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RESUMO

Uma colegdo de 50 amostras de Staphylococcus aureus e 50 de estafilococos
coagulase-negativa (ECN) isoladas de recém-nascidos (RN) da unidade neonatal do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu foram estudadas quanto a
producédo de biofilme. Para isto foi utilizada a técnica de PCR na detecg¢do dos genes icaA,
icaC e icaD e os métodos fenotipicos de aderéncia em placa de poliestireno, aderéncia em
tubo de borossilicato ¢ método do Agar Congo Vermelho (CRA). Dos 50 S. aureus
estudados, 100% foram positivos para a produgdo de biofilme pela PCR, 98% pelo método
do tubo, 100% pelo método da placa de poliestireno e 98% pelo CRA. Ja das 50 amostras
de ECN, 94% foram positivas pela PCR, 76% pelo método do tubo, 82% pelo teste da placa
e 74% pelo CRA. Feita a comparacdo dos métodos utilizados, tendo por referéncia o
padrdo-ouro (PCR), foi possivel observar que o método que melhor se correlacionou com o
padrdo-ouro, foi o método da aderéncia em placa de poliestireno, apresentando melhor

sensibilidade e especificidade para ambas as espécies.

PALAVRAS-CHAVE: Biofilme, Staphylococcus aureus, Estafilococos coagulase

negativa.



INTRODUCAO

O género Staphylococcus compreende mais de quarenta espécies, sendo que a
maioria vive como inofensivo comensal na pele e mucosa de mamiferos e aves. Os
estafilococos estdo entre os mais freqiientes microorganismos isolados em microbiologia
médica (Becker et al., 2007). Sdo membros da familia Staphylococcaceae e classificados
como cocos Gram-positivos, catalase-positiva, porém podem ser divididos em dois grupos
no que diz respeito a producdo de coagulase; as espécies coagulase-negativas (ECN) sdo
diferenciadas dos Staphylococcus aureus (coagulase-positiva) pela sua incapacidade de
coagular plasma de coelho (Whitener et al., 1993).

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sdo as duas espécies com
maior impacto clinico, enquanto a primeiro apresenta um amplo potencial patogénico, a
segunda ¢ um tipico oportunista, que afeta principalmente pacientes imunocomprometidos.
Ambas as espécies sdo caracterizadas pelo crescente grau de resisténcia aos antibidticos, o
que dificulta as op¢des de tratamento das infec¢des causadas por esses patogenos (Becker
et al., 2007). Podem ser responsaveis por inimeras alteragdes biologicas, incluindo
infecgdes da pele como furtinculo, carbinculo, abscessos profundos, infeccdes de sitios
cirargicas, impetigo; e outras infec¢des como osteomielite, infecgdes de queimaduras,
bacteremias, endocardite, entre outras (Trilla et al., 1995).

Um fator de risco importante para o aumento no nimero de infec¢des causadas pelo
género Staphylococcus, principalmente ECN, esta relacionado a implantes de materiais
estranhos (Olsson et al., 2007); estes incluem cateteres intravasculares e de hemodialise. Os
cateteres vasculares sdo fontes de infec¢do, por serem facilmente colonizados por

microrganismos da pele presentes ao longo do local de inser¢do, especialmente pelos ECN,



que sdao microrganismos prevalentes como flora normal da pele e mucosa (Cunha et al.,
2002). Os pacientes mais vulneraveis a esse tipo de infeccdo sdo aqueles internados em
unidades de terapia intensiva e unidades de transplante, j4& que na maioria das vezes sdo
submetidos a tais procedimentos. Além disso, a imunossupressio e a utilizagdo de
antimicrobianos de amplo espectro tornam estes pacientes mais vulneraveis (Agvald-
Ohman et al., 2004).

Os fatores de viruléncia produzidos pelos ECN e como eles contribuem na
patogenicidade das infec¢des associadas com corpos estranhos estdo em investigagao.
Evidéncias indicam que a patogenicidade pode estar relacionada com a produgdo de um
polissacarideo extracelular que permite a aderéncia desse microorganismo a superficie lisa,
colonizando cateteres, valvulas cardiacas, marcapassos e proteses articulares, formando o
biofilme (Vogel et al., 2000). Este confere prote¢do aos microrganismos contra o0s
mecanismos de defesa imune do hospedeiro e de agentes antimicrobianos, sendo
diretamente pelo bloqueio da penetracdo desses na célula bacteriana, ou indiretamente por
manté-la em um inativo estado de repouso. Por estas razdes, sua formacdo ¢ considerada o
principal fator de viruléncia dos ECN e as mais importantes infec¢des causadas por estes
microorganismos sao as que envolvem corpos estranhos (Cafiso et al., 2004).

Algumas linhagens de Staphylococcus aureus possuem capsula bacteriana que esta
fortemente associada com a parede celular bacteriana. Essas linhagens podem também
apresentar uma estrutura 1abil polissacaridea extracapsular (Caputy et al., 1982).
Antigamente, a produgdo de biofilme pelo Staphylococcus aureus ndo era considerada
como um fator de viruléncia. Recentemente, algumas pesquisas relataram que a producao
de biofilme por algumas linhagens de Staphylococcus aureus possuem alta capacidade de

colonizacdo quando comparada a linhagens que ndo sdo produtoras de biofilme. Portanto,
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Staphylococcus aureus produtor de biofilme pode apresentar importancia no
estabelecimento de infec¢des (Baselga et al., 1993).

No curso das infecgdes relacionadas aos dispositivos prostéticos, dois distintos
estagios ocorrem sucessivamente, primeiramente temos a adesdo da bactéria as proteinas
séricas do paciente que, previamente recobrem o biomaterial inserido (Veenstra et al.,
1996); em um segundo estidgio temos a formagdo de agrupamento bacteriano em
multicamadas, associado com a produgdo do polissacarideo de adesdo intercelular (Gerke et
al., 1998). Esse polissacarideo produzido pelas proprias células estafilococicas ¢
denominada polysaccharide intercellular adhesin (PIA), composto por N-acetilglucosamina
B-1,6-glicosidio, e sintetizado pela enzima N-acetilglucosaminiltransferase (Mack et al.,
1999). E funcional na adesdo célula-célula e na hemaglutinacio, sendo essencial para a
acumulacdo do biofilme na maioria das linhagens clinicas de S. epidermidis (Mack et al.,
2002).

O PIA ¢ codificada por um operon denominado intercellular adhesion (ica),
composto de quatro genes icaA, icaD, icaC, icaB, e uma regido promotora denominada
icaR. Para analisar a func¢do individual de icaA e icaD na atividade da N-
acetilglucosaminiltransferase, Gerke et al. (1998) induziram a expressdo destes genes no
Staphylococcus carnosus usando dois plasmideos compativeis. Foi demonstrado que icaD
sozinho ndo induz atividade enzimatica de transferase, enquanto que icaA isolado induz
pouca atividade. Entretanto, quando icaA e icaD sdo expressos conjuntamente, a atividade
enzimdtica da transferase ¢ aumentada, formando maior quantidade de PIA. A concreta
funcgdo de icaD ainda ¢ desconhecida. A interag@o de icaA e icaD pode ser necessaria para
a ligacdo B-1,6 dos residuos de N-acetilglucosamina, formando o polissacarideo de adesdo

intercelular (PIA). Outra possibilidade proposta é que as proteinas transcritas por iCaA, uma
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proteina transmembrana que contém aproximadamente 412 aminoacidos (Mack et al,
1999), necessitam de icaD para obter uma conformacgdo ativa. Neste mesmo trabalho foi
mostrado que o produto do gene icaC, uma proteina hidrofobica integral de membrana com
aproximadamente 355 aminoacidos (Mack et al., 1999), ¢é necessario para a sintese de
oligobmeros de N-acetilglucosamina para reagir com anticorpos do PIA. A proteina
transcrita por icaB provavelmente ¢ uma proteina secretora que aparenta ndo estar
envolvida na biossintese do PIA. Os genes icaA, icaD e icaC devem, de qualquer maneira,
serem co-expressos em uma linhagem para se obter a sintese de longos oligdmeros.
Portanto, Gerke et al. (1998) em seu estudo, conseguiram mostrar que icaA, icaD e icaC
estdo envolvidos na biossintese do oligdbmero completo do PIA. Os genes icaA e icaD
constituem N-acetilglucosaminiltransferase atividade, sendo que icaA representa a
verdadeira transferase e que necessita de icaD para uma completa atividade.

Portanto, podemos observar que com o aumento no uso de materiais implantados
em quase todos os campos da medicina moderna, os microrganismos colonizantes da pele,
como S. aureus e ECN acabam ganhando acesso a corrente circulatdria e muitas vezes
desencadeando graves infecgdes que podem levar a graves conseqiiéncias. Existe um
grande interesse e importancia no estudo dos fatores de viruléncia produzidos por estes
microrganismos, sendo assim esse estudo teve como objetivo principal a deteccdo da
producdo de biofilme em amostras de S. aureus e ECN isoladas de recém-nascidos da
Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu e a

comparagdo de métodos fenotipicos com a deteccdo de genes responsaveis pela producao

de biofilme.



MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram estudadas 50 amostras de S. aureus e 50 de estafilococos coagulase-
negativa (ECN), isoladas de materiais clinicos provenientes de recém-nascidos internados
na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI-Neonatal) e quatro linhagens de referéncia
internacional: S. epidermidis ATCC 12228, S. simulans ATCC 27851, S. warneri ATCC

10209, S. xylosus ATCC 29979.

Identificacd@o de S. aureus e estafilococos coagulase-negativa

Os isolados, obtidos a partir de espécimes clinicos foram semeados em agar
sangue ¢ corados pelo método de Gram objetivando-se sua pureza ¢ a observagdo de sua
morfologia e coloracdo especifica. Apds a confirmacao dessas caracteristicas, as amostras
foram submetidas as provas de catalase e coagulase. O género Staphylococcus foi
diferenciado de Micrococcus, com base na prova de oxidagao e fermentagdo da glicose e
pela resisténcia a bacitracina (0,04 U) indicada pela auséncia de halo de inibi¢do ou
formacgao de halo de at¢ 9 mm e pela sensibilidade a furazolidona (100 pg) caracterizada
por halos de inibi¢do de 15 a 35 mm de didmetro (Koneman et al., 1997).

Para a identificagdo dos ECN foi utilizado o esquema simplificado proposto por
Cunha et al. (2004), o qual estabelece a realizagdo de testes de utilizagdo de aglcares:
xilose, sacarose, trealose, manitol, maltose, e frutose, caracterizagao de hemolisinas, urease,
ornitina decarboxilase e resisténcia a novobiocina. Para controle dos resultados dos testes,

foram utilizadas as seguintes linhagens de ECN de referéncia internacional: S. epidermidis



(ATCC 12228), S. simulans (ATCC 27851), S. warneri (ATCC 10209) e S. xylosus (ATCC
29979).
Posteriormente a confirmagao da espécie, as linhagens foram conservadas a -20°C

e em nitrogénio liquido.

Deteccdo de genes icaA, icaC e icaD especificos para producéo de biofilme

Extracéo do acido nucléico

O 4cido nucléico total foi extraido a partir de amostras de Staphylococcus cultivadas
em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coragdo e
incubadas a 37°C por 24 horas.

A extragdo foi realizada com o Kit GFX (Amersham Pharmacia Biotech) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e
proteinase K (20 mg/ml). A seguir 500 pl da solugdo de extracdo foi adicionada a mistura e
esta centrifugada a 10.000 x g por 4 min. Em seguida o sobrenadante foi transferido para a
coluna GFX e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi descartado e 500
ul de solugdo de extragdo foi adicionado novamente a coluna. Apos a centrifugacdo e
descarte do liquido coletado, 500 ul da solucdo de lavagem foi adicionada a coluna e esta
submetida a centrifugacdo a 20.000 x g por 3 min. A seguir, a coluna foi transferida para

um tubo de 1,5 ml ¢ 200 pl de agua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada para a eluigao.



Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

As reagdes foram realizadas em tubos de microcentrifuga de 0,5 ml em volumes
totais de 25 ul contendo 10 pmol de cada primer (tabela 1), 2,0 U de Taq polimerase, 100
uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados e 20 mM de Tris-HCI ph 8,4, 0,75 mM MgCl e
3mg de 4cido nucléico. A incubagdo foi realizada em termociclador apropriado,
empregando os pardmetros descritos por Arciola et al. (2001) que consistiram de: 94°C por
cinco minutos para o primeiro ciclo seguido por 50 ciclos de desnaturagdo a 94°C por trinta
segundos, anelamento dos primers a 55,5°C por trinta segundos e extensdo a 72°C por
trinta segundos. Apds completar os 50 ciclos, os tubos foram incubados a 72°C por um
minuto antes de resfriar 4 4°C. Em todas as reagdes realizadas foram utilizadas linhagens de
referéncia internacional como controle positivo e negativo, S. epidermidis ATCC 35984

(produtora de biofilme) e um controle negativo S. epidermidis ATCC 12228.

Tabela 1: Oligonucleotideos para a detecgao dos genes icaA, icaD e icaC

Funcéo Nome Sequéncia P-r.oduto
amplificado (pb)
Primer  icaAl ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA 103
Primer  icaA2 GGA AAT GCC ATA ATG ACA AC 103
Primer icaD1 ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198
Primer icaD2 CGT GTT TTC AAC ATTTAA TGC AA 198
Primer  icaCl TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 400
Primer  icaC2 TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 400

Fonte: Arciola et al. 2005



Visualizacdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplifica¢des foi monitorada pela eletroforese da reacdo em gel de
agarose 2% preparado em tampao 1,0 X TBE e corado com SYBR® safe. O tamanho dos
produtos amplificados foi comparado com o padrdo de 100 pares de base e posteriormente

fotografados sob transiluminagao UV.

Estudo da producéo de biofilme

Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em tubo de

Christensen et al. (1982).

Para a pesquisa da produ¢do de biofilme pelo método de aderéncia em tubo,
coldnias isoladas de estafilococos em agar sangue foram inoculadas em tubos de 12,0 x
75,0 mm contendo 2,0 ml de caldo Tripticase Soja (TSB - Difco) e incubadas a 37°C por
48h, sem agitacdo. Posteriormente, o contetido foi desprezado e aliquotas de 1,0 ml de
solucdo aquosa a 0,4% de azul tripan (Sigma) foram adicionadas em cada tubo. Apos suave
agitacdo, para garantir a coloracdo do material aderido a superficie interna dos tubos, o
corante foi desprezado. O resultado positivo foi indicado pela presenca de uma camada de
material corado aderido a parede interna dos tubos. A presenca de um anel corado somente

na superficie de contato liquido-ar, ndo foi considerado como resultado positivo.



Pesquisa da producédo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de

poliestireno de Christensen et al. (1985) modificado.

A pesquisa da producgdo de biofilme em placas de cultura proposto por Christensen
et al. (1985), apresenta bases espectofotométricas, baseando-se na densidade optica (DO)
do material aderente produzido pela bactéria.

Foram utilizadas culturas em TSB incubadas por 24 horas e posteriormente diluidas
a 1:1 com TSB preparado com 2% de glicose em placas, previamente esterilizadas, de 96
cavidades com fundo plano. Os pogos foram preenchidos em quaduplicata com 200 pl da
cultura diluida, nos quais também foram colocadas amostras controle: controle positivo,
negativo e um com TSB puro e incubado por 24 horas a 37°C. Entdo o contetido de cada
poco foi aspirado cuidadosamente e lavado quatro vezes com 200ul de tampao fosfato
salina (PBS), pH 7,2.A temperatura ambiente, as placas foram secas em 1 hora. A seguir os
pocos foram corados com cristal violeta a 2% por um minuto e aspirado o excesso por meio
da lavagem das placas com dgua destilada. Novamente as placas foram secas a temperatura
ambiente por mais 1 hora e entdo realizada a leitura da densidade dptica no leitor de Elisa
da marca Labsystem modelo Multiskan EX. Uma vez que ndo dispunhamos do filtro de 570
nm, utilizado no estudo de Christensen et al. (1985), adaptamos a técnica recorrendo a dois
novos filtros, de comprimento de onda, 492 nm e 540 nm, proximos ao recomendado. Apds
esta primeira leitura as placas foram preenchidas com etanol 95% e depois de 5 minutos o

conteudo foi transferido para novas placas, nas quais novas leituras foram realizadas.
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Pesquisa da producédo de biofilme pelo método do Agar Congo Vermelho (CRA)

de Arciola et al. (2001).

A caracterizacdo fenotipica da produ¢do de biofilme foi estudada pela cultura de
amostras de Staphylococcus aureus e ECN em placas de Agar Congo Vermelho (CRA)
proposto por Arciola et al.(2001). Placas de CRA (0,8g de corante vermelho congo e 36 g
de sacarose para 1 litro de Infusdo de Cérebro e Coragdo — BHI) foram inoculadas e
incubadas aerobicamente por 24 horas a 37°C e subseqiientemente “overnight” a
temperatura ambiente. No CRA, espécies produtoras de biofilme formardo colonias pretas,

enquanto que as ndo produtoras formardo colonias vermelhas.

Analise Estatistica

Os testes de avaliagdao de sensibilidade e especificidade (Sox, 1986, Fletcher et al.,
1991) foram embasados na comparagao entre os métodos fenotipicos testados na detecgao
da producdo de biofilme e a técnica de PCR, tida como padrdao ouro para a detec¢ao dos
genes envolvidos na sintese de biofilme; sendo que foram consideradas amostras biofilme
positivas todas aquelas que apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados.

Para a andlise da correlacao entre os métodos, foi utilizado o Teste de Proporgdes,

no qual o nivel de significancia foi fixado em p < 0,05 (Curi, 1997).
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ETICA

Todos os procedimentos seguidos estiveram de acordo com os padrdes éticos do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, aprovado em 04 de

agosto de 2008 (Of. 314/08 — CEP).

RESULTADOS

Amostras

A partir de isolados de materiais clinicos provenientes de recém-nascidos internados
na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI-Neonatal), foram estudadas 50 amostras de S.
aureus e 50 de estafilococos coagulase-negativa (ECN).

Os materiais clinicos dos quais foram isolados estes microrganismos foram: sangue,
canula, dreno toracico, cateter e secregoes. Das 100 amostras estudadas, 49 foram de
hemocultura, 19 de secre¢des, 20 de ponta de cateter, 10 de ponta de canula e duas de dreno
toracico.

Com relacdo ao material clinico em que foram isolados S. aureus, 22 (44%) foram

de hemocultura, 15 (30%) de secrecdes e 13 (26%) de corpos estranhos.

Identificacdo de ECN

A distribuicdo das amostras de ECN, segundo a espécie e ilustrada na figura 1,
revela que o S. epidermidis foi a espécie mais freqiientemente isolada, representando 68%

da populagao de ECN estudada.
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Figura 1- Distribuigdo das espécies de ECN isoladas de recém-nascidos.

Das 50 amostras de ECN, houve prevaléncia quanto ao material clinico isolado, de
hemocultura (54%), seguida de corpos estranhos (38%) e por ultimo de secregdes (8%).
Das 27 hemoculturas analisadas, em 20 (74,1%) foram isolados S. epidermidis, trés
(11,1%) S. haemolyticus, dois (7,4%) S. lugdunensis, um (3,7%) S. simulans e um (3,7%) S.
warneri. Nas 19 amostras isoladas a partir de corpos estranhos, em 12 (63,2%) foram
isolados S. epidermidis, trés (15,8%) S. warneri, dois (10,4%) S. hominis, um (5,3%) S.
saprophyticus, e um (5,3%) S. xylosus. Ja nas quatro amostras isoladas de secregdes, em
duas (50%) encontramos S. epidermidis, uma (25%) S. haemolyticus e uma (25%) S.

simulans.
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Estudo da Producéo de Biofilme

Detecc¢do de genes icaA, icaC e icaD especificos para producéo de biofilme

A presenga dos genes icaA (103 pb), icaC (400 pb) e icaD (198 pb) foi

demonstrada pela amplificacdo dos fragmentos correspondentes (figuras 2, 3 ¢ 4).

400 pb
300 pb

200 pb
103 pb

100 pb N B N —

Figura 2: Gel de agarose 2% corado com SYBR® Safe,
representando a amplificagdo do gene icaA (103pb). Linha 1:
marcador de 100 pares de base; Linha 2: controle negativo; Linha
3: controle positivo; Linha 4: amostra negativa; Linhas 5 a 9:
amostras positivas.

500 pb
400 pb

300 pb

400 pb

200 pb

100 pb

Figura 3: Gel de agarose 2% corado com SYBR®
Safe, representando a amplificagdo do gene icaC
(400 pb). Linha 1: amostra negativa; Linhas 2 a 5:
amostras positivas; Linha 6: controle positivo; Linha
7: controle negativo; Linha 8: marcador de 100 pares
de base.

14



198 pb

Figura 4: Gel de agarose 2% corado com SYBR® Safe,
representando a amplificacdo do gene icaD (198 pb).
Linhasl, 3 a 6: amostras positivas; Linha 2: amostra
negativa; Linha 7: controle positivo; Linha 8: controle
negativo; Linha 9: marcador de 100 pares de bases.

Em amostras de ECN houve a presenga dos trés genes concomitantemente em 43
(86%) amostras, duas (4%) amostras apresentaram somente iCaA ¢ icaD, duas (4%) apenas
icaA e trés (6%) amostras ndo apresentaram nenhum dos genes estudados. A distribuicao

dos genes de acordo com a espécie de ECN e S. aureus esta representada na tabela 2.

Tabela 2 — Distribuig¢@o dos genes ica de acordo com a espécie.

Espécies icaA, icaC e icaD icaAeicaD icaA Gene (-)
S. aureus 22 28 0 0
S. epidermidis 30 1 1 2
S. haemolyticus 3 0 1 0
S. warneri 4 0 0 0
S. hominis 1 0 0 1
S. simulans 1 1 0 0
S. xylosus 1 0 0 0
S. lugdunensis 2 0 0 0
S. saprophyticus 1 0 0 0
Total 65 30 2 3
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Ja nas 50 amostras de S. aureus incluidas no estudo, todas foram positivas para pelo
menos um dos genes do operon ica pesquisados (icaA, icaC e icaD): 28 (56%) amostras
apresentaram os genes ICaA ¢ icaD, 22 (44%) amostras os trés genes concomitantemente, ¢

nenhuma amostra se mostrou negativa para a presenca dos genes estudados.

Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em tubo de

Christensen et al. (1982).

Na pesquisa da producdo de biofilme pela técnica de aderéncia em tubo de
borossilicato (figura 5), das 50 amostras de ECN estudadas, em 42 (84%) foram observadas
a producao de biofilme na parede do tubo, enquanto que oito (16%) amostras se mostraram
negativas para essa técnica. Ja em amostras de S. aureus, 49 (98%) produziram biofilme na

parede do tubo.

Figura 5: A) Biofilme negativo.
B) Biofilme positivo.
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Segundo os testes estatisticos, o método do tubo para S. aureus apresentou
sensibilidade de 98% e especificidade de 100%. Ja para as amostras de ECN, a

sensibilidade foi de 85% e a especificidade de 33,3%.

Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de

poliestireno de Christensen et al. (1985) modificado.

Padronizacdo da técnica proposta por Christensen et al. (1985)

Para determinar os valores a serem considerados como ponto de corte foram
repetidos os mesmos procedimentos com uma placa contendo TSB puro. Feita a leitura,
com os filtros de 492 nm e 540 nm, foi calculado a média (M) e o desvio padrao (DP) da

placa em cada comprimento de onda obtendo-se os seguintes valores mostrados na tabela 3.

Tabela 3: Valores de média e desvio padrio.

Placa seca Placa com etanol 95%
Filtro 492 nm 540 nm 492 nm 540 nm
Meédia 0,043 nm 0,059 nm 0,072 nm 0,276 nm
Desvio Padrao 0,003 nm 0,007 nm 0,014 nm 0,102 nm

Para a obten¢ao do ponto de corte multiplicou-se o desvio padrao por trés e adicionou
ao valor da média da amostra de TSB puro do mesmo comprimento de onda. Os resultados
foram assim classificados: ndo aderente com valores da densidade dptica iguais ou menores
que o ponto de corte, fraco aderente com valores acima do ponto de corte até o valor da
multiplicagdo deste por dois, e acima desse valor a amostra foi considerada fortemente

aderente como segue na tabela 4.
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Tabela 4: Valores de ponto de corte.

Placa seca Placa seca Placa com etanol Placa com etanol
(492nm) (540nm) 95% (492nm) 95% (540nm)
Nao DO<0052nm DO<008nm DO<0,114nm DO < 0,582 nm
aderente
Fraco 0,052nmm>DO< 0,08nm>DO 0,114 nm>DO < 0,582 nm > DO
aderente 0,104 nm <0,16 nm 0,228 nm <1,164 nm
Forte

aderente | PO>0,104nm DO > 0,16 nm DDO >0,228 nm DO > 1,164 nm

A partir destes valores calculados, as amostras analisadas foram tidas como positivas
quando seu valor de ponto de corte correspondia a classificacdao de fraco aderente ou forte
aderente, ¢ em negativas quando ndo aderentes. A partir dai foi calculada a sensibilidade e
especificidade para cada situagdo, tomando como padrio-ouro a técnica de PCR. Isto foi
feito para que pudéssemos analisar qual das leituras realizadas ¢ a melhor para esse método.

Os valores de sensibilidade e especificidade para cada microrganismo e para cada

leitura estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Valores de sensibilidade ¢ especificidade para cada microrganismo.

Placaseca Placaseca Placacom etanol Placa com etanol
(492nm) (540nm) 95% (492nm) 95% (540nm)
S 84% 98% 90% 100%
S. aureus
E 100% 100% 100% 100%
S 76,6% 85% 79% 87%
ECN
E 100% 100% 100% 100%

S: sensibilidade; E: especificidade.
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De acordo com a andlise estatistica, podemos afirmar que a melhor leitura ¢ feita na
placa com etanol 95% com o filtro de 540 nm, isso porque foi a leitura que apresentou a
melhor sensibilidade e especificidade para ambos os microrganismos, e portanto foi
utilizada para a andlise dos resultados.

Das amostras de S. aureus estudadas, todas foram positivas, sendo que 12 (24%)
amostras foram classificadas como fracas aderente e 38 (76%) como fortes aderente. Ja nas
amostras de ECN, nove (18%) foram ndo aderentes, sendo que destas, trés (33,3%) foram
negativas pela técnica de PCR; 24 (48%) foram fracas aderentes e 17 (34%) foram fortes

aderentes.

Pesquisa da producédo de biofilme pelo método do Agar Congo Vermelho (CRA)

de Arciola et al. (2001).

Na pesquisa da produgdo de biofilme pelo método do CRA foi possivel a
visualizacdo de quatro cores de colonias: pretas, bordd escura, bordd metalica e somente
bordo.

A partir disto, foi feita analise estatistica da sensibilidade e especificidade para cada
caso de duas maneiras: primeiramente foi considerada somente a coloragdo preta como
positiva e em um segundo as coloragdes preta e bordd escura como positivas; sempre tendo
como padrio-ouro a técnica de PCR. Foram obtidos os seguintes resultados descritos na

tabela 6.
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Tabela 6 — Valores de sensibilidade e especificidade para cada microrganismo.

Pretas Pretas e bord6 escura
Sensibilidade 46% 98%
S. aureus
Especificidade 100% 100%
Sensibilidade 49% 79%
ECN o
Especificidade 100% 100%

Como podemos observar na tabela 6, quando consideramos positivas as coldnias
que se apresentam nas cores preta ou bordd escura, a sensibilidade da técnica ¢ maior para
ambos os microrganismos, portanto, foram consideradas como positivas as colonias que se
apresentaram tanto na cor preta como bordd escura.

Nas amostras de S. aureus, todas foram positivas pela técnica, sendo que 23 (46%)
apresentaram coldnias pretas e 26 (52%) colonias bordd escuras. J4 nas amostras de ECN
tivemos 23 (46%) colOnias pretas, 14 (28%) bordd escuras e 13 (26%) bordd. Além dessas
coloragdes, também pudemos observar que quatro amostras de ECN, pertencentes a espécie
S. warneri, apresentavam colonias com aspecto metalizado, o que ndo ocorreu em mais

nenhuma amostra de outra espécie.

Comparacao entre os Métodos Fenotipicos

A comparacao entre os métodos fenotipicos testados na deteccdo da producao de
biofilme foram embasados na técnica de PCR, tida como padrdo ouro. Foram consideradas
amostras biofilme positivas todas aquelas que apresentaram pelo menos um dos genes do

operon ica pesquisados.
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Tabela 7 — Comparagdo entre os métodos utilizados.

Eg;ft'i';?,i NTS;'{\?;* Sensibilidade  Especificidade
Aderente 49 0
S. aureus 98% 100%
Teste do Nio-aderente 1 0
Tubo Aderente 38 2
ECN 85% 33,3%
Naéo-aderente 9 1
Aderente 50 0
S. aureus 100% 100%
Teste da Nao-aderente 0 0
Placa Aderente 41 0
ECN 87% 100%
Nio-aderente 6 3
Aderente 49 0
S. aureus 98% 100%
Teste Nio-aderente 1 0
CRA Aderente 37 0
ECN 79% 100%
Nio-aderente 10 3

* Detecgdo de biofilme baseado na técnica de PCR.

Como foi possivel observar o método que apresentou melhor sensibilidade (100% e
87%) e especificidade (100%) para S. aureus e ECN, respectivamente, foi o método de

aderéncia em placa de poliestireno.

DISCUSSAO

Os microrganismos mais freqlientemente envolvidos com infec¢cdes em unidades de
terapia intensiva (UTIs) neonatais sdo os Gram positivos, com destaque para o S. aureus
considerado o mais importante agente tanto de infec¢des endé€micas quanto de surtos,
seguido pelo S. epidermidis, que ¢ relacionado a episddios de sepse associados a neonatos
com cateter venoso central (Drews et al., 1995; Gaynes et al., 1996). Os recém-nascidos

uma vez hospitalizados, podem adquirir doengas relacionadas com infec¢des através de
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contato (profissionais de satide, mae), ou por transmissdo indireta através de equipamentos
instrumentais contaminados (Stillman et al., 1987; Brady, 2005).

A produgdo do biofilme por esses microrganismos tem sido enfatizada por varios
autores como um indicador epidemioldgico de infeccdo em pacientes pediatricos
(Fitzgerald et al. 2005, Hall et al. 1987). Atualmente, devido ao grande numero de
infecgdes relacionadas a microorganismos produtores de biofilme faz-se necessario a
utilizagdo de uma metodologia confiavel para seu diagnoéstico. Arciola et al. (2001)
mostram que técnicas moleculares, como a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na
identificagdo dos genes ica, responsaveis pela sintese de biofilme, é uma ferramenta
importante, uma vez que a técnica ¢ considerada simples, rapida e confidvel, além de
requerer quantidades minimas de DNA.

No presente estudo, a presenca dos genes icaA, icaC e icaD foi investigada em ECN
e S. aureus. Todas as amostras de S. aureus (100%) analisadas apresentaram pelo menos
um dos genes estudados (Fitzpatrick et al., 2005). J4 nas amostras de ECN, encontramos
94% das amostras positivas para pelo menos um dos genes pesquisados. Assim,
observamos neste trabalho, que houve a producao de biofilme em todas (100%) as amostras
de S. aureus isoladas de recém-nascidos (Cramton et al., 1999; Fowler et al., 2001 e Arciola
et al.,, 2001), e em 94% de ECN. Lopez et al. (2004), apontam para uma importante
diferenca entre S. epidermidis e o S. aureus, uma vez que o primeiro por ndo ser capaz de
produzir grande quantidade de enzimas e toxinas, tem como caracteristica primordial
ocasionar infeccdes subagudas ou cronicas; além disso ¢ tratado como um importante
agente de infecgdes hospitalares por sua capacidade de formagao do biofilme. Nesse estudo
S. aureus esteve mais associado significativamente (p < 0,05) com infec¢do do que o S.

epidermidis. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que destaca o S. aureus com
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espécie sempre considerada patogénica e associada a uma série de infecgdes e intoxicagdes.
Os dados encontrados revelaram maior propor¢ao de amostras produtoras de biofilme em S.
aureus do que em S. epidermidis (100 versus 94%), assim como verificado por Arciola et
al. (2001).

Para S. epidermidis, a percentagem de amostras produtoras de biofilme foi de 94%,
porém as amostras em questdo foram isoladas principalmente de hemoculturas (61,2%),
corpos estranhos (35,5%) do que em secregoes (3,3%). Esses dados estdo de acordo com os
j& constatados por nosso grupo (Cunha et al., 2002). Além das técnicas moleculares
utilizamos o método qualitativo Agar Congo Vermelho (CRA), proposto por Arciola et al.
(2001). Através deste, todas as amostras de S. aureus produtoras de biofilme foram
detectadas, porém em ECN apenas 74%, indicando a baixa correlagdo desse método para a
determinagdo de producdo de biofilme em amostras de ECN (Fitzpatrick et al., 2002), uma
vez que 13 amostras (26%) negativas para esta técnica, 10 (72%) apresentavam os trés
genes estudados, dando um indicativo de falso-negativo nas andlises (Chaieb et al., 2005).
Apesar da boa correlagdo que apresentou com as amostras de S. aureus, este se mostrou um
método subjetivo e ndo confidvel quanto a leitura das coloragdes, pois fundamentou-se nas
impressdes € na experiéncia dos responsaveis pela leitura. Portanto, como afirmado por
Fitzpatrick et al. (2005), o método de CRA pode ser considerado de facil execugdo,
principalmente quando comparado com a andlise molecular dos genes envolvidos, porém ¢
um método impreciso na determinagcdo da capacidade de formagdo de biofilme no
diagnostico laboratorial de isolados clinicos.

O método qualitativo, mais comumente utilizado, ¢ o teste de aderéncia em tubo de
borossilicato proposto por Christensen et al. (1982). Alguns autores como Cunha et al.

(2006) e Morales et al. (2004) fizeram uso deste método obtendo resultados importantes,
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quanto a sensibilidade e a especificidade, fornecendo diagndstico confiavel e adequado para
uso em rotina. Essas afirmacdes foram confirmadas em nosso trabalho na utilizagao deste
método para a espécie S. aureus, onde houve deteccdo com 98% de sensibilidade e 100%
de especificidade das amostras produtoras de biofilme, porém em ECN, o resultado nao foi
tao satisfatorio, com uma sensibilidade de 85% e inadequada especificidade (33,3%).

Neste trabalho, também foi usado o método quantitativo de aderéncia em placa de
poliestireno, proposto por Christensen et al. (1985) modificado e padronizado em nosso
laboratorio. Nesta técnica foram feitas diversas leituras em diferentes condi¢des sendo que
as leituras em placas com etanol 95% e filtro de 540 nm, foram as que apresentaram melhor
sensibilidade (100% para S. aureus e 87% para ECN) e especificidade (100% para S.
aureus e ECN) e portanto usadas como parametro para a avaliagdo. Todas as amostras S.
aureus positivas pela técnica de PCR, apresentaram-se também positivas para esta técnica,
sendo que 24% foram fracas aderentes e 76% fortes aderentes e portanto se mostrando um
bom método para a identificagdo de producdo de biofilme. Entretanto, nas amostras de
ECN, apesar de a técnica conseguir identificar 41 amostras dentre 47 positivas pela PCR,
esta apresentou resultados falso-negativos para seis amostras produtoras de biofilme.

Assim sendo, na avaliacdo da confiabilidade dos trés métodos utilizados na detec¢do
de biofilme em S. aureus, frente ao padrao ouro (PCR), foi possivel observar que o método
que melhor se correlacionou em relagdo aos gendtipos positivos do biofilme, foi o método
de aderéncia em placa de poliestireno, com melhor sensibilidade (100%) e especificidade
(100%).

Os outros dois métodos qualitativos, teste do tubo e CRA, apresentaram boa
correlacdo entre si, mesma sensibilidade e especificidade (98% e 100%, respectivamente).

Apesar do método de CRA ter se mostrado subjetivo na leitura das coloragdes das colonias,
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este apresentou em nossos estudos, uma boa correlagdo entre os trés métodos, mesmo sendo
contestado por Marthur et al. (2006) onde ele ndo encontrou boa correlagdo deste método
com os outros anteriormente apresentados.

Ja em relag@o a comparagao entre os trés métodos utilizados na detecg¢ao de biofilme
em ECN, foi possivel observar que o método que apresentou a melhor correlagdo com a
técnica padrdo-ouro, foi também o teste da placa de poliestireno, apresentando
sensibilidade de 87% e especificidade de 100%. Os outros dois métodos utilizados, teste do
tubo e CRA, apresentaram a menor especificidade (33,3%) e sensibilidade (79%),
respectivamente, os quais diferem do encontrado na literatura (Morales et al., 2004; Cunha
et al., 2006; James et al., 1995). Além disso, com o método do CRA, observamos uma
coloracdo com aspecto metalico que ndo havia sido descrita antes na literatura a qual
associamos esta caracteristica fenotipica peculiar com a espécie S. warneri.

A partir do estudo desenvolvido e dos resultados expostos, podemos observar que os
métodos fenotipicos para a detec¢do da producdo de biofilme em S. aureus mostraram-se
confidveis (adequadas sensibilidades e especificidades) para serem usados na rotina
laboratorial de identificacdo do biofilme, além de serem mais baratos e rapidos no
diagnostico. Entretanto, ndo observamos a mesma correlagdo das metodologias em ECN,
uma vez que os métodos fenotipicos ndo se mostraram confidveis (menores sensibilidades e
especificidades) na deteccdo do biofilme. Assim, para ECN, a forma mais segura para a
detec¢do de biofilme, mostrou-se ser a técnica de PCR (padrao-ouro), mesmo sendo mais
cara ¢ trabalhosa. Desta forma, nota-se a necessidade de se desenvolver novos métodos ou
aperfeigoar os ja existentes de modo a torné-los mais precisos e eficientes.

As andlises dos dados encontrados em nosso estudo permitem concluir a

importancia da producdo de biofilme em amostras de ECN e destacam a producdo desse
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fator de viruléncia também em S. aureus isolados de infecgdes nosocomiais, o que pode
acarretar em sérios problemas de saude publica no que se refere a infeccdes neonatais,
principalmente em recém-nascidos que apresentam os fatores de risco, como a menor idade
e uso de procedimentos invasivos, cateteres e ventilagdo mecanica. Em adi¢do, a producao
de biofilme ¢ também um fator importante para a falha da antibioticoterapia de pacientes
com cateteres e outros biomateriais, contribuindo para a ocorréncia de infec¢des
recidivantes e o surgimento de patégenos multi-resistentes. Estratégias terapéuticas que
interfiram na expressao ou atividade dos genes ou produtos envolvidos com a produ¢do do
biofilme necessitam serem descobertas para proporcionar novas e benéficas terapias

alternativas.
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