendo um biomaterial autélogo
sustentavel, com uma agido regenerativa eficaz e propriedades analgésicas, possui também
propriedades antimicrobianas interessantes contra as estirpes E. coli b., S. aureus b., P. aeruginosa b..
Estas propriedades antimicrobianas sao provavelmente devidas & sua elevada concentracdo de
plaquetas e leucécitos, e dos fatores de crescimento e citoquinas sintetizadas por estes. O PRF é obtido
através de uma pequena amostra de sangue e a sua técnica de preparagao € rapida, pouco invasiva e
de facil execugédo. No nosso estudo verificou—se que este atua de forma diferente dependendo do
micro-organismo, mantendo a sua atividade antibacteriana constante ao longo de 72 horas sobre E.
coli b., aumentando a sua atividade sobre S. aureus b. ao longo das 72 horas de incubacao, e
diminuindo a sua atividade antimicrobiana ao longo de 72 horas sobre P. aeruginosa b.. Contudo, as
suas propriedades antimicrobianas nunca desaparecem ao fim deste periodo de tempo, podendo
dever-se a sua matriz tridimensional, capaz de armazenar células inflamatérias, plaquetas, fatores de
crescimento e citoquinas, e fazendo com que estes sejam libertados de uma forma lenta e gradual ao
longo do tempo. Observou-se também que os PRF de animais castrados apresentaram uma atividade
antibacteriana significativamente inferior aos PRF de animais nao castrados sobre P. aeruginosa b. nas
primeiras 24 horas pos inoculagdo. No presente estudo, n&o foi observada atividade antibacteriana do
soro autélogo sobre os trés agentes bacterianos em estudo.

Os resultados obtidos sugerem que os PRF de origem canina apresentam atividade antibacteriana in
vitro, e que a terapia com PRF podera ser uma opgéao terapéutica alternativa e/ou complementar a
antibioterapia em caes. Sao, no entanto, necessarios mais estudos para avaliar a sua atividade
antimicrobiana in vivo, assim como avaliar a sua atividade noutras espécies animais e sobre diferentes
agentes infeciosos. Para além disso, numa perspetiva Onehealth, a informacao obtida podera ser

complementar com a obtida em diferentes estudos em medicina humana.
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Anexo Il

Protocolo adaptado a partir da Técnica de Kirby-Bauer para Teste de Suscetibilidade
Antimicrobiano por método de difusdo (EUCAST):

1. Preparacdo do meio de cultura

a. O meio de Mueller Hinton (MH) foi preparado, esterilizado e arrefecido até atingir
temperatura de cerca de 45°C.

b. Foi efetuada a distribuicdo em placa de Petri estéril até perfazer uma altura de 4 mm
+/- 0,5mm (cerca de 9 mL de meio).

c. As placas foram armazenadas a temperatura de refrigeragao (5+3°C).

2. Preparacdo do indéculo

a. Cada agente testado foi inoculado Agar MH 24 horas antes do ensaio.

b. Para inoculagcéo das placas do ensaio, para cada agente testado, foi preparada uma
suspensao bacteriana em 5 mL de solugao salina fisiolégica estéril com uma densidade
0,5 na escala de MacFarland.

c. A inoculagéo das placas foi realizada utilizando uma zaragatoa estéril garantindo o
espalhamento do indculo em toda a superficie do agar MH. Para cada amostra, foram
preparadas placas com indculo de agentes em duplicado (soro e PRF).

3. Preparacéo das placas para teste PRF

a. Cada amostra de PRF previamente preparado e mantidos em refrigeracao (5+3°C) foi
colocado em cada placa em duplicado, tendo sido colocado um disco de papel estéril
(4mm) em cima.

b. Foi ainda colocado um disco de papel estéril (4mm) em cada placa, como controlo
negativo.

c. Foicolocado um disco impregnado com antibidtico (6mm) especifico para cada cultura
(controlos positivos): amicacina (30 ug) para as placas inoculadas com E. coli b.,
tobramicina (10 ug) para o S. aureus b. e piperacilina (100 pg) para P. aeruginosa b..

d. Todos com igual distancia uns dos outros (PRFs, controlo negativo e positivo).

4. Juncao dos soros ao meio inoculado com microrganismos

a. O soro de cada PRF, mantidos em refrigeragdo (5+3°C), foi em cada placa em
duplicado, com o auxilio de uma micropipeta com pontas estéreis, com um disco de
papel estéril (4 mm).

b. Foi ainda colocado um disco de papel estéril (4mm) em cada placa, como controlo
negativo.

c. Foicolocado um disco impregnado com antibidtico (6mm) especifico para cada cultura
(controlos positivos): amicacina (30 ug) para as placas inoculadas com E. coli b.,
tobramicina (10 ug) para o S. aureus b. e piperacilina (100 pg) para P. aeruginosa b..

d. Todos com igual distancia uns dos outros (soro, controlo negativo e positivo).
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5. Leituras dos halos de inibicdo

a. As placas foram incubadas em atmosfera de aerobiose a 37°C, durante um total de 72
horas.

b. As leituras foram realizadas em trés momentos: 24, 48 e 72 horas.
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Anexo lll

Tabela 6. Leituras dos halos de inibigdo em placas MH inoculadas com Escherichia coli b. as 24, 48 e

72 horas ap6s incubagao.
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Tabela 7. Leituras dos halos de inibicado em placas MH inoculadas com Staphylococcus aureus b. as

24, 48 e 72 horas apods incubagao.
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Tabela 8. Leituras dos halos de inibicdo em placas MH inoculadas com Pseudomonas aeruginosa b.

as 24, 48 e 72 horas ap0ds incubagao.
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Anexo IV

Tabela 9. Medigbes dos halos de inibigdo dos PRF e soros autélogos.

E.coli b. P. aeruginosa b.
Animal n°. 24h 48h 72h 24h 72h 24h 48h 72h
PRFs Soro PRFs Soro | PRFs _ Soro | PRFs Soro | PRFs  Soro [ PRFs _ Soro | PRFs Soro | PRFs Soro PRFs Soro
1 3,00 0,00 1,50 0,00 2,00 0,00 1,50 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00 2,00 0,00
2,00 0,00 2,50 0,00 3,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 1,50 6,00 1,00 0,00 1,50 0,00 1,50 6,00 1,00 0,00 1,00 0,00 X 6,00 X 5,00 X 6,00
1,00 0,00 1,50 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00 0,50 0,00 2,00 0,00 X 6,00 X 0,00 X 0,00
3 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 2,00 0,00 1,50 0,00 0,50 0,00 0,50 X 0,50 X
X 0,00 X 0,00 X 0,00 X 0,00 X 0,00 X 0,00 0,00 0,00 X 6,00 X 0,00
4 Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido
3,50 0,00 350 000 | 400 000 | 200 600 | 35 000 | 350 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 1,50 0,00
5
1,00 0,00 2,50 0,00 3,50 0,00 1,00 8,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00 2,50 0,00 2,50 0,00
6 0,00 6,00 0,00 5,00 0,00 5,00 1,00 6,00 3,50 0,00 3,50 0,00 1,50 5,00 2,00 5,00 1,00 6,00
0,00 6,00 0,00 6,00 0,00 6,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 1,00 6,00 1,00 0,00 1,00 0,00
7 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,50 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 2,00 0,00 3,00 0,00 2,50 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 4,00 5,00 1,00 5,00 1,00 6,00
1,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 1,50 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,50 5,00 0,00 5,00 0,00 6,00
9 1,50 0,00 3,00 0,00 1,00 0,00 1,50 0,00 2,50 0,00 2,50 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
0,50 0,00 0,50 0,00 0,50 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,50 0,00 0,50 0,00 0,50 0,00
10 1,00 0,00 1,50 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 3,00 6,00 2,50 0,00 0,50 5,00 0,50 5,00 1,00 0,00
0,50 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00 1,00 6,00 1,00 0,00
1,00 0,00 0,50 0,00 1,00 0,00 1,50 6,00 2,50 6,00 2,50 6,00 0,50 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00
1
1,00 0,00 0,50 0,00 2,50 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
2,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00
12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 3,00 0,00 3,00 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00
2,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 3,00 0,50 3,00 0,50 3,00 0,00 1,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,50
14
0,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 0,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
16 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 3,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00
17 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00
1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,50 0,00
18 3,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 2,00 0,00 1,00 0,00
1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00 1,00 0,00 1,00 0,00 0,00 0,00

Tabela 10. Medi¢ao dos halos de inibigdo dos controlos positivo e negativo.

Halos de inibigao (mm)
Controlo Positivo (6mm) Controlo Negativo (4mm)

Animal n°. E. coli b. S. aureus b. P. aeruginosa b. E. coli b. S. aureus b. | P. aeruginosa b.
PRFs Soro PRFs Soro PRFs Soro PRFs Soro PRFs Soro PRFs Soro
1 9,50 7/9,5 9,00 9,50 9,00 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 7/9,5 0,70 9,50 9,50 X 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 X 0,00
3 7/9,5 13,50 10,00 4,50 9,50 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

4 Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido Excluido
5 5,5/7 6,5/8,5 8,50 9,00 9,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6 6,5/8 8,50 9,00 8,00 9,50 9,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 7/5,5 8,50 7,00 4,5/7,5 9,50 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 6,5/8,5 6,0/9 10,00 9,00 9,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
9 6/9,5 6,0/10 9,00 10,00 9,50 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
10 6,0/9 6,5/9 10,50 10,00 10,50 9,50 0,00 0,00 X 0,00 X 0,00
1" 4,5/9 4,50 8,50 8,00 10,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
12 10,00 9,50 10,50 10,50 9,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
13 10,00 10,00 10,50 10,50 10,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
14 10,00 10,00 9,50 9,50 10,00 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
15 10,00 10,00 9,50 9,50 9,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16 10,00 10,00 9,50 8,50 10,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
17 10,00 10,00 10,50 10,50 9,50 9,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
18 10,50 10,00 9,50 9,50 10,00 10,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Legenda: Numeros a vermelho: halo de diminuicao da atividade antibacteriana.
X: sem PRF



