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Resumo 

 

SANTOS, C. A. L. Caracterização Fenotípica e Genotípica de Bactérias 

Recuperadas de Implante Ortopédico de Conjunto Placa-Parafuso e Parafuso de 

Aço Inoxidável Austenítico após Remoção Cirúrgica. 2011. 218f. Dissertação 

(Mestrado) – Universidade Estadual Paulista – UNESP, Araraquara/SP. 

 

A maioria dos casos de fraturas ósseas é utilizada nas cirurgias, implantes ortopédicos 

de osteossíntese (placa-parafuso e parafusos) confeccionados em aço inoxidável 

austeníticos, devido à sua baixa relação custo-benefício. As infecções associadas aos 

implantes de osteossintese estão relacionadas com o crescimento de microrganismos 

em biofilmes, resultando em um processo infeccioso de difícil erradicação. O objetivo 

do estudo foi identificar os microrganismos recuperados do conjunto metálico placa-

parafuso e parafusos após remoção cirúrgica, avaliar a capacidade de aderência dos 

microrganismos, verificar a viabilidade celular, caracterizar genotipicamente os 

isolados Gram-positivos e detectar a resistência aos antimicrobianos. Os conjuntos 

placa-parafuso e parafusos de aço inoxidável austenítico ASTM F138/F139 e ISO NBR 

5832-1/9 foram transportados em bolsa de polietileno para o Laboratório de 

Microbiologia Clínica. Os implantes foram lavados em solução tampão fosfato-salino, 

armazenados em bolsa contendo solução Ringer e submetidos ao banho ultrassônico 

em freqüência de 40±2 kHz por 5 minutos. O fluido sonicado foi transferido para tubos 

Falcon e centrifugado a 3.000g durante 20 minutos. O sedimento foi resuspendido em 

nova solução Ringer, homogeneizado por vortex e 10µL semeados em ágar Sangue 

de carneiro 5%, MacConkey e Sabouraud. Os meios foram incubados em diferentes 

condições de temperatura por 7 a 14 dias para recuperação de microrganismos. O 

perfil de resistência dos isolados foi obtido de acordo com CLSI 2011. Para análise da 

viabilidade celular foi utilizado o kit Live/Dead e microscópio de fluorescência. Após 



 

análise microbiológica observou-se o isolamento polimicrobiano em algumas amostras 

de implantes. Os dados obtidos mostraram que as bactérias mais isoladas foram os 

Staphylococcus coagulase-negativa resistente à eritromicina, oxacilina e clindamicina. 

Em menor frequência, foram isolados Pseudomonas aeruginosa resistente à 

sulfametoxazol/trimetoprim e ampicilina; Acinetobacter baumannii com resistência à 

ceftazidima; Enterobacter cloacae resistente à cefalotina, cefoxitina, cefazolina, 

levofloxacina, ciprofloxacina; Bacillus spp. e Candida tropicalis. Por microscopia de 

fluorescência foram observados agrupamentos celulares vivos envoltos em substância 

amorfa, sugestivo de polissacarídeo extracelular e característico de biofilme. A 

avaliação de aderência à placa de poliestireno mostrou que o Staphylococcus 

epidermidis aderiu fracamente e os Staphylococcus schleiferi e Staphylococcus 

simulans aderiram fortemente. A amplificação do DNA dos três isolados de 

Staphylococcus coagulase-negativa demonstrou ausência do gene icaA. Os 

Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus schleiferi demonstrou, concomitante, a 

presença dos genes icaD e icaC, e Staphylococcus simulans não apresentou os genes 

icaA, icaD e icaC. A amplificação do gene 16S rDNA foi detectada concomitantemente 

nas amostras analisadas. Concluí-se que os conjuntos placa-parafuso e parafusos 

usados como implantes ortopédicos para fixação de fratura óssea foram colonizados 

por diversos microrganismos que apresentaram resistência múltipla aos 

antimicrobianos e estão relacionados à infecção de implantes ortopédicos. 

 

Palavras-chave: amplificação dos genes icaA, icaD, icaC, 16S rDNA, banho 

ultrassônico, biofilme, implante de osteossíntese, resistência bacteriana. 

 



 

Abstract 

 
SANTOS, C. A. L. Genotypic and Phenotypic Characterization of Bacteria 

Recovered of Orthopedic Implant of Set Screw-Plate and Screw of Stainless Steel 

Austenitic after surgical removal. 2011. 218f. Dissertação (Mestrado) – 

Universidade Estadual Paulista – UNESP, Araraquara/SP. 

 

The majority of cases of bone fractures is used in surgery, internal fixation of 

orthopedic implants (screw-plate and screws) manufactured in austenitic stainless steel 

due to its low cost-benefit. Infections associated with implant fixation are related to the 

growth of microorganisms in biofilms, resulting in an infection difficult to eradicate. The 

objective of study was to identify the microorganisms recovered from the set screw-

plate and screws metallic after surgical removal, evaluate the capacity of adherence of 

microorganisms, check the cell viability and characterize the isolates genotypically 

Gram-positive and detect antimicrobial resistance. The sets screw-plate and screws of 

austenitic stainless steel ASTM F138/F139 and ISO NBR 5832-1/9 were transported in 

polyethylene bag to the Laboratory of Clinical Microbiology. The implants were washed 

in phosphate buffered saline solution, stored in bags containing Ringer's solution and 

submitted to ultrasonic bath at a frequency of 40 kHz ± 2 for 5 minutes. The sonicate 

fluid was transferred to falcon tubes and centrifuged at 3.000g for 20 minutes The new 

sediment was re-suspended in Ringer's solution, homogenized by vortex and 10µL 

seeded agar 5% sheep blood, MacConkey and Sabouraud. The media were incubated 

at different temperatures for up to 7 days for growth of CFU mL-1. The resistance profile 

of the isolates was obtained according to CLSI 2011. For analysis of cell viability kit 

was used for Live/Dead and fluorescence microscope. After microbiological analysis 

the isolation was observed in some samples of polymicrobial implants. The data 

obtained showed that bacteria were the most isolated coagulase-negative 



 

Staphylococcus resistant to erythromycin, clindamycin and oxacillin. Less frequently, 

were isolated from Pseudomonas aeruginosa resistant to 

trimethoprim/sulfamethoxazole and ampicillin, Acinetobacter baumannii resistant to 

ceftazidime, Enterobacter cloacae resistant to cephalothin, cefoxitin, cefazolin, 

levofloxacin, ciprofloxacin, Bacillus spp. and Candida tropicalis. On fluorescence 

microscopy were observed live cell groups enveloped in an amorphous substance, 

suggestive of extracellular polysaccharide and characteristic biofilm. The evaluation of 

adherence to the polystyrene plate showed that Staphylococcus epidermidis and 

Staphylococcus schleiferi adhered weakly and Staphylococcus simulans strongly 

adhered. The amplification of DNA from three strains of coagulase-negative 

Staphylococcus showed the absence of the icaA gene. The Staphylococcus 

epidermidis and Staphylococcus schleiferi showed, concomitantly, the presence of 

genes icaD and icaC, and Staphylococcus simulans showed to be negative for the 

presence of genes icaA, icaD, icaC. The amplification of the 16S rDNA was detected 

simultaneously in the samples analyzed. We concluded that the plate sets screw-plate 

and screws used as orthopedic implants for fixation of bone fracture were colonized by 

various microorganisms that showed resistance to multiple antibiotics and are related 

to infection of orthopedic implants. 

 

Keywords: gene amplification icaA, icaD, icaC, 16S rDNA, ultrasonic bath, biofilm, 

implant of osteosynthesis, bacterial resistance. 
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1. Introdução 

 
Os implantes ortopédicos têm se tornado componente essencial da medicina 

moderna porque restauram a mobilidade do individuo, reduzem as dores e, melhoram 

a qualidade de vida de milhões de pessoas por ano (FITZGERALD, 1992; BERBARI, 

et al., 1998; TRAMPUZ et al., 2003b; LONG, 2008). A artroplastia tornou-se tratamento 

de escolha para pacientes com dores crônicas e incapacidade por artrite no joelho 

(MORAN e HORTON, 2000). Em virtude do número crescente de paciente com idade 

superior a 65 anos o número de pacientes que requerem implante continuará 

crescendo junto com o risco de infecção relacionada a dispositivo ortopédico, o que 

ainda limita o irrestrito uso de biomaterial em humanos (ISIKLAR et al., 1996; 

BERBARI et al., 1998; TRAMPUZ et al., 2003b). 

O grande desafio para engenheiros e cientistas é produzir um material que em 

contato com o tecido vivo não apresente reações adversas (não tóxico, não 

carcinogênico, não antigênico e não mutagênico). Os biomateriais são projetados para 

realizar uma função especifica do corpo e são utilizados para reparar ou substituir 

partes do organismo. Os metais comumente utilizados para implantes ortopédicos são 

os aços inoxidáveis austeníticos, as ligas de cobalto-cromo e as ligas de titânio. Os 

aços inoxidáveis apresentam boas características de resistência mecânica, porém sua 

resistência à corrosão é a mais baixa entre esses materiais. Entretanto, seu uso é 

bastante difundido, tanto em próteses de uso permanente como em estruturas de 

fixação (pinos, parafusos) de uso temporário, especialmente, devido ao custo mais 

baixo (RODRÍGUEZ et al., 2004). 
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8. Conclusão 

 

• Os Staphylococcus coagulase-negativa foram os microrganismos mais isolados 

do conjunto placa-parafuso e parafusos. 

 

• Comprovou-se a presença de agentes bacterianos responsáveis por altas taxas 

de incidência de infecções hospitalares e contaminações em materiais cirúrgicos. 

 

• Por microscopia de fluorescência observou-se microrganismos viáveis em 

todas as amostras em suspensão e após formação de biofilme. 

 

•  As cepas isoladas apresentaram resistência múltipla aos antimicrobianos. 

 

• Os isolados cocos Gram-positivos submetidos ao teste de aderência em placa 

de poliestireno mostraram-se positivos para formação de biofilme. 

 

• Através da análise de PCR observou-se a presença de genes de virulência 

icaD e icaC nas amostras de S. epidermidis e S. schleiferi e ausência dos genes icaA, 

icaD, icaC no isolado S. simulans. O gene 16S do rDNA foi observado em todos os 

isolados Staphylococcus coagulase-negativa. 
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