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RESUMO

Saphylococcus aureus juntamente com outras espécies de estafilococos coagulase-
negativa sdo importantes patdgenos responsaveis por infeccdes nosocomiais associadas
ao uso de dispositivos implantaveis. O fator mais importante na patogénese de infeccbes
estafilocdcicas associadas a estes dispositivos é a habilidade do patégeno de formar
biofilme, que confere protecdo contra o sistema imunologico do hospedeiro e da acao de
antimicrobianos, sendo o Polissacarideo de Adesdo Intercelular (PIA) codificado pelo
operon icaADBC o principal componente do biofilme estafilocécico. Esse estudo
objetivou estudar a estrutura do biofilme de diferentes espécies de Saphylococcus,
avaliar a antibioticoterapia utilizada para tratamento dessas infeccGes em células livres e
em biofilme e alternativas para prevengéo da formacdo de biofilme. Foram estudadas
200 amostras de Staphylococcus spp. sendo 50 da espécie S. aureus e 150 do grupo dos
estafilococos coagulase-negativa (ECN), incluindo 50 amostras de S epidermidis, 20 S
haemolyticus, 20 S warneri, 20 S hominis, 20 S lugdunensis e 20 amostras de S
saprophyticus isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB). As amostras foram submetidas a pesquisa dos genes
icaADBC pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e a expressdo pela técnica de
Transcriptase Reversa-PCR (RT-PCR). A producdo de biofilme foi verificada atraves
dos métodos fenotipicos de aderéncia ao tubo de borossilicato e na placa de poliestireno.
A determinacdo da concentracdo inibitéria minima em células planctonicas e em
biofilme foi testada para as drogas oxacilina, vancomicina, eritromicina, gentamicina,
linezolida e sulfametoxazol-trimetropim pelo método de microdiluicdo em caldo. O
teste do peptideo (RIP) na prevencédo da formacdo de biofilme foi realizado com cultura

de bactérias em TSB glicose 2% com pontas de cateteres e visualizacdo através da
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microscopia eletronica de varredura (MEV) e em placas de poliestireno. Pela técnica de
PCR, 97 (48,5%) amostras foram positivas para o gene icaA, 64 (32%) para icaB, 102
(51,0%) para icaC, 160 (80%) para icaD e 20 (10%) ndo revelaram nenhum dos genes.
O presente estudo revelou uma diferente combinacdo da expressdo dos genes nas
diferentes espécies estudadas, sendo o gene icaC o mais expresso em ECN e pouca
expressdo do gene icaA, o que justifica o fato da maioria das amostras ndo produzir
biofilme no teste fenotipico. Do total de amostras 49 (24,5%) produziram biofilme, 26
expressando o gene icaA, 12 sem a expressdo do icaA mas revelando outros genes do
operon e 11 ndo expressaram 0s genes do operon ica, sugerindo a presenga de um
mecanismo alternativo (ica-independente) na formacgdo de biofilme estafilocdcico
nessas amostras. A producéo de biofilme e expressédo dos genes ica foi mais frequente
em S aureus, S epidermidis e S saprophyticus. Em relacdo ao teste com o0s
antibidticos, nenhuma amostra planctonica foi resistente a vancomicina e linezolida. Em
relacdo as células em biofilme o MIC aumentou em duas, quatro, oito e até dezesseis
vezes em relacdo as células plancténicas, de forma mais frequente com a vancomicina e
a eritromicina. Dos antimicrobianos testados a linezolida mostrou melhores resultados
na inibicdo de estafilococos em biofilme, sem aumento no MIC quando comparado com
celulas planctonicas e nenhuma amostra resistente. A concentragdo bactericida minima
para células do biofilme variou entre 8 e >256 pg/ml para oxacilina, 128 - >128 pg/mi
para vancomicina, 256 - >256 pg/ml para eritromicina, 256 - >256 pg/ml para
gentamicina, >64 pg/ml para linezolida e 32/608 - >32/608 pg/ml para
sulfametoxazol/trimetroprim,  sendo  que mesmo altas concentracbes desses
antimicrobianos nao foram capazes de eliminar os Staphylococcus spp. em biofilme. Os
resultados revelaram inibicdo da formacdo de biofilme na presenca de RIP em todas as

amostras de ECN, porém ndo interferiu com a formacao de biofilme por S. aureus. O
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peptideo RIP revelou ser uma importante ferramenta que futuramente podera ser
utilizada na prevencdo de infeccbes causadas por ECN relacionadas a producdo do

biofilme.



12

ABSTRACT

Saphylococcus aureus, together with other coagulase-negative staphylococci
(CoNS), is an important pathogen that causes nosocomial infections associated with
the use of implantable devices. The most important factor in the pathogenesis of
staphylococcal infections associated with these devices is the ability of the pathogen
to form a biofilm, which protects bacteria against the host immune system and
against the action of antimicrobial drugs. The main component of staphylococcal
biofilms is polysaccharide intercellular adhesin (PIA), which is encoded by the
icaADBC operon. The objectives of this study were to investigate the structure of
biofilms of different Staphylococcus species, to evaluate the effect of antibiotics
used to treat these infections on planktonic and biofilm cels, and to identify
alternatives for the prevention of biofilm formation. A total of 200 Saphylococcus
spp., including 50 S aureus and 150 CoNS strains (50 S epidermidis, 20 S
haemolyticus, 20 S warneri, 20 S hominis, 20 S lugdunensis and 20 S
saprophyticus), isolated from patients seen at the University Hospital of the
Botucatu School of Medicine (HC-FMB), were studied. The presence of the
icaADBC genes was investigated by the polymerase chain reaction (PCR) and their
expression was determined by reverse transcriptase-PCR (RT-PCR). Biofilm
formation was evaluated using the phenotypic method of adherence to borosilicate
tubes and polystyrene plates. The minimum inhibitory concentration (MIC) of
oxacillin, vancomycin, erythromycin, gentamicin, linezolid and sulfamethoxazole-
trimethoprim for planktonic and biofilm cells was determined by the broth
microdilution method. The effect of RNA-inhibiting peptide (RIP) on the prevention

of biofilm formation was tested using bacterial cultures grown in TSB-2% glucose
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containing catheter tips and visualization by scanning electron microscopy and on
polystyrene plates. The icaA gene was detected by PCR in 97 (48.5%) strains, the
icaB gene in 64 (32%), the icaC gene in 102 (51%), and the icaD gene in 160
(80%). Twenty (10%) strains did not carry any of the genes. The present study
demonstrated a different combination of expression of these genes in the different
species studied, with higher expression of the icaC gene and low expression of the
icaA gene in CoNS, a finding that could explain the fact that most isolates did not
produce a biofilm in the phenotypic test. Forty-nine (24.5%) of all strains produced
a biofilm; of these, 26 expressed the icaA gene, 12 did not express this gene but
carried other genes of the operon, and 11 did not express ica operon genes,
suggesting the presence of an alternative (ica-independent) mechanism of
staphylococcal biofilm formation in these strains. Biofilm formation and expression
of the ica genes were more frequent in S aureus, S epidermidis and S
saprophyticus. Antimicrobial resistance testing showed that none of the planktonic
samples was resistant to vancomycin or linezolid. With respect to biofilm cells, a
two-, four-, eight- and up to 16-fold increase in MICs was observed compared to
planktonic cells. This observation was more frequent for vancomycin and
erythromycin. Among the antimicrobial drugs tested, linezolid showed the best
performance in inhibiting staphylococci in the biofilm, without an increase in the
MIC when compared to planktonic cells, and none of the strains was resistant to this
drug. The minimum bactericidal concentration for biofilm cells ranged from 8 to
>256 pg/ml for oxacillin, 128 to >128 pg/ml for vancomycin, 256 to >256 pg/ml for
erythromycin, 256 to >256 pg/ml for gentamicin, >64 pg/ml for linezolid, and
32/608 pg/ml to >32/608 pg/ml for sulfamethoxazole-trimethoprim. Even the

highest concentrations of these antibiotics were unable to eliminate Saphylococcus
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spp. in the biofilm. The results showed the inhibition of biofilm formation in the
presence of RIP for all CoNS strains studied; however, RIP did not interfere with
biofilm formation by S aureus. RIP was found to be an important tool that could be

used in the future to prevent infections caused by CoNS related to biofilm formation
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INTRODUCAO GERAL

As bactérias do género Saphylococcus sdo comensais da pele e mucosas do
homem e outros mamiferos, estando entre os microrganismos mais isolados em
microbiologia médica (1). Atualmente o género é composto por 49 espécies e 26
subespécies (2), pertencem a familia Staphylococcaceae, sdo cocos Gram-positivos
formando agrupamentos semelhantes a cachos de uvas, produtores da enzima catalase
rotineiramente utilizada para diferenciar os estafilococos dos estreptococos e divididos
em dois grupos também com base na producdo de uma enzima, a coagulase que tem a
capacidade de coagular o plasma sanguineo (3). Os estafilococos produtores da enzima
coagulase sdo denominados Staphylococcus coagulase-positiva, dentre as quais a
espécie Staphylococcus aureus € a mais conhecida e estudada por produzir muitas
toxinas que contribuem para a viruléncia dessa bactéria, aumentando sua habilidade de
invadir o corpo e danificar os tecidos, provocando desde infecgdes superficiais como
foliculite e abscessos até infeccBes sistémicas. O fato dessas bactérias colonizarem a
pele e mucosas, facilita a contaminacdo de dispositivos médicos, 0 que torna esses
microrganismos importantes patdgenos envolvidos em infeccbes nosocomiais,
principalmente as relacionadas ao uso de corpos estranhos em pacientes
imunocomprometidos (1, 4).

Os estafilococos que ndo produzem a enzima coagulase sdo denominados
estafilococos coagulase-negativa (ECN), eram considerados comensais, mas nas duas
ltimas décadas os ECNs foram reconhecidos como agentes causadores de doencas
humanas. Vérias espécies foram descritas até o momento, entre as mais comuns
envolvidas em infec¢cbes humanas estdo o S. epidermidis, S capitis, S. hominis, S

haemolyticus, S saccharolyticus, Swarneri, S lugdunensis, S saprophyticus, S cohnii

).
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Bacteremias causadas por ECN geralmente estdo associadas a procedimentos
invasivos com dispositivos médicos, sendo comuns em neonatos, pacientes com cancer
ou internados em UTI e que normalmente estdo com o sistema imunoldgico debilitado.
Os cateteres vasculares sdo as principais portas de entrada por serem facilmente
colonizados por microrganismos da microbiota normal da pele e mucosas (5, 6).

Tanto em S aureus como nos ECNs, o que facilita o desenvolvimento de
infeccBes associadas a dispositivos médicos é a capacidade de aderéncia e fixagdo
dessas bactérias em superficies de biomateriais (7, 8). Entre 0s varios mecanismos
envolvidos na adesé@o bacteriana, a producgdo de biofilme desempenha um importante
papel (7, 9). Os biofilmes sdo comunidades microbianas “sésseis” caracterizadas por
células ligadas a um substrato e uma as outras envolvidas em uma matriz extracelular.
As bactérias dentro do biofilme apresentam um fenotipo diferente em relacdo a taxa de
crescimento e transcricdo de genes. No caso dos ECNs, esse mecanismo é considerado
um dos principais fatores de viruléncia, protegendo esses microrganismos da agdo de
antibidticos administrados para o tratamento e do sistema imunol6gico, sendo muitas
vezes necessaria a remocao do corpo estranho para obter a cura (10,11).

A matriz do biofilme pode ser composta de polissacarideos, proteinas ou DNA
extracelular produzidos pelas proprias bactérias, a composicdo pode variar de espécie
para espécie ou mesmo em uma mesma espécie dependendo da origem das amostras
(12).

Quanto a formacdo da estrutura do biofilme, este processo ainda esta sendo
muito estudado com experimentos utilizando diferentes espécies de bactérias, um dos
modelos propostos € a formacdo em trés etapas: 1) adesao e colonizagédo da superficie 2)
maturacdo, onde ocorre a adesdo intercelular com a proliferacdo e acumulacdo de

células em multicamadas, sendo esta adesdo promovida por uma matriz polimérica de
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origem polissacaridica ou proteica 3) desprendimento do biofilme com liberacdo das
células (13).

Para facilitar a compreensdo deste processo, alguns estudos descrevem desde a
adesdo primaria ao material ndo revestido até a fase de desprendimento na espécie S.
epidermidis. Segundo Morales et. al (7) a fixacdo direta ao material plastico nédo
revestido é dependente das propriedades fisico-quimicas da superficie bacteriana e
plastica, sendo portanto este tipo de ligacdo impulsionado principalmente por interactes
hidrofobicas ou eletrostaticas. Estudos demonstraram que na fixacdo inicial da
superficie do polimero, além das ligagcdes ndo especificas como interagdes eletrostaticas
e hidrofobicas, também ocorre a atuacdo de adesinas especificas incluindo duas
proteinas de superficie estafilococica (SSP-1 e SSP-2) que medeiam a adesdo ao
poliestireno, bem como a proteina Autolisyn E (Atle) que além de se ligar diretamente a
superficie polimérica tem a capacidade de se ligar também a vitronectina, sugerindo sua
participacdo em estagios superiores, e Autolisyn adhesin (Aae) que além de se ligar
diretamente ao polimero também tem capacidade de ligacdo a vitronectina, fibronectina
e ao fibrinogénio (14, 15).

Logo ap6s o seu implante, o dispositivo é recoberto com proteinas do
hospedeiro, e possivelmente a ligagdo dos estafilococos a estas moléculas ocorre através
das adesinas da superficie bacteriana provavelmente a SdgR (conhecida como Fbe),
GehD, EmpB, e AtlIE, que se ligam respectivamente ao fibrinogénio, colageno e
vitronectina. Estas adesinas produzidas pelo S. epidermidis sdo conhecidas como
MSCRAMMs (microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules),
estas proteinas estdo localizadas na superficie bacteriana e se ligam especificamente as

proteinas da matriz extracelular do hospedeiro (15).
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Depois da adesdo inicial segue a fase da maturacdo com o acumulo das bactérias
que se multiplicam e vdo se aglomerando em varias camadas. Em estafilococos para
formar as camadas bacterianas, as células vao se ligando umas as outras atraves do PIA
(polissacarideo de adesdo intercelular) considerado a principal molécula responsavel
pela adesdo intercelular, o qual é também chamado de poli-N-acetilglucosamina
(PNAG) de acordo com a sua composi¢do quimica (7, 16). O PIA esta localizado na
superficie celular, composto por duas fracGes polissacaridicas: polissacarideo | (>80%)
com 15 a 20% dos residuos diacetilados e, portanto carregados positivamente e
polissacarideo Il (< 20%) estruturalmente relacionado ao polissacarideo I, mas com
baixa quantidade de residuos D-glicosamina ndo N-acetilados e contém fosfato e éster
ligado a succinato, sendo anibnica (7, 17).

A producdo do PIA é mediada por produtos do gene cromossomal ica
(intercelular adhesion), organizados em uma estrutura operon. Este operon contém os
genes icaADBC, mais o0 icaR, que tem a funcdo regulatdria e é transcrito no sentido
oposto. Assim que ocorre a ativacdo deste operon, sdo codificadas quatros proteinas
necessarias para a sintese do PIA que séo IcaA, IcaD, IcaB e IcaC (16, 18, 19, 20)

(Figura 1).

icaR I icaA Y| _icaD >| icaB >l icaC

Figura 1 — Organizacdo geneética do operonica.

Vuong et al. (21), propuseram um modelo de biossintese de PIA combinando o

resultado de varias pesquisas sobre o papel dos genes icCADBC. De acordo com este
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modelo a biossintese do PIA ocorre em trés passos: (1) A proteina IcaA codificada pelo
gene icaA tem acdo de N-acetilglicosaminatransferase e a acdo combinada com a
proteina IcaD formam oligdbmeros de 10-20 residuos, (2) a principal funcdo da proteina
IcaC é a formacao de oligbmeros completos de PIA com 130 residuos e exportacdo da

cadeia para o meio extracelular, (3) e IcaB é responsavel pela deacetilacdo do PIA

(Figura 2).
0*00.,..:’0 ’“."; Ve LYY
fgggg:ﬂml (3) Deacetylation (IcaB)

A\
IcaCgc

(1) GlcNAc- (2) Export (lcaC

Transferase (lcaAD) :.0:‘. o
activated GIcNACq® '.’ .

Figura 2 — Modelo de biossintese do polissacarideo de adeséo intercelular-
PIA.

Vérios autores relatam que a producédo de PIA e sua deacetilagdo séo fatores
importantes na viruléncia de S. epidermidis sendo predominante na fase de acimulo do
biofilme (21, 22). Porém, alguns estudos tem demonstrado que a producéo de PIA néo é
essencial para a formacdo de biofilme em todas as amostras de S epidermidis (23).
Estudos revelaram amostras isoladas de infec¢bes associadas a biofilme que néao
possuiam o0s genes ica (24). Outras duas proteinas além do PIA parecem estar
envolvidas na producéo de biofilme, a proteina - Aap (accumulation-associated protein)
(25) e a proteina associada a biofilme — Bap (biofilm-associated protein) (26). Estudos

com espécies isoladas de infeccGes de proteses revelaram que 27% das amostras
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formavam biofilme independente de PIA, e na maioria dos casos a formacao de biofilme
estava associada a Aap (27). Aap é uma proteina de 220KD e necessita ser
proteoliticamente clivada em uma proteina menor de 140KD para conseguir induzir a
formacdo de biofilme, supBe-se que a adesdo intermediada por Aap tenha um
importante papel na patogénese de infec¢bes por S. epidermidis (25).

Em S aureus isolados de animais foi encontrada uma proteina de superficie
conhecida como Proteina Associada ao Biofilme (Bap), alguns estudos mostraram que
esta proteina esta associada com a aderéncia a superficies poliméricas, adesdo
intercelular e produgédo de biofilme (26, 28). Estudos também sugeriram que quando
bap é expresso, ocorre a formagdo de biofilme mesmo na auséncia do operon icaADBC.
Em espécies de S. epidermidis de origem humana, foi encontrado um homol6go de bap,
chamado de bhp. Devido a grande similaridade nas sequéncias, foi sugerido que este
gene estd envolvido na producdo de biofilme em isolados de S. epidermidis por
codificar Bhp, uma proteina de 284,4 kDa que atua na formacdo e na acumulacgdo, na
auséncia do PIA, semelhante ao que ocorre com bap em isolados de animais (28).
Porém, ainda nédo est4 totalmente elucidado o mecanismo pelo qual Bap e Bhp atuam na
formacéo de biofilme (25, 28, 29).

Na fase de maturacgdo é importante destacar que sdo formados canais na estrutura
do biofilme, os quais sdo importantes para levar agua e nutrientes para as camadas mais
profundas. Os resultados de alguns estudos com S. epidermidis mostraram que um
grupo de peptideos surfactantes conhecidos como Modulinas Fenol Soltvel (psm), com
destaque para a psmp tem papel importante durante o desenvolvimento do biofilme,
com a formacédo de canais, contribuicdo na formacdo da estrutura tridimensional e no
desprendimento do aglomerado de biofilme (26). Estudos recentes demonstraram que S.

aureus produzem fibras extracelulares que auxiliam a tensdo fisica do biofilme,
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garantindo mais resisténcia, e que estas fibras consistem desses pequenos peptideos
polimerizados chamados de modulinas fenol soltveis (30).

O rompimento das células do biofilme é um fator importante para disseminacao
das bactérias para colonizacdo de outros locais. Alguns fatores estdo implicados neste
processo como forga mecanica, interrupcdo do fornecimento de algumas substancias e
enzimas que podem destruir a matriz promovendo o descolamento na superficie do
biofilme (31). Dentre estes fatores estdo os peptideos surfactantes Modulinas Fenol
Soltuvel que desempenham um importante papel na desagregacdo da estrutura do
biofilme contribuindo para a disseminagéo (32). A Tabela 1 mostra resumidamente o

papel dos genes e seus produtos envolvidos nas fases da producgéo de biofilme.
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Tabela 1. Funcdes dos fatores envolvidos na producéo de biofilme

Fase da formacéo de biofilme Gene Funcéo do produto

Adesdo priméria

foe/sdrG SdrG (Fbe) - adesdo ao

fibrinogénio

embp EmpB, - adeséo a
fibronectina

atle AtIE — adesdo ao polimero e

vitronectina

aae Aae — adesdo a superficie do
polimero, vitronectina,

fibronectina e fibrinogénio

gehD GehD — ades&o ao colageno
Acumulo bacteriano
icaACDB icaACDB - adeséo
intercelular
aap Aap — adesao intercelular
psmp Psmp — fibras extracelulares e

formacdo de canais

Desprendimento

psmp PsmB -  promove 0

descolamento da matriz

*Adaptado de Otto. 2009 (33)

Para que as bactérias sobrevivam durante a invasdo do hospedeiro e consigam
estabelecer a infec¢cdo, se faz necessario a regulagdo da expressdo de um grupo de

moléculas que determinam a sua patogenicidade, chamadas de fatores de viruléncia. O
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biofilme é considerado um importante fator de viruléncia das bactérias e sua formacao
depende da combinacdo e expressdo de uma variedade de genes, a qual é influenciada
por fatores ambientais como condicBes de crescimento, suplementacdo de carboidratos,
concentracdo sub-inibitdria de antimicrobianos e alta osmolaridade. Para esta regulacédo
as bactérias se utilizam de um sistema de intercomunicacdo chamado de quorum sensing
que funciona como um sensor de densidade populacional (28, 29). Os sistemas quorum
sensing descritos em Staphylococcus spp. parecem estar relacionados com a formacéo
de biofilme. O mais conhecido é o gene regulador acessorio ou agr (34).

No caso do “quorum-sensing” (QS) em Staphylococcus aureus, estas
bactérias regulam seus fatores de viruléncia através de dois sistemas, que regulam
um ao outro (35, 36). O QS1 consiste na ativacdo do RNAII através da RAP
(proteina ativadora de RNA) uma proteina de 21-KDa que induz a fosforilacdo da
proteina alvo de RAP (TRAP) (36, 37). Conforme as bactérias vao se multiplicando,

a RAP atinge um limiar de concentracdo (em meio a fase de crescimento
exponencial) induzindo a fosforilagdo da sua molécula alvo, a TRAP (38). A
fosforilagdo da TRAP leva a um mecanismo pouco conhecido para a sintese do
QSII, que é composta pelos produtos do sistema Agr. O Agr codifica duas
transcricOes divergentes, o RNAII e RNA 111 (39). O RNAII codifica AgrA, AgrC,
AgrD e AgrB, onde AgrD € um polipeptideo que produz o peptideo auto-indutor
(AIP), que é processado e segregado com auxilio de AgrB. Uma vez que o agr é
ativado e o AIP é secretado, o AIP induz a fosforilacdo de seu receptor AgrC,
levando a producdo da molécula de RNA regulador denominado RNAIII (39). O
RNAIII regula a producdo de varias toxinas secretadas. Os sistemas QS1 e QS2 se
interagem, pois, uma vez que o AIP é produzido no meio da fase exponencial de

crescimento, indiretamente regula a fosforilacdo da proteina alvo TRAP (38). A
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interacdo entre a fosforilacdo da TRAP e AgrC através de seus respectivos auto-
indutores, RAP ou AIP, regula a expressdo de moléculas de adesdo ou toxinas.
Sendo assim, a TRAP demonstra ser uma molécula chave na regulacdo da
patogénese, pois quando sua expressao € inibida por mutagénese ou sua fosforilacdo
é suprimida por mutagénese ou por peptideos inibitorios, as bactérias ndo formam

biofilmes, ndo produzem toxinas e ndo causam doencas (40, 41).

Em relacdo a prevencdo de infeccdes estafilocdcicas associadas ao biofilme,
estudos realizados com um peptideo (YSPWTNF-NH2), conhecido como RIP
(peptideo inibidor de RNA), mostraram que este pode inibir a atividade do RNAIII,
impedindo a fosforilagdo da TRAP, interferindo no sistema quorum sensing. O RIP
tem se mostrado muito eficaz no tratamento de infecgdes estafilococicas associadas
a dispositivos médicos, incluindo aquelas causadas por cepas de S. aureus e S
epidermidis resistentes a mdaltiplas drogas (40, 41). Estudos com implantes em
animais para observacgdo da producéo de biofilme, e a utilizacdo do peptideo inibidor
de RNA, mostraram que a injecdo do peptideo (RIP) nos animais inibiu o0 RNAIII,
impedindo a fosforilagdo da proteina (TRAP), interferindo no sistema quorum-
sensing, como resultado houve uma baixa producéo de biofilme e infecgdes (42).
Outros estudos mostraram o RIP interferindo no sistema quorum-sensing, além de
ser muito eficaz na terapia de prevencao de infeccdes estafilocdcicas associadas a
dispositivos, também reduz a carga bacteriana e pode ser Util para o tratamento de
feridas infectadas, podendo representar uma alternativa interessante para o futuro em

relacdo aos antibidticos convencionais (43).

Quanto aos antibidticos, as bactérias nos biofilmes, geralmente apresentam
um aumento na concentracdo inibitéria minima (CIM), resultando em reducdo da

suscetibilidade a estes. Varios fatores contribuem para o aumento dessa resisténcia
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aos antimicrobianos, por exemplo, 0 modo de crescimento do biofilme permite que
as bactérias sobrevivam a exposi¢do a varios antibiéticos em concentracdes até 1000

vezes maiores em relacdo as bactérias plancténicas (44).

Estudos mostraram que a relativa resisténcia aos antimicrobianos pode ser
devido a penetracdo limitada destes, ou a atividade metabdlica de modo lento, pois
algumas partes do biofilme sdo dificeis de atingir. Alguns antibioticos reduziram a
atividade em ambientes privados de oxigénio, o que também contribui para a
resisténcia do biofilme, devido a disponibilidade de oxigénio ser reduzida nos niveis
mais profundos (45). Outro fator pode ser a expressao de certos genes dentro do
biofilme que confere aumento da resisténcia aos antimicrobianos entre as espécies
gram-positivas, principalmente os estafilococos, revelando preocupagdes quanto ao
uso de antibidticos e a necessidade de novos agentes (44, 46, 47). Devido ao
Staphylococcus spp. ser uma das principais causas de infeccOes relacionadas a
dispositivos médicos, pela sua capacidade de aderéncia e a consequiente formacao do
biofilme, nos quais as bactérias apresentam resisténcia a mdltiplas drogas
antimicrobianas, tornando o tratamento de infec¢Ges do biofilme um esforgo dificil e
caro, o presente estudo objetiva 0 estudo da estrutura do biofilme de diferentes
espécies de Saphylococcus, avaliacdo da antibioticoterapia utilizada para tratamento
dessas infeccbes em células livres e em biofilme e a busca de alternativas para

prevencdo da formacéo de biofilme estafilocécico.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Estudar a estrutura do biofilme de diferentes espécies de Saphylococcus,
avaliar a antibioticoterapia utilizada para tratamento dessas infeccdes em células
livres e em biofilme e alternativas para prevencdo da formacdo de biofilme

estafilocécico.

Objetivos Especificos

m Avaliar a producdo de biofilme em amostras de S aureus e Estafilococos
Coagulase-negativa (ECN) isoladas de materiais clinicos de pacientes do HC da

Faculdade de Medicina de Botucatu por microscopia eletrénica.
m Detectar a presenca do operon icaem S. aureus e ECN pela técnica de PCR.
m Detectar a expressdo do operon ica pela técnica de RT-PCR.

m Determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) de antimicrobianos em

Saphylococcus aureus e ECN em células livres e em biofilme.

m Avaliar a producdo de biofilme na presenca do polipeptideo inibidor de RNAIII

(RIP)
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RESUMO

Saphylococcus aureus e estafilococos coagulase-negativa (ECN) sdo causas
frequentes de infeccBes hospitalares associadas ao uso de dispositivos médicos. A
producdo de biofilme é considerada um dos principais fatores de viruléncia. O
biofilme é formado por multicamadas de bactérias aderidas ao substrato conferindo
protecdo contra a acdo de antibioticos e do sistema imunologico do hospedeiro. O
principal componente do biofilme é o polissacarideo de adesdo intercelular (PIA)
codificado pelo operon ica e que contém os genes icaADBC, porém pode ocorrer a
formacdo de biofilme ica independente, onde as bactérias se utilizam de outros
mecanismos como proteinas extracelulares na matriz do biofilme. Foram estudadas
200 amostras de Saphylococcus spp. isoladas de materiais clinicos de pacientes do
HC da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) e identificadas pelo método
fenotipico e genotipico, sendo 50 de S aureus e 150 de estafilococcos coagulase-
negativa (ECN). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para a
pesquisa dos genes icaADBC e a expressdo pela técnica de Transcriptase Reversa-
PCR (RT-PCR). A producdo de biofilme foi pesquisada pelos métodos fenotipicos
de producdo de biofilme em tubos de borossilicato (TM) e adesdo a placa de
poliestireno (TCP). A pesquisa dos genes por PCR mostrou 97 (48,5%) amostras de
Staphylococcus spp. positivas para 0 gene icaA, 64 (32%) para icaB, 102 (51,0%)
para icaC, 160 (80%) para icaD e 20 (10%) ndo revelaram nenhum dos genes. Na
técnica de RT-PCR o gene icaC foi 0 mais expresso, 53 (56,9%) de 93 amostras em
que estava presente, o0 gene icaD 66 (41,2%) de 160 amostras, o icaB 24 (44,4%) de
54 amostras e 0 icaA 28 (29,5%) de 95 amostras. A espécie S. aureus foi a que
mais apresentou o gene icaA. O presente estudo revelou uma diferente combinacéo

da expressdo dos genes nas diferentes espécies estudadas, sendo o gene icaC o mais
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expresso em ECN e pouca expressdo do gene icaA, o que justifica o fato da maioria
das amostras ndo produzir biofilme no teste fenotipico. Do total de amostras 49
(24,5%) produziram biofilme, 28 expressando o gene icaA, 12 sem a expressao do
icaA mas revelando outros genes do operon e 11 ndo expressaram 0S genes do
operon ica, sugerindo a presenca de um mecanismo alternativo (ica-independente)
na formacdo de biofilme estafilococico nessas amostras. A producdo de biofilme e
expressdo dos genes ica foi mais frequente em S aureus, S epidermidis e S
saprophyticus. O estudo demonstrou que ha muito ainda para se esclarecer em

relacdo a producéo de biofilme nas espécies S. hominis, S warneri e S. lugdunensis.

Palavras-chave: Biofilme; Saphylococcus aureus; Estafilococos Coagulase-

negativa; Métodos fenotipicos; PCR; RT-PCR.
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ABSTRACT

Saphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci (CoNS) are frequent
causes of medical device-associated nosocomial infections. The formation of a biofilm
is a major virulence factor. The biofilm consists of multiple layers of bacteria adhered
to the substrate and protects against the action of antibiotics and of the host immune
system. The main component of the biofilm is a polysaccharide, called polysaccharide
intercellular adhesin (PIA), which is encoded by the ica operon comprising the
icaADBC genes. However, biofilm formation can also occur in ica-independent
manners, with the bacteria using other mechanisms such as extracellular proteins in
the matrix of the biofilm. A total of 200 Saphylococcus spp. isolated from clinical
materials of patients seen at the University Hospital of the Botucatu School of
Medicine (HC-FMB) were studied. The isolates were identified as S. aureus (n = 50)
and CoNS (n = 150) by phenotypic and genotypic methods. The polymerase chain
reaction (PCR) was used for detection of the icaADBC genes and their expression was
analyzed by reverse transcriptase-PCR (RT-PCR). Adherence to borosilicate test tubes
and polystyrene plates was used for the phenotypic analysis of biofilm formation. The
icaA gene was detected by PCR in 97 (48.5%) of Staphylococcus spp., icaB in 64
(32%), icaC in 102 (51%), and icaD in 160 (80%). Twenty (10%) strains did not carry
any of the genes. Using RT-PCR, the icaC gene was most expressed [53 (56,9%) of
the 93 strains in which the gene was present]. The icaD gene was expressed in 66
(41.2%) of 160 strains, icaB in 24 (44,4%) of 54 strains, and icaA in 28 (29.5%) of 95
strains. The icaA gene was most frequently detected in S aureus. The present study
revealed a different combination of gene expression in the different species studied,
with higher expression of the icaC gene and low expression of the icaA gene in CoNS.

This finding explains the observation that most strains did not produce a biofilm in the
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phenotypic test. Forty-nine (24.5%) of all strains produced a biofilm; of these, 28
expressed the icaA gene, 12 did not express this gene but carried other genes of the
operon, and 11 did not express any genes of the ica operon, suggesting the presence of
an alternative (ica-independent) mechanism of staphylococcal biofilm formation in
these strains. Biofilm formation and expression of the ica genes were more frequent in
S aureus, S epidermidis and S. saprophyticus. This study showed that much remains
to be clarified regarding biofilm formation in the species S. hominis, S. warneri and S.

lugdunensis.

Keywords: Biofilm; Saphylococcus aureus; Coagulase-negative staphylococci;

Phenotypic methods; PCR; RT-PCR.
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INTRODUCAO

Os estafilococos fazem parte da microbiota normal da pele e membranas
mucosas de seres humanos e de outros animais. Devido a capacidade de produzir
biofilme, esses microrganismos estdo envolvidos num grande ndmero de infeccdes
nosocomiais geralmente em pacientes que fazem uso de dispositivos médicos como
préteses, valvulas cardiacas e principalmente em cateteres vasculares (1-4). A
capacidade de formar biofilme desses microrganismos é considerada um importante
fator de viruléncia, devido o biofilme proteger as bactérias do sistema imunolégico
do hospedeiro e conferir resisténcia aos antimicrobianos utilizados no tratamento
dessas infecgdes (5, 6). A espécie Staphylococcus epidermidis foi a primeira a ser
descrita como produtora de biofilme, porém outras espécies de estafilococos
coagulase-negativa e Staphylococcus aureus também tem essa capacidade (7, 8). Os
biofilmes s@o comunidades microbianas “sésseis” caracterizadas por células ligadas
a um substrato e uma as outras envolvidas em uma matriz extracelular (8, 9), a
matriz pode ser composta de polissacarideos, proteinas ou DNA extracelular
produzidos pelas proprias bactérias, podendo a composi¢do variar de espécie para
espécie ou mesmo entre a mesma espécie dependendo da origem das amostras (10).
Em estafilococos um dos principais componentes responsaveis pela adesao
intercelular € o PIA (polissacarideo de adesdo intercelular), o qual é também
chamado de poli-N-acetilglucosamina (PNAG) de acordo com a sua composi¢éo
quimica (11, 12). A producdo do PIA é mediada por produtos do gene cromossomal
ica (intercelular adhesion), organizados em uma estrutura operon que contém o0s
genes icaADBC, mais o icaR, que tem a funcdo regulatdria e € transcrito no sentido
oposto. Com a ativagdo deste operon, sao codificadas quatros proteinas necessarias

para a sintese do PIA que sdo IcaA, IcaD, IcaB e IcaC (12, 13, 14, 15). O gene icaA
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codifica a enzima N-acetilglicosaminatransferase, que é utilizada na sintese do PIA.
Quando ocorre apenas a transcricdo do gene icaA, apenas uma baixa atividade
enzimatica é induzida, ja quando expresso em conjunto com o gene icaD ocorre um
crescimento da atividade de N-acetilglicosaminatransferase, formando oligdmeros
com aproximadamente 20 residuos. O gene icaC quando expresso atua na sintese de
oligbmeros mais longos com 130 residuos que reagem com anti-soros especificos
para PIA e na exportacdo do PIA sintetizado para o meio extracelular. O gene icaB
tem funcdo de desacetilacdo com introducdo de carga positiva no PIA, sendo crucial
para a formacdo de biofilme e para funcéo bioldgica (16). De acordo com alguns
autores (16, 17) a producdo de PIA e sua desacetilacdo séo fatores importantes na
viruléncia de S. epidermidis sendo predominante na fase de acimulo do biofilme.

Alguns estudos tem demonstrado que a producdo de PIA ndo ¢ essencial para a
formacdo de biofilme em S epidermidis (18, 19). Além do PIA a proteina - Aap
(accumulation-associated protein) (20) e a proteina associada a biofilme — Bap
(biofilm-associated protein) (21) estdo associadas a formacdo de biofilme. Estudos
com espeécies isoladas de infecgBes de proteses revelaram amostras formadoras de
biofilme independente de PIA, e na maioria dos casos a formagéo de biofilme estava
associada a Aap (22).

A Proteina Associada ao Biofilme (Bap) foi encontrada em amostras de S
aureus isoladas de animais, alguns estudos mostraram que esta proteina esta
associada com a aderéncia a superficies poliméricas, adesdo intercelular e producao
de biofilme (21, 23). Em espécies de S epidermidis de origem humana, foi
encontrado um homolégo de bap, chamado de bhp, sendo sugerido que este gene
esta envolvido na producdo de biofilme em isolados de S. epidermidis. Esse gene

codifica a proteina Bap homology protein (Bhp), de 284,4 kDa que atua na formagao
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e na acumulacdo na auséncia do PIA, semelhante ao que ocorre com bap em
amostras de S. aureus (24). Apesar de muitas pesquisas demonstrarem a importancia
do operon ica em amostras produtoras de biofilme, ainda ndo estd totalmente
elucidado a presenca e expressdo do operon ica em diferentes espécies de
estafilococos. O objetivo do presente estudo foi a deteccdo do operon ica e a
expressdo dos genes em relacdo a producdo de biofilme em amostras de S. aureus e

espécies de estafilococos coagulase-negativa isoladas de materiais clinicos.

MATERIAIS E METODOS
Amostras

Foram estudadas 200 amostras de Staphylococcus spp., sendo 50 da espécie
S aureuse 150 do grupo dos estafilococos coagulase-negativa (ECN). Entre os ECN
foram estudadas 50 amostras de S epidermidis, 20 S haemolyticus, 20 S. warneri,
20 S hominis, 7 S lugdunensis isoladas de hemocultura e 20 amostras de S
saprophyticus isoladas de urina de pacientes com infeccdo do trato urinario
atendidos no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB). Devido a dificuldade de isolar amostras de S. lugdunensis de amostras
clinicas humanas foram incluidas 13 amostras de S. lugdunensis isoladas de leite de
cabra. Para controle foram utilizadas linhagens de referéncia internacional, incluindo
S epidermidis ATCC 12228 e S aureus ATCC 33591 nédo produtores de biofilme
(controle negativo) e S. epidermidis ATCC 35983 e S aureus ATCC 29213

produtores de biofilme (controle positivo).
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Identificacdo de Staphylococcus spp.

Os isolados foram semeados em agar sangue e corados pelo método de
Gram, objetivando-se sua pureza, a observacdo de sua morfologia e coloracdo
especifica. Apds a confirmacdo dessas caracteristicas, as linhagens foram
submetidas a prova de catalase. O género Staphylococcus foi diferenciado de
Micrococcus, com base na prova de oxidacdo e fermentacdo da glicose e pela
resisténcia a bacitracina (0,04U), indicada pela auséncia de halo de inibicdo ou
formacdo de halo de até 9mm e pela sensibilidade & furazolidona (100ug)

caracterizada por halos de inibi¢do de 15 a 35 mm de diametro (25).

Para a identificacdo de S. aureus foi realizada a prova de coagulase em
tubo e para identificacdo de ECN foi utilizado o esquema simplificado proposto por
Cunha et al. (26), o qual estabelece a realizacdo de testes de utilizacdo de agUcares:
xilose, sacarose, trealose, manitol, maltose, e frutose, caracterizacdo de hemolisinas,
urease, ornitina decarboxilase e resisténcia a novobiocina. Posteriormente foi
realizada a confirmacéo genotipica das espécies de ECN. A identificacdo genotipica
foi realizada usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e
23S pela técnica Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et
al. (27) usando o0s primersGl “GAAGTCGTAACAAGG” 16S e
e L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A eficiéncia das amplificagbes foi monitorada
pela eletroforese em agarose metaphor 3% preparado em tampdo 1,0 X TBE e
corada com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas as seguintes
linhagens de referéncia internacional: S epidermidis (ATCC 12228), S epidermidis
(ATCC 35983), S haemolyticus (ATCC 29970), S hominis (ATCC 27844), S
hominis subsp.novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis (ATCC 700328), S.

saprophyticus (ATCC 15305) e S warneri (ATCC 10209).
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Deteccdo de genes do operon ica especifico para producao de biofilme

Extracdo do acido nucléico

O acido nucléico total foi extraido a partir de amostras de
Saphylococcus cultivadas em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo
Infusdo de Cérebro e Coragdo e incubadas a 37°C por 24 h.

A extracdo foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare) que
consiste na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e
proteinase K (20 mg/ml). A seguir 500 ul da solucéo de extracdo foi adicionada a
mistura e esta foi centrifugada a 10.000 x g por 4 min. Em seguida o sobrenadante
foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido
coletado foi descartado e 500ul de solucdo de extracdo foi adicionado novamente a
coluna. Apos a centrifugagdo e descarte do liquido coletado, 500 ul da solucdo de
lavagem foi adicionada a coluna e esta submetida a centrifugacao a 20.000 x g por 3
min. A seguir, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 pl de agua Milli

Q aquecida a 70°C que foi utilizada para a eluicéo.

Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

As reacgdes de PCR 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 Tag DNA polimerase, 100 uM de desoxiribonucleotideos trifosfatados, 10 mM
de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75 mM de MgCl, e 3uL de &cido nucléico. A incubagdo foi

realizada em termociclador apropriado, empregando os parametros descritos por
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Arciola et al. (28, 29) que consistem de: 94°C por cinco minutos para o0 primeiro
ciclo seguido por 50 ciclos de desnaturacdo 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 a 4°C. Em todas as reacgOes realizadas foram utilizadas linhagens de
referéncia internacional com controle positivo e negativo, S. epidermidis ATCC
35983 (produtora de biofilme) e como controle negativo S epidermidis ATCC

12228 (ndo produtora).

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

Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto
amplificado (bp)
icaAl TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA 187
icaA2 TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA 187
icaB1 CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA 302
icaB2 AAA GTCCCATAAGCCTGTTT 302
icaCl TAA CTT TAG GCG CAT ATG TTT 400
icaC2 TTC CAG TTA GGC TGGTAT TG 400
icaD1 ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198
icaD2 CGTGTT TTC AAC ATTTAA TGC 198
AA

Fonte: Arciola et al. 2001, 2005

Para a pesquisa do gene icaA em S aureus foi utilizado o primer
especifico descrito por Rohde et al. (22) tabela 2. Para as reacdes realizadas foram

utilizadas linhagens de referéncia internacional, como controle positivo S. aureus
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ATCC 29213 (produtora de biofilme) e negativo S. aureus ATCC 33591 (ndo

produtora).

Tabela 2: Oligonucleotideos para a detec¢cdo dos genes icaA em S. aureus

Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto amplificado
(bp)
icaAl TGG CTG TAT TAA GCG AAG TC 669
icaA2 CCTCTGTCT GGG CTTGACC 669

Fonte: Rohde et al. 2007

Visualizacdo dos produtos amplificados

A eficiéncia das amplificacBes foi monitorada pela eletroforese da
reacdo em gel de agarose 2% preparado em tampéao 0,5 X TBE e corada com Syber
safe (invitrogen). O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o

padréo de 100 bp e posteriormente fotografados sob transiluminacdo UV.

Expressdo de genes do operon ica pela Técnica de RT-PCR
Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido a partir de amostras de Saphylococcus spp.
cultivadas em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusdo de
Cérebro e Coracéo e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a extragdo foi utilizado o
Kit Hlustra RNAspin Mini RNA de acordo com as orientagdes do fabricante. Foi
transferido 200 pL da cultura de Saphylococcus para um eppendorf estéril de
1,5mL. Apos centrifugacdo a 10.000g por 1 minuto, foi removido todo o
sobrenadante e adicionado 100uL de TE contendo 2mg/mL de lisozima, e incubado

a 37°C por 10 minutos. Para lise das células foi adicionado 350uL de Buffer RAI
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juntamente com 3,5uL de B-mercaptoethanol. Em seguida a solucdo foi aplicada em
filtros RNAspin Mini Filter units e centrifugada a 11.000g por 1 minuto,
descartando os filtros apds centrifugacdo. Para o ajuste das condicGes de ligagéo foi
adicionado 350uL de etanol 70% no filtrado, que foi transferido para o RNAspin
Mini Column e centrifugado a 8.000g por 30 segundos. Para a ligacdo na membrana
foi adicionado 350uL de MDB (membrane desalting buffer) e centrifugado a
11.000g por 1 minuto. A lavagem das amostras foi feita em duas fases. Para a
primeira lavagem foi adicionado 600uL de Buffer RA3 na coluna e centrifugado a
11.000g por 1 minuto. Para a segunda lavagem foi adicionado 250uL. de RA3 na
coluna e centrifugado a 11.000 por 2 minutos. Em seguida a coluna foi colocada em
um novo eppendorf de 1,5mL para a eluigdo do RNA, que foi realizada com 45uL
de H,O RNA free acrescentada de 5uL de RNA guard e centrifugado a 11.000g por
1 minuto. O tratamento com DNAse para a eliminacdo total de possiveis residuos de
DNA foi feito adicionando 2uL de Buffer, em seguida adicionando 2L de DNAse e
incubacdo por 1 hora a 37°C. Em seguida foi adicionado 2uL de Stop DNAse, ¢
incubacgédo a 65° por 10 minutos para inibicdo da enzima DNAse. O RNA foi levado

imediatamente a temperatura de -80°C.

Obtencéo de cDNA

Foram preparados 2 Mix (Mix 1 e Mix 2). Para o Mix 1 foram utilizados
14uL de RNA (ja aliquotado e tratado com DNase) 1uL de Random primer, 1uL de
dNTP e 4uL de 4gua nuclease free (kit de extracdo). Para o Mix 2 foram utilizados 4
uL de 5X First-Strand Buffer, 1 uL de DTT (0,IM) e 1 uL de SuperScript III (200

U/uL). O Mix 1 foi levado ao termociclador a 65°C por 5 minutos. Em seguida foi
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retirado do termociclador e colocado imediatamente no gel por aproximadamente 5
minutos. Logo em seguida foi adicionado o Mix 2 (volume de 6uL) e colocado a
amostra novamente no termociclador, dando continuidade no programa. Em seguida

o cDNA foi congelado a -80°C.

Reacdo de RT-PCR

O programa utilizado no Termociclador foi RT-PCR, com ciclos de 65°C por
5 minutos; 25°C por 5 minutos; 50°C por 60 minutos; 70°C por 15 minutos e
término a 20°C. Apds o PCR do controle interno (gene que codifica 0 RNA 165)
para controle do procedimento de extracdo, reacdo de RT-PCR e da eficiéncia da
acao da enzima DNAse na degradacdo de DNA contaminante no RNA extraido, foi
realizada a reacdo de PCR para verificar a expressdo dos genes do operon ica
utilizando os primers descritos na Tabela 1.

Em seguida foi realizada a eletroforese para visualizagdo dos produtos

amplificados conforme descrito anteriormente para a técnica de PCR.

Estudo da producéo de biofilme

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

borossilicato (TM) - (Christensen et al. 1982).

Na pesquisa da producéo de biofilme efetuada pelo método de Christensen
et al. (12), as colbnias isoladas de estafilococos coagulase-negativa 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

conteudo foi desprezado e aliquotas de 1,0 ml de solucdo aquosa a 0,4% de azul de
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tripan (Sigma) foram adicionadas em cada tubo. Ap0s 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 considerada como resultado

positivo.

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

Poliestireno (TCP) - (Christensen et al. 1985) modificado

O método da pesquisa da produgéo de biofilme em placas de cultura proposto
por Christensen et al. (14), foi utilizado com algumas modificacdes. Este método
apresenta bases espectofotométricas, baseando-se na leitura da 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. Foram utilizadas placas
previamente esterilizadas de 96 cavidades com fundo plano (Costar, modelo 3599
fabricado pela Corning Incorporated). Os pogos foram preenchidos em quaduplicata
com 200ul da cultura diluida, utilizando pipeta multicanal. Em todos os testes foram
utilizados uma amostra como controle positivo, uma como controle negativo e uma
com TSB estéril. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C e posteriormente o
conteudo de cada poco foi aspirado cuidadosamente utilizando-se pipeta multicanal,
e entdo, lavados quatro vezes com 200ul de tampao fosfato salina (PBS), pH 7,2. A
secagem da placa foi realizada em temperatura ambiente por 1 hora. A seguir, 0S
pocos foram corados com cristal violeta a 2% por um minuto, em seguida, 0 volume

foi aspirado e o excesso de corante retirado atraves de uma lavagem das placas com
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agua destilada utilizando-se de pipeta multicanal. A seguir, foi feita a secagem das
placas em temperatura ambiente por 60 minutos e realizada a leitura da densidade
Optica no leitor de Elisa, da marca Labsystem modelo Multiskan EX em filtro 540
nm. Para determinacdo do ponto de corte foi utilizado o mesmo procedimento
descrito acima com uma placa inteira contendo TSB estéril. Apos a leitura foi

determinado a média (M) e o desvio padrdo (DP) da placa (Tabela 3).

Tabela 3: Valores de média e desvio padréo para o célculo do ponto de corte

Leitor de Elisa Placa
(nm) Diluicéo 1:1
Filtro 540
Média 0,084
Desvio Padrao 0,009

Para calcular o ponto de corte, foi utilizado o procedimento recomendado por
Christensen et al. (14), multiplicou-se o desvio padrdo por trés e adicionou o valor
da média da densidade Optica da amostra de TSB estéril no mesmo comprimento de

onda segundo formula descrita abaixo:
(Ponto de corte= DP x 3 + M da DO do TSB estéril)
As amostras foram classificadas em trés categorias:
o N&ao aderente (NA), DO igual ou menor que o ponto de corte,

o Fraco aderente (FRA), DO maior que o0 ponto de corte ou igual ou menor que

o dobro desse valor,

. Forte aderente (FOA), DO maior que o dobro do ponto de corte.
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Tabela 4: Valores do ponto de corte

Resultado* Filtro 540nm
NA <0,111

FA >0,1110u<0,222
FOA >0,222

* NA- Nao aderente; FA- Fraco aderente; FOA- Forte aderente

As amostras foram classificadas como negativas, quando o valor do ponto de
corte correspondia a classificacdo de ndo aderente e em positivas, quando o valor do

ponto de corte correspondia a classificacao de fraco aderente ou forte aderente.

RESULTADOS

Amostras

A identificacdo fenotipica de Saphylococcus spp. revelou 50 (100%) S
aureus, 49 (98%) S epidermidis, 20 (100%) S saprophyticus, 14 (70%) S
haemolyticus, 14 (70%) S. hominis, 19 (95%) S warneri e 20 (100%) S
lugdunensis. A técnica genotipica ITS-PCR identificou 50 (100%) S. epidermidis,
20 (100%) S. saprophyticus, 20 (100%) S haemolyticus, 20 (100%) S. hominis, 20

(100%) S. warneri e 20 (100%) S. lugdunensis (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Determinacgdo das espécies de ECN identificadas por provas bioquimicas

e pela técnica de ITS-PCR.

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose para confirmacdo genotipica das especies
de estafilococos coagulase-negativa pela técnica de ITS-PCR. 1, 2, 3, 4,5, 7, 8, 9,
12: S epidermidis; 10 e 11: S warneri; 14. S epidermidis ATCC 12228; 15: S
haemolyticus ATCC 10209; 16: S warneri ATCC 29970; 17: S hominis ATCC

700237; 18: S capitis ATCC 27843; 19: marcador de peso molecular (100 bp).
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Deteccao dos genes icaADBC responsaveis pela producéo de biofilme
As 200 amostras de Staphylococcus foram submetidas a analise pela

técnica de PCR para deteccdo dos genes icaA, icaD icaB, e icaC. Do total de
amostras, 97 (48,5%) foram positivas para o gene icaA, 64 (32,0%) para icaB, 102
(51,0%) para icaC, 160 (80,0%) para icaD e 16 (8%) negativas para 0 operon
completo. A espécie S. aureus foi a que mais apresentou os genes icaA 47 (94% )
(Figura 3), ja em relacéo ao icaB apenas 7 (14%) amostras. Em relacdo aos genes
icaC e icaD, um maior nimero de amostras foram positivas, sendo 14 (28%) para
icaC e 43 (86%) paraicaD.

S epidermidis apresentou 22 (44%) amostras positivas para o gene icaA e foi
a espécie que revelou mais amostras positivas para os genes icaB, C e D, com 30
(60%) positivas para o icaB, 37 (74%) icaC e 45 (90%) icaD. As outras espécies de
ECN ndo demonstraram muitas variacbes na distribuicdo dos genes (Tabela 5),
exceto S. lugdunensis que revelou um alto indice de amostras positivas para o gene
icaA (80%).

A presenca concomitante dos genes foi encontrada em 88% das amostras de
S aureus, com maior frequéncia icaAD (50%) e icaADC (24%), sequida pela
espécie S epidermidis (76%), S lugdunensis (65%), S. hominis (65%), S

saprophyticus (60%), S. haemolyticus (60%) e S. warneri (40%) (Tabela 6).
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Figura 3. Gel de agarose 2% corado com Syber Safe representando a amplificacédo
do gene icaA em S. aureus (bp) - amostras positivas: 1-11 controle positivo: 12;

controle negativo: 13; Marcador de peso molecular (100 bp): 14.

Tabela 5: Frequéncia dos genes icaADBC de acordo com as espécies

Genes
icaA icaB icaC icaD Negativo
Espécies

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
S aureus 47 7 14 43 1
(n=50) (94) (14) (28) (86) (2)
S epidermidis 22 30 37 45 2
(n=50) (44) (60) (74) (90) (4)
S. haemolyticus 1 8 9 15 4
(n=20) (5) (40) (45) (75) (20)
S. saprophyticus 8 7 12 17 2
(n=20) (40) (35) (60) (85) (10)
S hominis 2 5 14 15 0
(n=20) (10) (25) (70) (75) (0)
S warneri 1 4 8 11 7
(n=20) (0,5) (20) (40) (55) (35)
S lugdunensis 16 3 8 14 0
(20) (80) (15) (40) (70) ()
Total 97(48,5) 64 (32) 102 (51) 160(80) 16(8)

N: NUmero de amostras  (%0): Porcentagem de amostras
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Tabela 6: Presenga concomitante dos genes icaADBC de acordo com as espécies.

Espécies
Genes
S S S S S S S
aureus  epidermidis haemolyticus saprophyticus  hominis  warneri  lugdunensis
(n=50) (n=50) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20) (n=20)
N(%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%))
ica 24 18 (36) 1(5) 5 (25) 0(0) 1(5) 1(5)
AD,B,C
icaAD,C 10(20) 1(2) 0(0) 3 (15) 2 (10) 0(0) 5 (25)
ica 2(4) 0(0) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
AC
ica 25 (50) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 4 (20)
AD
ica 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 1(5)
A B
ica 0 (0) 0 (0) 1(5) 0 (0) 1(5) 1(5) 0 (0)
B,C
ica 0(0) 8 (16) 4 (20) 3(15) 6 (30) 4 (20) 1(5)
D,C
ica 1(2) 0(0) 3(15) 0 (0) 3(15) 1(5) 0(0)
D,B
ica 0 (0) 8 (16) 3(15) 1(5) 1(5) 1(5) 1(5)
D,B,C
ica 4 (8) 3(6) 0(0) 1(5) 0(0) 1(5) 0 (0)
AD,B

N: Numero de amostras  (%0): Porcentagem de amostras
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Deteccdo da expressdo dos genes icaADBC pela técnica de RT-PCR
As amostras de cada espécie que apresentaram pelo menos um dos genes
ica na PCR foram submetidas a técnica de RT-PCR para determinacdo da expressao
dos genes (Figura 4).

Do total de 50 amostras de S aureus 2 (4%) apresentavam 0 operon
completo detectado pela PCR icaADBC, 24 amostras apresentavam pelo menos um
dos genes ica e apenas uma amostra ndo revelou nenhum dos genes. Nesta espécie
pela técnica de RT-PCR o0s genes icaA e icaD foram o0s mais expressos, 14 e 13
amostras respectivamente, e em 9 (18%) amostras se apresentaram em
concomitancia, o icaB em 2 (4%) amostras e em concomitancia com os genes AD. A
expressdo de icaC foi encontrada em apenas 1 (2%) amostra e em concomitancia

com 0s outros trés genes.

Das 50 amostras de S epidermidis, 18 (36%) apresentavam 0 operon
completo detectado pela PCR com os genes icaADBC, 30 (60%) pelo menos um dos
genes do operon ica e apenas duas amostras ndo apresentaram nenhum dos genes.
Nesta espécie o0 gene icaD foi 0 mais expresso na RT-PCR, em 29 (66,4%) de 45
amostras em que estava presente, o icaC 22 (59,5%) de 37 amostras, o icaB 17
(56,6%) de 30 amostras e o0 icaA em 12 (54,5%) de 22 amostras e 8 (16%) amostras
expressaram o operon completo icaADBC.

Do total de 20 amostras de S saprophyticus, 5 (25%) apresentaram o operon
completo icaADBC, 13 (65%) pelo menos um dos genes do operon ica e duas
amostras ndo revelaram nenhum gene. A expressédo do gene icaD foi verificada em 9
(52,9%) de 17 amostras em que estava presente, o icaC em 9 (75%) de 12 amostras
e o icaB 3 (42,9%) de 7 amostras. Nenhuma amostra dessa espécie expressou o gene

icaA.
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Em S haemolyticus, apenas uma das 20 amostras estudadas apresentou o
operon completo com os genes icaADBC, 15 (75%) pelo menos um dos genes do
operon ica e 4 amostras ndo apresentaram nenhum gene. O gene icaC foi expresso
em 5 (55,5% ) de 9 amostras em que estava presente, o icaD em 5 (33,3%) de 15
amostras, o icaB em uma das 8 amostras em que estava presente e o0 gene icaA foi

eXpresso na Gnica amostra em gue estava presente.

Das 20 amostras de S hominis, nenhuma revelou o operon completo, 2
(10%) apresentavam os genes icaADC, e 18 amostras com pelo menos um dos genes
do operon ica. A técnica de RT-PCR nesta espécie demonstrou a expressdo do icaC
em 7 (50%) de 14 amostras em que estava presente, o icaD 2 (13,3%) de 15

amostras e o icaB 1 (20%) de 5 amostras.

Do total de 20 amostras de S. warneri, 1 (5%) apresentou o0 operon completo
icaADBC, 13 (65%) pelo menos um dos genes do operon ica e 6 (30%) amostras
ndo revelaram nenhum gene. Destas somente 0 gene icaC foi expresso em 4 (20%)

das amostras, sendo que estava presente em 8 das amostras.

Em S lugdunensis, somente 1 (5%) do total de 20 amostras estudadas
apresentou o operon completo icaADBC, as outras 19 amostras revelaram pelo
menos um dos genes do operon, sendo o icaC expresso em 5 (62,5%) de 8 amostras,
0 gene icaD em 8 (57,1%) de 14 amostras e 0 gene icaA 1 (6,2%) de 16 amostras.

Os resultados revelaram que do total de amostras de Staphylococcus spp.
estudadas a expressdo do gene icaC foi mais frequente, 53 (56,9%) de 93 amostras
em que estava presente, o gene icaD 66 (41,2%) de 160 amostras, o icaB 24 (44,4%)
de 54 amostras e o0 icaA foi 0 que menos expressou, 28 (29,5%) de 95 amostras

(Tabela 7 e 8).
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Tabela 7. Expressdo dos genes do operon ica pela Técnica de RT-PCR em

Staphylococcus aureus.
S. aureus Genes ica_ .
N° amostras Positivas
N(%0)
PCR RT-PCR
2 ADBC 1 ADBC 1*
10 ADC 2 AD 8*
4 ADB 1 ADB; 2 AD 1*
50 (100) 25 AD 6 AD; 1A; 1D 17*
2 AC - ox
1DB - 1%
4A 1A 3*
1D - 1*
1- - .
Total
50 (100) 49 (98) 15 (30,6) 34 (68)

- Amostra negativa no PCR,* Amostras que ndo expressaram nenhum gene
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Tabela 8. Expressao dos genes do operon ica pela Técnica de RT-PCR em espécies

de Estafilococos coagulase-negativa.

Espécie

N° [%] PCR

Genes ica
N° amostras Positivas
RT-PCR (n)

S epidermidis 18 ADBC

(8) ADBC (1) ABC (1) AD (1) ADB (3) DBC (1) A (1) DC (2) D

3 ADB (2bB  (1)D
50 [100,0] 8DBC (2)bBC (1)D (2)DC(3)*
1 ADC (1)*
8DC (4)DC (4)*
2C @Bmec @
7D (1)D @®)*
1B 1 *
2 -
S saprophyticus 5 ADBC (1)bC  (2) DBC (2)*
3ADC ()pbc (1D (@C
20 [100,0] 1DBC (1) bC
3DC (2) bC Qc
5D 1D 4)*
1B 1B
2 -
S haemolyticus 1 ADBC DA
3DBC @cC @b @*
20 [100,0] 4DC (1) bC 2c @D
1BC @cC
3DB (1)DB  (2)*
4D (1)D (3)*
4 -
S hominis 2 ADC (1bc  (H)*
1DBC (1) DC
20 [100,0] 6 DC 2cC 4)*
1BC (1) BC
3DB 3)*
4C 2cC 2)*
3D (3)*
S warneri 1 ADBC )*
1DBC 1)*
20 [100,0] 1BC (1)*
1DB 1)*
4DC 3)C Q)*
1C @c
4D (4)*
7 -
S lugdunensis 1 ACDB @c
5 ACD (2) bC 1D @cC
20 [100,0] 4 AD (1) AD (3)D
1 AB Q)=
5A (5)*
1CDB Q=
1CD Q=
2D (1)D Q=
Total
150 [100,0] 135[90,0] 76 [56,3]

- Amostras negativa na PCR,* Amostras que ndo expressaram nenhum gene
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Figura 4. PCR em gel de agarose para a confirmacdo da conversdo do RNA em
cDNA, através da pesquisa do gene 16S ribossomal, e confirmacédo da eficiéncia do
tratamento do RNA pela enzima DNAse. Amostras: 1, 3, 5, 7 e 9 - RNA convertido
em cDNA através da expressdo do gene 16S ribossomal; 2, 4, 6, 8 e 10 - RNA das

amostras de S epidermidis tratadas com DNAse; 11 marcador molecular de 100

pb.

Pesquisa da producéo de biofilme pelo método de aderéncia em tubo de
borossilicato (TM) - (Christensen et al. 1982).

A producdo de biofilme em S aureus e S epidermidis demonstrou estar
associada diretamente a expressao dos genes do operon ica. Em S. aureus além da
associacdo com o operon ica, a presenca e expressao do icaA revelou-se
fundamental nas amostras. Também em S. epidermidis os resultados demonstraram a
producdo de biofilme associado ao operon ica e a expressao do icaA e D, com a
maioria das amostras que produziram biofilme expressando os dois genes e somente

3 (21%) das produtoras ndo revelaram o icaA, mas expressaram os genes icaDBC.
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Em S saprophyticus 5 (38,5%) das amostras produtoras ndo revelaram o
operon icaA, 8 (61,5) revelaram outros genes, porém nenhuma delas apresentou o

gene icaA.

Em relacdo as amostras de S. haemolyticys, S. hominis, S. warneri e S
lugdunensis, poucas amostras produziram biofilme no teste fenotipico (15%), (5%),
(15%) e (10%), respectivamente, e houve pouca associacdo com 0s genes do operon
ica. Assim, os resultados demonstraram que a producdo de biofilme néo parece ser

caracteristica dessas espécies.

Pesquisa da producao de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
Poliestireno (TCP) - (Christensen et al. 1985) modificado

A partir da leitura das placas com filtro de 540nm foi verificado que das 200
amostras submetidas a este teste, 41 (20,5%) foram classificadas como fraco
aderentes e 8 (4%), como forte aderentes, totalizando 49 (24,5%) de amostras
positivas e 151 (75,5,%) negativas como ndo aderentes. Das 49 amostras positivas,
14 (28,6%) foram S aureus, das quais somente uma amostra revelou-se forte
aderente e expressou 0 operon completo na técnica de RT-PCR e 13 fraco aderentes,

sendo que todas expressaram o gene icaA.

Em S epidermidis 13 (26,5%) foram produtoras de biofilme, sendo 4 forte
aderentes, 2 (15,4%) expressaram o operon completo icaADBC na técnica de RT-
PCR, 1 (7,6%) os genes icaAD e 1 (7,6%) os genes icaDBC. Das 9 (69,2%)
amostras fraco aderentes 5 (38,5) expressaram o operon completo icaADBC, 1
(7,6%) icaADB, 1 (7,6%) icaABC e 2 (15,3%) revelaram os genes icaDBC. Nessa
espécie, 10 (76,9%) amostras produtoras de biofilme revelaram os genes icaA e D

em concomitancia.
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S. saprophyticus revelou 13 (56%) amostras positivas neste teste, das quais 1
(7,6%) foi forte aderente e possuia 0s genes icaDBC na RT-PCR, e 12 (92%) fraco
aderentes, das quais 1 (7,6%) revelou os genes icaDBC, 4 (30,7%) icaDC, 1 (7,6%)
apenas icaC e 5 (15%) na auséncia total do operon ica. Das amostras produtoras

nenhuma amostra revelou o gene icaA na RT-PCR.

Da espécie S. haemolyticus 3 (15%) foram produtoras de biofilme, 1 (33,3%)
forte aderente com o gene icaA e 2 (66,6%) fraco aderentes, sendo que uma revelou
0 gene icaD e uma na auséncia total do operon. S. hominis revelou apenas 1 (5%)
amostra produtora de biofilme fraco aderente na auséncia do operon ica. Em S
warneri 3 (15%) foram produtoras fraco aderentes na auséncia do operon completo
na RT-PCR e em S lugdunensis 2 (10%) amostras foram positivas, uma revelando
0s genes icaAD na RT-PCR e uma na auséncia do operon completo.

Todas as 49 amostras que se revelaram positivas no teste de aderéncia no
tubo de borossilicato também foram positivas no teste de aderéncia a placa de

poliestireno (Tabela 8).
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Tabela 8. Relagdo das amostras produtoras de biofilme no método de aderéncia a ao

tubo de borossilicato e na placa de poliestireno com a expressdo dos genes no

método genotipico

Espécies Quantidade ™ TCP Expressdo dos
de amostras genes RT-PCR

S aureus 1 + FOA icaACDB
S aureus 1 + FA icaADB
S aureus 10 + FA icaAD
S aureus 2 + FA icaA
S epidermidis 2 + FOA icaACDB
S epidermidis 1 + FOA icaAD
S epidermidis 1 + FOA icaCDB
S epidermidis 5 + FA icaACDB
S epidermidis 1 + FA icaADB
S epidermidis 1 + FA icaACB
S epidermidis 2 + FA icaCDB
S. saprophyticus 1 + FOA icaCDB
S. saprophyticus 1 + FA icaCDB
S saprophyticus 4 + FA icaCD
S. saprophyticus 2 + FA icaC
S. saprophyticus 5 + FA -

S haemolyticus 1 + FOA icaA
S haemolyticus 1 + FA icaD
S haemolyticus 1 + FA -

S hominis 1 + FA -

S warneri 3 + FA -

S lugdunensis 1 + FOA icaAD
S lugdunensis 1 + FA -

+ Positiva no teste do tubo; FA:Fraco aderente; FOA:Forte aderente; - negativa na

RT-PCR
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DISCUSSAO

A adesdo bacteriana e a consequente formacdo de biofilme pelos
Saphylococcus spp. tem sido considerada um importante fator de viruléncia em
infeccOes associadas ao uso de cateteres e outros dispositivos médicos (3, 4), pelo
fato do biofilme conferir protecdao contra o sistema imunoldgico do hospedeiro e da
acdo de antimicrobianos (5, 6). Neste estudo foi incluido um total de 50 amostras de
S aureus e 150 de ECN, pelo fato de serem as bactérias mais comumente isoladas e
associadas a infec¢Ges de implantes cirargicos e dispositivos médicos. O método
fenotipico apresentou Otimos resultados na identificacdo das espécies de ECN
quando comparado com a técnica de ITS-PCR, com somente 14 (9,3%) amostras
revelando discrepancias na identificagdo principamente para as espécies S. hominise
S haemolyticus. As divergéncias encontradas podem ser explicadas pelo fato dos
métodos fenotipicos dependerem da expressdo de genes, e em algumas espécies
pode ocorrer a interferéncia de fatores como disponibilidade de nutrientes,
fermentacdo tardia, mutacéo, entre outros. De acordo com Couto et al. (27), devido
a alguns métodos fenotipicos serem baseados em resultados colorimétricos, qualquer
interferéncia que ocorra no desenvolvimento desses testes, pode levar a davidas na

interpretagéo dos resultados.

Neste estudo os resultados revelaram 47 (94%) amostras de S. aureus
positivas para 0 gene icaA, similares ao dados encontrados por Rohde et al. (22).
Também os resultados se mostraram semelhantes a outros estudos como EL-Din et
al. (30), que em 14 amostras de S. aureus isoladas de pele e mucosa de pacientes
com cancer, 10 (71,4%) apresentaram 0s genes icaA e D e Gad et al. (31) que
encontraram 83% dos genes icaAD em concomitancia em amostras isoladas de

cateteres relacionados a infecgbes urinarias, além de Yasdani et al. (32) que
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detectaram também uma alta prevaléncia dos gene icaAD em S. aureus isolados de

diversas infeccdes.

Em nosso estudo 28% das amostras de S aureus foram positivas para a
producdo de biofilme e todas relacionadas a expressdo dos genes do operon ica,
dados semelhantes ao encontrado por Satorres e Alcaraz (33) que relataram a
deteccdo dos genes icaA e D e producdo de biofilme através de método fenotipico
em 22% de amostras de S. aureus. Também em estudo realizado por Atshan et al.
(34) com isolados de clones de MSSA e MRSA, os resultados demonstraram que
todas as amostras com o operon icaADBC completo expressaram 0s genes na RT-
PCR e a maioria foi produtora de biofilme no teste fenotipico de aderéncia a placa
de poliestireno. Ainda outros autores (32) relataram a producdo de biofilme no
método fenotipico em todas as amostras que revelaram os genes icaAD na técnica de

PCR

S epidermidis foi a segunda espécie entre 0s coagulase-negativa que mais
apresentou 0s genes ica em suas amostras, sendo 44% para icaA, 60% para icaB,
74% para icaC e 90% para icaD, e a que mais revelou o operon completo com o0s
genes icaADBC. A técnica de RT-PCR revelou que 8 (9,2%) amostras expressaram
o0 operon completo, além de uma icaACB, uma icaADB e uma icaAD e o resultado
do método fenotipico de aderéncia na placa de poliestireno, mostrou que do total de
amostras que expressaram o operon completo, duas revelaram-se forte aderentes, 5
fraco aderentes e uma ndo aderente. No caso das amostras que expressaram 0S genes
do operon completo ou a combinacdo de dois ou mais genes do operon ica e
revelaram-se fraco aderentes ou negativa nos testes fenotipicos, alguma condicéo
ambiental ou mecanismo de regulacdo génica podem ter influenciado na producao

da proteina, como ocorre em outros testes fenotipicos. Em relacéo as trés amostras
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produtoras de biofilme na auséncia de icaA as bactérias podem ter se utilizado de
outro mecanismo de formacao de biofilme ica indepentente (20, 21, 22). Das demais
amostras positivas no teste fenotipico, apenas 3 ndo expressaram 0 gene icaA.
Também as amostras produtoras de biofilme que revelaram o gene icaA na técnica
de RT-PCR, também apresentavam o0 gene icaD em concomitancia. Esses
resultados sugerem a importancia desses dois genes na formacdo do biofilme na
maioria das amostras. Também é importante ressaltar que de 13 amostras positivas
no método fenotipico apenas uma ndo expressou 0s genes icaB e icaC. O icaB
codifica a proteina IcaB responsavel pela deacetilagdo do PIA facilitando a adesé&o

das células com o PIA e entre as células (16, 33, 35).

Saphylococcus saprophyticus revelou 40% das amostras positivas para o
gene icaA, 35% icaB, 60% icaC e 85% icaD, sendo a segunda espécie de ECN que
mais apresentou os genes icaADBC em concomitancia. De acordo com Rup et al.
(37), S saprophyticus causa infec¢des urinarias agudas e sintomaticas em criancgas e
adolescentes de ambos o0s sexos. Cernohorska et al. (38) relataram que de 87
amostras estudadas obtidas de infec¢Bes urinarias, 18,7% foram produtoras de
biofilme e resistentes a diversos antibidticos. Em nosso estudo das 20 amostras de S
saprophyticus submetidas a técnica de RT-PCR 5 (25%) expressaram 0O operon
completo e 3 os genes icaADC. Do total de amostras, 13 (65%) produziram biofilme
no teste de aderéncia a placa de poliestireno, sendo uma forte aderente e 13 fraco
aderentes, das quais 5 amostras ndo expressaram nenhum gene do operon ica. Estes
resultados sugerem que as bactérias podem ter se utilizado de outros mecanismos
para formacéo do biofilme. Alguns estudos tem demonstrado a formacao de biofilme
em amostras de S epidermidis mesmo na auséncia de PIA (22), sugerindo que

outras duas proteinas além do PIA podem estar envolvidas na formacdo do biofilme,
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como a proteina Aap (accumulation-associated protein) (20), a proteina Bhp
homologa de Bap (biofilm-associated proteina) encontrada em S. aureus de origem
animal (21). Porém, a maioria dos estudos que relatam a formacdo de biofilme na
auséncia de PIA foi realizada com S. epidermidise S. aureus, de modo que se fazem
necessarias pesquisas mais especificas para elucidar a presenca de outros genes ou

substancias envolvidas na producao de biofilme nessa espécie.

As espécies S. haemolyticus, S. hominis e S. warneri apresentaram baixa
frequéncia do gene icaA, dados semelhantes ao encontrado por EI-Din et al. (30).
Em relacdo a S haemolyticus, Vuong e Otto (16) e Cerca et al. (39) relataram esta
espécie como uma das mais envolvidas nas infeccBes nosocomiais, em pacientes
com cancer e imunodeprimidos e que fazem uso de dispositivos médicos, também
apresentando resisténcia a um grande numero de antibidticos. Das 20 amostras
estudadas apenas uma apresentou o operon completo com os gene icaADBC e
expressou apenas o icaA e apenas 3 (15%) produziram biofilme nos métodos
fenotipicos, uma forte aderente revelando o gene icaA, e duas fraco aderentes uma
revelando o gene icaD, e a outra nenhum gene do operon, sugerindo que a producéao
de biofilme ndo é um fator de viruléncia importante nesta espécie. Embora
Fredheim et. (40) relatam que a formacdo de biofilme € comum nessa espécie,
proteinas e DNA extracelular sdo de maior relevancia funcional para a acumulagéo

no biofilme, enquanto o PIA desempenha um papel secundario.

A espécie S hominis expressou 0s genes do operon ica em 5 (25%) das
amostras, com excecdo do icaA. JA 0 S warneri sO expressou 0 gene icaC em
apenas duas. Das 20 amostras estudadas de S. hominis apenas uma foi positiva nos
testes fenotipicos, revelando-se fraco aderente na placa de poliestireno, e das 20 de

S warneri apenas 3 (15%) produziram biofilme, também classificadas como fraco
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aderentes, porém as amostras positivas no teste fenotipico de ambas as espécies ndo
expressaram nenhum gene do operon ica. Em estudos realizados por Silva et al.
(41) 44% das amostras de S. hominis produziram biofilme na auséncia do operon
ica. Embora se tenha poucos estudos sobre estas duas espécies em relacdo a
producdo de biofilme e pesquisas dos genes do operon ica, as semelhancas
encontradas com relacdo aos resultados em ambas, sugerem que a producdo de
biofilme em S hominis e S warneri ndo dependem da expressdo dos genes do

operonica.

De acordo com Frank et al. (42), Saphylococcus lugdunensis é um patdégeno
virulento associado tanto a infec¢cGes comunitarias como nosocomiais, apresentando
um potencial de viruléncia semelhante ao S aureus. A espécie S lugdunensis
apresentou o gene icaA em (80%) do total de amostras, porém com apenas uma
amostra positiva para o operon completo. Das 20 amostras estudadas quanto a
producéo de biofilme, somente 2 (10%) foram positivas nos testes fenotipicos, sendo
gue uma dessas amostras expressou 0s genes icaAD na RT-PCR e a outra nédo
expressou nenhum gene do operon ica. De acordo com Frank e Patel (43) apesar da
presenca do operon icaADBC em isolados de S lugdunensis, 0 PNAG ndo é um
componente importante da matriz extracelular do biofilme nesta espécie, sugerindo

que a matriz do biofilme esta relacionada mais a fatores protéicos.

CONCLUSAO

O conhecimento dos mecanismos envolvidos na producédo de biofilme deriva
de estudos e caracterizacdo voltados para 0 S aureuse S. epidermidis. Neste estudo

além de S aureus e S. epidermidis, foram pesquisadas as espécies S. saprophyticus,
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S haemolyticus, S. hominis, S. warneri e S lugdunensis a fim de elucidar a

capacidade de formacdo de biofilme nestas espécies.

A pesquisa dos genes pela técnica de PCR demonstrou que a espécie S
aureus foi a que mais apresentou o gene icaA. O RT-PCR revelou uma diferente
combinacdo da expressao dos genes nas diferentes espécies estudadas, sendo o gene
icaC 0 mais expresso e com pouca expressao do gene icaA. Do total de amostras
estudadas 49 produziram biofilme, 26 expressando o gene icaA, 12 nao expressando
0 gene icaA mas revelando outros genes do operon e 11 ndo expressaram nenhum
dos genes ica, sugerindo a presenca de um mecanismo alternativo (ica-
independente) na formacdo de biofilme estafilococico nessas amostras. A producao
de biofilme foi mais frequente em S aureus, S epidermidis e S saprophyticus. No
caso de S haemolyticus, S hominis, S warneri e S lugdunensis, nosso estudo
sugere que o biofilme ndo € um fator de viruléncia importante nessas espécies, com
poucos isolados positivos nos testes fenotipicos e na RT-PCR, e mais pesquisas sao

necessarias para elucidar a viruléncia dessas espécies.
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Resumo

Saphylococcus aureus e Estafilococos coagulase-negativa (ECN) tornaram-se 0s
principais agentes de infeccOes relacionadas a dispositivos médicos devido a sua
capacidade de formar biofilme. O biofilme confere protecdo as bactérias contra o
sistema imunolégico do hospedeiro e da acdo de antimicrobianos, o que se faz
necessario o estudo de estratégias para evitar a formacdo de biofilme. Neste estudo
avaliamos a capacidade do peptideo inibidor de RNA (RIP) de inibir a formacdo de
biofilme em 10 amostras de Staphylococcus spp. isoladas de materiais clinicos
selecionadas de um total de 200 amostras avaliadas quanto a producédo fenotipica de
biofilme, presenca e expresséo do operon ica, sendo incluidas no estudo uma amostra de
S aureus, duas de S epidermidis, duas de S haemolyticus, duas de S lugdunensis e
uma de S warneri, S hominise de S saprophyticus. As amostras foram cultivadas por
24 horas em caldo tripticase de soja (TSB) adicionado de 2% de glicose em placas de
poliestireno de 96 pocos contendo seguimentos de cateteres, na presencga e na auséncia
do RIP. Em seguida os seguimentos de cateteres foram observados através da
microscopia eletronica de varredura. Os resultados revelaram inibi¢do da formacédo de
biofilme na presenca de RIP em todas as amostras de ECN, porém néo interferiu na
formacdo de biofilme de S aureus. O peptideo RIP se mostrou uma importante
ferramenta que futuramente poderé ser utilizada na prevencéo de infec¢bes causadas por
ECN relacionadas a produgéo do biofilme.

Palavras-chave: Biofilme; Saphylococcus aureus; estafilococos coagulase-negativa;

infecgdo; peptideo RIP, microscopia eletronica de varredura.
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Abstract

Saphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci (CoNS) have become the
main causative agents of medical device-associated infections due to their ability to
form a biofilm. The biofilm protects bacteria against the host immune system and
against the action of antimicrobial drugs. The investigation of strategies designed to
prevent biofilm formation is therefore necessary. In this study, we evaluated the
capacity of RNA-inhibiting peptide (RIP) to inhibit biofilm formation in 10
Saphylococcus spp. strains isolated from clinical materials. These strains were selected
among 200 isolates evaluated regarding the phenotypic formation of a biofilm and the
presence and expression of the ica operon. One S aureus strain, two S epidermidis
strains, two S haemolyticus strains, two S lugdunensis strains, and one S warneri, S
hominis and S. saprophyticus strain each were included in the study. The strains were
cultured for 24 hours in 96-well polystyrene plates containing catheter segments and
tryptic soy broth supplemented with 2% glucose, in the presence or absence of RIP. The
catheter segments were then examined by scanning electron microscopy. The results
showed the inhibition of biofilm formation in the presence of RIP for all CoNS strains
studied; however, RIP did not interfere with biofilm formation by S. aureus. RIP was
found to be an important tool that could be used in the future to prevent infections

caused by CoNS related to biofilm formation.

Keywords: Biofilm; Saphylococcus aureus, coagulase-negative staphylococci;

infection; RNA-inhibiting peptide, scanning electron microscopy.
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Introducéo

As infecgdes associadas a dispositivos médicos estdo relacionadas com
a capacidade de aderéncia e fixacdo de bactérias nas superficies com formacédo de
biofilme [1, 2]. O biofilme é constituido por um agregado de microrganismos
envolvidos por uma matriz extracelular de origem polissacaridica ou protéica
produzida pelas proprias bactérias, que permanecem aderidas em superficies
abioticas ou bioticas [3, 4]. As bactérias dentro do biofilme apresentam um fenétipo
diferente em relagdo a taxa de crescimento e transcricdo de genes [5]. Esse
mecanismo é considerado o principal fator de viruléncia dos estafilococos,

protegendo do sistema imune do hospedeiro e da agdo de antibioticos [5, 6].

A formacdo do biofilme depende da combinacdo e expressdo de uma
variedade de genes, a qual é influenciada por fatores ambientais como condigdes de
crescimento, suplementagdo de carboidratos, concentracdo sub-inibitoria de
antimicrobianos e alta osmolaridade. Para esta regulacdo as bactérias se utilizam de
um sistema de comunicagado celular chamado de quorum sensing que funciona como
um sensor de densidade populacional [7, 8]. A comunicacdo baseia-se em moléculas
sinalizadoras, chamadas auto-indutores, através das quais podem regular seu
comportamento de acordo com a densidade populacional. Quando um pequeno
numero de bactérias libera auto-indutor no ambiente, sua concentracdo € muito baixa
para ser detectada; porém, quando estdo em alta densidade populacional, a
concentragdo de auto-indutores alcanga um nivel suficiente para fazer com que as
células respondam aos estimulos, ativando ou reprimindo genes alvos. Dessa
maneira, este sistema permite que as bactérias coordenem seu comportamento de
acordo com as condi¢des do ambiente, bem como a expressdo de fatores de

viruléncia, formacéo de biofilmes e outros [9]. Os estafilococos regulam seus fatores
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de viruléncia através de dois sistemas, que regulam um ao outro [10, 11]. O QS1
consiste na ativacdo do RNAII através da RAP (proteina ativadora de RNA) uma
proteina de 21-KDa que induz a fosforilagdo da proteina alvo de RAP (TRAP)
presente nas membranas celulares [11, 12]. Conforme as bactérias vao se
multiplicando, a RAP atinge um limiar de concentracdo (em meio a fase de
crescimento exponencial) induzindo a fosforilacdo da sua molécula alvo, a TRAP
(13). A fosforilacdo da TRAP leva a um mecanismo pouco conhecido para a sintese
do QSII, que é composta pelos produtos do sistema Agr (gene regulador acessorio).
O Agr codifica duas transcrigdes divergentes, 0 RNAII e RNA 111 [14]. O RNAII
codifica AgrA, AgrC, AgrD e AgrB onde AgrD é um polipeptideo que produz o
peptideo auto-indutor (AIP), que € processado e segregado com auxilio de AgrB.
Uma vez que o agr é ativado e o AIP é secretado, o AIP induz a fosforilagdo de seu
receptor AgrC, levando a producdo da molécula de RNA regulador denominado
RNAIII [14]. O RNAIII regula a producédo de varias toxinas secretadas. Os sistemas
QS1 e QS2 se interagem, pois, uma vez que o AIP € produzido no meio da fase
exponencial de crescimento, indiretamente regula a fosforilagdo da proteina alvo
TRAP [13]. A interacdo entre a fosforilagdo da TRAP e AgrC através de seus
respectivos auto-indutores, RAP ou AlP, regula a expressdo de moléculas de adesdo
ou toxinas. Sendo assim, a TRAP demonstra ser uma molécula chave na regulacéo
da patogénese, pois quando sua expressdo € inibida por mutagénese ou sua
fosforilacdo € suprimida por mutagénese ou por peptideos inibitorios, as bactérias
ndo formam biofilmes, ndo produzem toxinas e ndo causam doencas [15, 16].
Estudos realizados por Balaban et al. [15] com um peptideo (YSPWTNF-

NH2), conhecido como inibidor de RNA (RIP), mostraram que este pode inibir a

atividade do RNAIII, impedindo a fosforilagdo da TRAP, interrompendo a
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expressdo dos fatores de viruléncia, inclusive a formacdo de biofilme. Estudos com
implantes em animais para observacdo da producdo de biofilme mostraram que a
injecdo do peptideo (RIP) resultou em baixa producao de biofilme e ocorréncia de
infeccdes [16 ]. Outros estudos realizados por Simonettiet al. [17] mostraram que 0
peptideo RIP além de ser muito eficaz na terapia de prevencdo de infeccdes
estafilocdcicas associadas a dispositivos, reduz a carga bacteriana e pode ser Util
para o tratamento de feridas infectadas, podendo representar uma alternativa
interessante para o futuro em relacdo aos antibidticos convencionais. Entretanto
alguns autores afirmam que o sistema TRAP ndo tem func¢do na ativagdo do sistema
Agr, ndo apresentando nenhum papel na patogénese de doencgas causadas por

Saphylococcus [18, 19].

Com base nas descrigdes citadas anteriormente, e como ainda existe uma
controvérsia sobre a importancia do sistema QS na expressdo dos fatores de
viruléncia, bem como da funcdo do RIP como um peptideo inibidor, este trabalho
objetivou avaliar por microscopia eletronica o efeito do RIP na producéo de biofilme
em cateteres contaminados com S aureus e Estafilococos Coagulase-negativa

(ECN).

MATERIAIS E METODOS
Amostras
Para selecdo das amostras produtoras de biofilme, foram estudadas 200
amostras de Staphylococcus spp., sendo 50 amostras da espécie S. aureus e 150 do
grupo dos estafilococos coagulase-negativa (ECN). Entre os ECN foram estudadas
50 amostras de S epidermidis, 20 S haemolyticus, 20 S warneri, 20 S hominise 7

S lugdunensis isoladas de hemocultura e 20 amostras de S. saprophyticus isoladas
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de urina de pacientes com infeccdo do trato urinario atendidos no Hospital das
Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB). Devido a dificuldade
de isolar amostras de S. lugdunensis de amostras clinicas humanas foram incluidas
13 amostras de S lugdunensis isoladas de leite de cabra. Para controle foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional, incluindo S epidermidis ATCC
12228 e S. aureus ATCC 33591 (controle negativo) e S. epidermidis ATCC 35983 e

Saureus ATCC 29213 (controle positivo).

Identificacdo dos micro-organismos

Depois do crescimento em placa de agar sangue, 0s micro-organismos foram
submetidos a coloracdo de Gram para analise da pureza das amostras, morfologia e
coloracdo especifica. Os micro-organismos foram identificados conforme

preconizado por Koneman et al. [20].

Identificacdo de bactérias do género Staphylococcus

Para a identificacdo de S aureus foi realizada a prova de coagulase em tubo
e para ECN foram utilizados os critérios propostos por Cunha et al. [9], conforme
esquema simplificado de provas bioquimicas, o qual estabelece a realizagdo das
provas de catalase, coagulase e de testes de utilizacdo de acUcares: xilose, sacarose,
trealose, manitol, maltose, bem como da caracterizacdo de hemolisinas, reducéo de
nitrato, urease, ornitina descarboxilase e sensibilidade & novobiocina.
Posteriormente foi realizada a confirmacao genotipica das espécies de ECN usando
primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica

Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al. [21].
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Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de

Poliestireno (Christensen et al. [22]) modificado

O método da pesquisa da producéo de biofilme em placas de cultura proposto
por Christensen et al. [22], foi utilizado com algumas modificacbes. Este método
apresenta bases espectrofotométricas, baseando-se na leitura da 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. Foram utilizadas placas
previamente esterilizadas de 96 cavidades com fundo plano (Costar, modelo 3599
fabricado pela Corning Incorporated). Os pogos foram preenchidos em
quadruplicata com 200pul da cultura diluida, utilizando pipeta multicanal. Em todos
os testes foram utilizados linhagens de referéncia internacional controle positivo em
S aureus ATCC 29213 (produtora de biofilme) e negativo ATCC 33591 (néo
produtora) e em S epidermidis controle positivo ATCC 35983 (produtora de
biofilme) e negativo ATCC 12228 (ndo produtora) e TSB estéril. As placas foram
incubadas por 24 horas a 37°C e posteriormente o conteudo de cada pogo foi
aspirado cuidadosamente utilizando-se pipeta multicanal, e entdo, lavados quatro
vezes com 200ul de tampdo fosfato salina (PBS), pH 7,2. A secagem da placa foi
realizada em temperatura ambiente por 1 hora. A seguir, 0s po¢os foram corados
com cristal violeta a 2% por um minuto, em seguida, o volume foi aspirado e 0
excesso de corante retirado através de uma lavagem das placas com agua destilada
utilizando-se de pipeta multicanal. A seguir, foi feita a secagem das placas em

temperatura ambiente por 60 minutos e realizada a leitura da densidade Optica no
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leitor de Elisa, da marca Labsystem modelo Multiskan EX em filtro de 540 nm. Os

valores para leitura obtidos através do ponto de corte estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1: Valores do ponto de corte

Resultado* Filtro 540nm
NA <0,111

FRA >0,1110u<0,222
FOA >0,222

* NA- Nao aderente; FRA- Fraco aderente; FOA- Forte aderente

As amostras foram classificadas como negativas, quando o valor do ponto de
corte correspondia a classificacdo de ndo aderente e em positivas, quando o valor do

ponto de corte correspondia a classificacdo de fraco aderente ou forte aderente.

Extracdo e Amplificacdo do acido nucléico (PCR)

As extracdes de acido nucléico e as reacdes de PCR foram realizadas
empregando os parametros e 0s primers descritos por Arciola et al. [23, 24] (Tabela
2). Em todas as reagOes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia
internacional com controle positivo e negativo, S epidermidis ATCC 35983
(produtora de biofilme) e como controle negativo S. epidermidis ATCC 12228 (néo

produtora).



83

Tabela 2: Oligonucleotideos para a detec¢do dos genes icaA, icaB, icaC e icaD

Nome Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ Produto
amplificado (bp)
icaAl TCT CTT GCA GGA GCA ATC AA 187
icaA2 TCA GGC ACT AAC ATC CAG CA 187
icaAl’ TGG CTG TAT TAAGCG AAGTC 669
icaA2’ CCTCTG TCT GGG CTTGACC 669
icaBl CTG ATC AAG AAT TTA AAT CAC AAA 302
icaB2 AAA GTCCCATAAGCCTGTTT 302
icaCl TAA CTT TAG GCG CAT ATGTTT 400
icaC2 TTC CAG TTA GGC TGG TAT TG 400
icaD1 ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 198
icaD2 CGT GTT TTC AAC ATTTAA TGC AA 198

Fonte: Arciola et al. 2001, 2005; Rohde et al.2007. ~ Primer especifico para deteccdo do gene icaA em

S aureus.

Visualizagdo dos produtos amplificados
A eficiéncia das amplificacbes foi monitorada pela eletroforese da
reacdo em gel de agarose 2% preparado em tampéo 0,5 X TBE e corada com Syber
safe (invitrogen). O tamanho dos produtos amplificados foi comparado com o

padrédo de 100 bp e posteriormente fotografados sob transiluminagéo UV.

Expressdo de genes do operon ica pela Técnica de RT-PCR
Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido a partir de amostras de Staphylococcus spp.

cultivadas em agar sangue e inoculadas individualmente em caldo Infusdo de
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Cérebro e Coragéo e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a extracgdo foi utilizado o
Kit Hlustra RNAspin Mini RNA de acordo com as orientacfes do fabricante. Foi
transferido 200 uL da cultura de Saphylococcus para um eppendorf estéril de
1,5mL. Apos centrifugacdo a 10.000g por 1 minuto, foi removido todo o
sobrenadante e adicionado 100uL de TE contendo 2mg/mL de lisozima, e incubado
a 37°C por 10 minutos. Para lise das células foi adicionado 350uL de Buffer RAI
juntamente com 3,5ul de B-mercaptoethanol. Em seguida a solucéo foi aplicada em
filtros RNAspin Mini Filter units e centrifugada a 11.000g por 1 minuto,
descartando os filtros apds centrifugacéo. Para o ajuste das condicfes de ligagdo foi
adicionado 350puL de etanol 70% no filtrado, que foi transferido para o RNAspin
Mini Column e centrifugado a 8.000g por 30 segundos. Para a ligacdo na membrana
foi adicionado 350uL de MDB (membrane desalting buffer) e centrifugado a
11.000g por 1 minuto. A lavagem das amostras foi feita em duas fases. Para a
primeira lavagem foi adicionado 600uL de Buffer RA3 na coluna e centrifugado a
11.000g por 1 minuto. Para a segunda lavagem foi adicionado 250uL de RA3 na
coluna e centrifugado a 11.000 por 2 minutos. Em seguida a coluna foi colocada em
um novo eppendorf de 1,5mL para a eluicdo do RNA, que foi realizada com 45uL
de H,O RNA free acrescentada de 5uL de RNA guard e centrifugado a 11.000g por
1 minuto. O tratamento com DNAse para a eliminacéo total de possiveis residuos de
DNA foi feito adicionando 2uL. de Buffer, em seguida adicionando 2uL. de DNase e
incubacdo por 1 hora a 37°C. Em seguida foi adicionado 2uL de Stop DNAse, ¢
incubacdo a 65° por 10 minutos para inibicdo da enzima DNase. O RNA foi levado

imediatamente a temperatura de -80°C.
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Obtencéo de cDNA

Foram preparados 2 Mix (Mix 1 e Mix 2). Para o0 Mix 1 foram utilizados
14puL de RNA (ja aliquotado e tratado com DNase) 1uL de Random primer, 1pL de
dNTP e 4uL de dgua nuclease free (kit de extracdo). Para o Mix 2 foram utilizados 4
uL de 5X First-Strand Buffer, 1 pL de DTT (0,1M) e 1 pL de SuperScript III (200
U/uL). O Mix 1 foi levado ao termociclador a 65°C por 5 minutos. Em seguida foi
retirado do termociclador e colocado imediatamente no gel por aproximadamente 5
minutos. Logo em seguida foi adicionado o Mix 2 (volume de 6uL) e colocado a
amostra novamente no termociclador, dando continuidade no programa. Em seguida

o cDNA foi congelado a -80°C.

Reacdo de RT-PCR

O programa utilizado no Termociclador foi RT-PCR, com ciclos de 65°C por
5 minutos; 25°C por 5 minutos; 50°C por 60 minutos; 70°C por 15 minutos e
término a 20°C. Apds o PCR do controle interno (gene que codifica 0 RNA 165)
para controle do procedimento de extracdo, reacdo de RT-PCR e da eficiéncia da
acao da enzima DNAse na degradacdo de DNA contaminante no RNA extraido, foi
realizada a reacdo de PCR para verificar a expressdo dos genes do operon ica
utilizando os primers descritos na Tabela 2.

Em seguida foi realizada a eletroforese para visualizagdo dos produtos

amplificados conforme descrito anteriormente para a técnica de PCR.
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Teste do polipeptideo (RIP) na prevencdo da formacéo de biofilme em
pontas de cateteres com visualizacdo através da microscopia eletrdnica de

varredura (MEV)

O efeito do RIP na producdo de biofilme foi verificado em 10 amostras
selecionadas a partir dos resultados da presenca do operon ica, expressdo pela
técnica de RT-PCR e producdo de biofilme pelo teste de aderéncia a placa de
poliestireno, utilizando-se segmentos de cateter esterilizados. As amostras
produtoras de biofilme foram primeiramente isoladas em caldo BHI, a seguir foram
transferidas 10® UFC de bactérias em tubos conicos (Falcon-CORNING) contendo 2
ml de meio de cultura TSB preparado com 2% de glicose. Alguns tubos continham
cultura pura e outros além da cultura foram adicionados de 100 ou 200ug/ml do
peptideo inibidor de RNA (RIP) e um segmento de 0,5cm de cateter umbilical
VYGON (Referéncia 1270.04, 0,8 x 1,5mm de diametro). Esses tubos foram
incubados em agitacdo constante a 100rpm/37°C por 48 horas para crescimento
bacteriano e formacao do biofilme. Apds esse periodo os segmentos de cateter foram
retirados e imersos em solugdo de glutaraldeido 2,5% fixados em uma serie de
alcoois (15, 30, 50, 70, 90 e 100%) por 15 minutos cada um, respectivamente; secos
em centrifuga a vacuo por cinco minutos; metalizados com ouro e visualizados em
microscopio eletrénico de varredura para evidenciacdo da producdo de biofilme na
presenca e na auséncia do polipeptideo RIP. Foram utilizadas as linhagens de S.
epidermidis ATCC 12228 como controle negativo e S. epidermidis ATCC 35983
como controle positivo. Todos os testes e a microscopia eletrénica de varredura

foram realizados em duplicata.
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Teste do polipeptideo (RIP) na prevencdo da formacéo de biofilme em

placa de Poliestireno

Foi utilizado o mesmo método da pesquisa da producdo de biofilme em
placas de cultura proposto por Christensen et al. [22] com as 10 amostras
selecionadas para o teste anterior. As amostras produtoras de biofilme foram
primeiramente isoladas em caldo BHI, a seguir foram transferidas 10® UFC de
bactérias em tubos cénicos (Falcon-CORNING) contendo 2 ml de meio de cultura
TSB preparado com 2% de glicose. Alguns tubos continham cultura pura e outros
além da cultura foram adicionados de 200ug/ml do peptideo inibidor de RNA (RIP).
Em seguida foram realizados os mesmos procedimentos utilizados no teste de
aderéncia a placa de poliestireno. Foram utilizadas as linhagens de S epidermidis
ATCC 12228 como controle negativo e S. epidermidis ATCC 35983 como controle
positivo. Todas as amostras foram feitas em quadruplicata para garantir a

reprodutibilidade do teste.

Resultados

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

Poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado

A partir da leitura das placas com filtro de 540 nm, foi verificado que das
200 amostras submetidas a este teste, 41 (20,5%) foram classificadas como fraco
aderentes e 8 (4%), como forte aderentes, totalizando 49 (24,5%) amostras positivas
e 151 (75,5%) negativas (Tabela 3). A partir desses resultados foram selecionadas
10 amostras produtoras de biofilme para deteccdo do operon ica na técnica de PCR,

verificacdo da expressao dos genes na técnica de RT-PCR e submetidas ao teste do
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peptideo (RIP) para verificar e efeito na formacdo de biofilme em pontas de
cateteres, com visualizacdo através da microscopia eletronica de varredura (MEV) e

em placas de poliestireno.

Tabela 3 — Amostras de Staphylococcus spp. produtoras de biofilme pelo

método de aderéncia em placa de Poliestireno.

Espécies Quantidade de amostras Resultado
S aureus 13 FA
S aureus 1 FOA
S aureus 36 NA
S epidermidis 9 FA
S epidermidis 4 FOA
S epidermidis 37 NA
S. saprophyticus 12 FA
S. saprophyticus 1 FOA
S. saprophyticus 7 NA
S haemolyticus 2 FA
S haemolyticus 1 FOA
S haemolyticus 17 NA
S hominis 1 FA
S hominis 19 NA
S warneri 3 FA
S warneri 17 NA
S lugdunensis 1 FA
S lugdunensis 1 FOA
S lugdunensis 18 NA

FA:Fraco aderente; FOA:Forte aderente; NA: Nao aderente
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Deteccdo da presenga e expressao dos genes icaADBC pela técnica de

RT-PCR

Os resultados da pesquisa e expressdo do operon ica estdo expressos na

Tabela 4 .

Tabela 4. Frequéncia dos genes ica, expressdo na técnica de RT-PCR e producéo de

biofilme pelo método de aderéncia em placa de Poliestireno nas amostras

selecionadas para o estudo.

Espécies PCR RT Teste da placa
S aureus ACDB ACDB FOA
S epidermidis ACDB ACDB FOA
S epidermidis ACDB CDB FOA
S saprophyticus ACDB CDB FOA
S haemolyticus ACDB A FOA
S haemolyticus CD C FA
S hominis ACD - FA
S warneri CD - FA
S lugdunensis AD AD FOA
S lugdunensis A - FA

FA:Fraco aderente; FOA:Forte aderente

Teste do polipeptideo (RIP) na prevencao da formacgdo de biofilme em

pontas de cateteres com visualizagdo através da microscopia eletronica de

varredura (MEV)

Para este teste foram utilizadas 10 amostras produtoras de biofilme no teste

de aderéncia a placa de poliestireno, sendo duas da espécie S. epidermidis, uma de S.

saprophyticus, duas de S. haemolyticus, uma de S. hominis, uma de S. warneri, duas

de S lugdunensis e uma de S aureus. Como controles foram utilizadas as cepas de
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S epidermidis ATCC 35983 produtor de biofilme (fraco aderente) e 0 ATCC 12228
ndo produtor. Como controle negativo também foi utilizado uma ponta de cateter em

TSB estéril adicionado do peptideo RIP.

Os resultados da microscopia eletrénica de varredura revelaram que a adicdo
de 100ug/ml de peptideo inibidor de RNA (RIP) ndo foi suficiente para prevenir a
formacdo de biofilme em S. epidermidis ATCC 35983 (controle positivo) e de S
saprophyticus produtor de biofilme forte aderente e que expressou na técnica de RT
-PCR os genes icaCDB (Figuras 1A-D). No seguimento de cateter com TSB puro a
microscopia eletronica de varredura de S. epidermidis ATCC 35983 revelou um
biofilme com aparéncia “elastica” revestindo as células e distribuido em algumas
partes do cateter (Figura 1-A). Na presenca de 100ug/ml de RIP (Figuras 1-B, 1-D),
observou-se um biofilme bem consistente, tomando quase a totalidade do
seguimento do cateter com elevado numero de células agrupadas e ligadas entre si,

com poucas células isoladas.
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Figua 1. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em S
epidermidis ATCC35983 - TSB puro (1A), TSB com 100ug/ml de RIP (1B); S

saprophyticus- TSB puro (1C), TSB com 100ug/ml de RIP (1D).

Apos a observacdo dos resultados anteriores, a concentracdo do peptideo
inibidor de RNA (RIP) foi aumentada para 200ug/ml no TSB com glicose a 2%. As
Figuras 2A-2B apresentam os resultados da MEV para a mesma amostra de S
saprophyticus testada anteriormente. S. saprophyticus forte aderente com expressao
dos genes icaDBC revelou um biofilme com uma matriz diferente da observada em
S epidermidis. As células se apresentaram ligadas umas a outras por substancias
com caracteristicas proteicas e em vez da matriz recobrindo as células, encontramos

um material floculento (Figura 2A). A amostra com o RIP néo revelou formacao de
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biofilme, as células apareceram dispersas ndo recobrindo a totalidade da superficie
do cateter, indicando inclusive reducdo do nimero de bactérias (Figura 2B). Em
relacdo ao controle negativo, seguimento de cateter em TSB puro sem inoculo e
TSB puro adicionado de 200ug/ml de RIP a MEV ndo revelou alteracdo (Figuras

2C-2D).

CME - IBB A

Figura 2. Mirogla eletronica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em
S saprophyticus - TSB puro (2A), TSB com 200ug/ml de RIP (2B); Controle

negativo - TSB puro (2C), TSB com 200ug/ml de RIP (2D).

Das amostras clinicas de S. epidermidis, uma expressou o operon completo

(icaADBC) na técnica de RT-PCR e a MEV revelou um biofilme muito complexo
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envolvendo grande parte do seguimento do cateter com um numero elevado de
bactérias (Figura 3A), ja na amostra com 200ug/ml de RIP, as células dispersas e em
menor quantidade envolvendo o0 seguimento do cateter, diminuindo
consideravelmente a formacdo do biofilme (Figura 3B). A segunda amostra de S.
epidermidis forte aderente no teste da placa de poliestireno ndo expressou 0 gene
icaA na técnica de RT-PCR, mas expressou 0s genes icaCDB. Apesar de presentes
em grande parte do cateter, as concentracfes maiores de biofilme foram encontradas
nas extremidades, as células ligadas entre si por substincia de aspecto “gelatinoso”
sobre uma superficie amorfa (Figura 3C). A amostra com o RIP revelou diminuicéo
da formacdo de biofilme, com as células dispersas e em menor quantidade (Figura

3D).
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Figura 3. Micrografia eletrdnica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em

S epidermidis - TSB puro (3A, 3C), TSB com 200ug/ml de RIP (3B, 3D).

Das amostras de S. haemolyticus uma apresentou-se forte aderente no teste
fenotipico e expressou apenas 0 gene icaA na técnica de RT-PCR. A MEV revelou
um biofilme consistente com grande quantidade de polissacarideo ligando e
envolvendo as células (Figura 4A). A amostra com o peptideo RIP ndo mostrou
formacdo de biofilme, inclusive diminuiu consideravelmente a quantidade de
bactérias envolvendo o cateter (Figura 4B). A outra amostra de S haemolyticus
revelou-se fraco aderente no teste fenotipico, positiva no PCR apenas para 0s genes
icaCD e expressdo somente de icaC no RT-PCR. A MEV revelou biofilme nédo

recobrindo toda a superficie do cateter com a maioria encontrada nas extremidades
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(Figura 4C). A amostra com o peptideo RIP revelou que ndo houve formacao de
biofilme, inclusive diminuiu consideravelmente a quantidade de bactérias

envolvendo o cateter (Figura 4D).

Figura 4. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em

S haemolyticus- TSB puro (4A, 4C), TSB com 200ug/ml de RIP (4B, 4D).

Na espécie S. hominis uma Unica amostra foi positiva fraco aderente no
teste fenotipico e ndo expressou nenhum gene do operon ica. A ME revelou um
agrupamento pequeno de células encontrado mais frequente nas extremidades do
cateter (Figura 5A). O cateter com o RIP ndo formou biofilme e revelou uma

quantidade ainda menor de bactérias aderidas em pontos isolados (Figura 5B).



Figura 5. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do

biofilme em S. hominis- TSB puro (5A), TSB com 200ug/ml de RIP (5B).

A amostra de S. warneri revelou-se fraco aderente no teste da placa e nao
expressou nenhum gene do operon ica. A MEV mostrou um grande nimero de
bactérias revestindo quase a totalidade da superficie do cateter, o biofilme revelou-se
bem estruturado e consistente, as células ligadas entre si por uma substancia de
caracteristica “gelatinosa” possivelmente proteinas, porém ocorrendo principalmente
nas extremidades do cateter (Figura 6A). Na amostra com o RIP a ME revelou as
celulas dispersas ndo ocorrendo a formacdo do biofilme e visivel diminuicdo do

numero de bactérias na superficie do cateter (Figura 6B).

96
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Figura 6. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do

biofilme em S warneri - TSB puro (6A), TSB com 200ug/ml de RIP (6B).

Da espécie S. lugdunensis foram estudadas duas amostras, uma amostra que
foi forte aderente no teste da placa e expressou os genes iCAD na técnica de RT-
PCR. A MEV mostrou um biofilme bem estruturado de aparéncia ‘“elastica”,
caracteristico de polissacarideo semelhante ao da espécie S. epidermidisica positivo,
porém encontrados com maior frequéncia nas extremidades do cateter (Figura 7A).
Na amostra com o RIP as células apareceram isoladas ndo ocorrendo a formacéo de
biofilme em nenhuma parte do cateter (Figura 7B). A outra amostra de S
lugdunensis revelou-se fraco aderente no teste fenotipico e ndo expressou nenhum
gene do operon ica na técnica de RT-PCR apesar de apresentar o gene icaA no PCR.
A MEV revelou um grande numero de bactérias recobrindo quase a totalidade da
superficie do cateter, demonstrando um biofilme com um grupamento grande de
celulas ligadas por substancia de aparéncia “gelatinosa” semelhante ao descrito
anteriormente na auséncia da expressdo de ica (Figura 7C). Na amostra com o
peptideo RIP a MEV ndo revelou formagéo de biofilme (Figura 7D), houve uma
reducdo considerdvel do nimero de bactérias na superficie do cateter, as células

foram encontradas apenas nas extremidades. No controle negativo S epidermdis
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ATCC 12228 com o TSB puro a MEV revelou uma quantidade pequena de bactérias
isoladas revestindo a superficie do cateter sem formacéo de biofilme (Figura 7E), e
na amostra com o RIP houve ainda uma reducdo do numero de bactérias (Figura

7F).

Figura 7. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em
S lugdunensis - TSB puro (7A, 7C), TSB com 200ug/ml de RIP (7B, 7D); S
epidermidis ATCC 12228 — controle negativo TSB puro (7E), TSB com 200ug/ml

de RIP (7F).
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A amostra de S. aureus estudada revelou-se forte aderente no teste de producao
em placa de poliestireno, na técnica de PCR apresentou o operon completo
icaADBC e expressou 0s 4 genes na técnica de RT-PCR. A MEV eletronica revelou
um biofilme com grupamento grande de células e uma estrutura de aparéncia
“elastica” provavelmente de polissacarideo bem visivel revestindo as células (Figura
8A). Nesta espécie a amostra com o RIP ndo mostrou reducdo total do biofilme,
foram encontrados grupamentos de células menores em estrutura de biofilme em

diversas partes da superficie do cateter (Figura 8B).

Figura 8. Micrografia eletrénica de varredura mostrando a estrutura do

biofilme em S aureus- TSB puro (8A), TSB com 200ug/ml de RIP (8B).

Teste do peptideo (RIP) na prevencao da formacgéo de biofilme em placa
de Poliestireno

Neste teste todas as amostras das diferentes espécies de ECN testadas ndo
formaram biofilme na presenca de 200ug/ml de RIP. Somente a amostra de S
aureus revelou-se positiva (forte aderente), revelando uma excelente concordancia

com os resultados obtidos na MEV.
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Figura 9: Colunas ABCD — TSB Glicose 2% puro- Colunas EFGH TSB
Glicose 2% adicionado de 200ug/ml de RIP: 1 — S saprophyticus (U-2); 2 — S
epidermidis (H-1640/08); 3-S haemolyticus (H-30001/04); 4-S. haemolyticus (H-
1009/06); 5 - S warneri (S-2539/07); 6- Saureus (H-2386/06); 7- S. lugdunensis
(PF26); 8- S lugdunensis (PF63); 9- S. hominis (H-35778/03); 10 - S epidermidis
(H-2123/08); 11- S. epidermidis ATCC 35983; 12- S epidermidis ATCC 12228-

Controle negativo.
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Discussao

Os Sistemas QS em Staphylococcus tém um enorme impacto no sucesso do
patdégeno durante a infeccdo por meio do controle de mecanismos de fisiologia e
viruléncia bacteriana como a producéo de biofilme. Em nosso estudo avaliamos a
producdo de biofilme atravées da MEV em amostras de S epidermidis, S
saprophyticus, S haemolyticus, S hominis, S warneri, S lugdunensis e S. aureus
cultivadas com TSB glicose a 2% puro e adicionado do peptideo inibidor de RNA
(RIP). De acordo com Balaban et al. [15, 26] o peptideo (YSPWTNF-NH2),
conhecido como RIP (peptideo inibidor de RNA) pode inibir a atividade do
RNAIII, impedindo a fosforilagdo da TRAP, interferindo no sistema quorum
sensing. Korem et al. [27] e Balaban et al. [28] relataram que o RIP age
diferentemente dos antibidticos comuns, inibindo a comunicagdo célula a célula
entre as bactérias e prevenindo a adesdo e expressdo dos fatores de viruléncia, e que
estudos gendmicos mostraram que na auséncia da fosforilagdo da TRAP a bactéria
perde a capacidade de produzir toxinas, de adesao a superficies e produzir biofilme.
A avaliacdo de 100ug/ml do peptideo RIP nédo inibiu a formacdo de biofilme no
controle positivo S. epidermidis ATCC 35983 e em uma amostra forte aderente de S
saprophyticus. O resultado da MEV revelou que no seguimento de cateter que
estava no meio de cultura contendo o RIP na concentracdo 100ug/ml houve um
aumento no numero de bactérias e producdo de biofilme por ambas as espécies.
Neste caso pode ter ocorrido que o peptideo nessa concentracdo tenha se
comportado como alguns antibidticos que em concentracGes sub-inibitdrias tem
pouco ou nenhum efeito sobre as bactérias em biofilme [13, 14] e podem inclusive

estimular a formacao de biofilme [15].
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Ap0s esses resultados, a concentracdo do peptideo inibidor de RNA (RIP) foi
aumentada para 200ug/ml no TSB com glicose a 2%. O resultado da MEV revelou
que o peptideo RIP na concentracao de 200ug/ml impediu a formacdo do biofilme
em todas as amostras de ECN estudadas. Na presenca de RIP as células apareceram
isoladas tanto nas amostras forte aderentes como nas fraco aderentes que
expressaram 0 gene icaA, outros genes do operon ica ou ndo expressaram nenhum
dos genes na técnica de RT-PCR. Os resultados de nosso estudo foram similares aos
obtidos por outros autores [16] que relataram a eficiéncia do peptideo RIP na
inibicdo da formacdo de biofilme estafilococico. Outro fato interessante observado
nos seguimentos de cateter com o RIP, é que além de impedir a formacdo de
biofilme, reduziu consideravelmente a quantidade de bactérias, inclusive na amostra
ATCC 12228 ndo produtora de biofilme. Simonetti et al. [17] relataram que o RIP
pode ser muito util no tratamento de feridas infectadas por reduzir a carga
bacteriana, podendo ser uma alternativa para o futuro em relagdo aos antibioticos

convencionais.

Para o estudo e comparagdo da estrutura do biofilme em S epidermidis,
foram analisadas através da microscopia eletrénica de varredura uma amostra forte
aderente no teste fenotipico que expressou 0 operon completo icaADBC na técnica
de RT-PCR e outra forte aderente que expressou os genes icaDBC. A amostra com o
operon completo revelou um biofilme bem estruturado com um grande conjunto de
células ligadas umas a outras e recobertas por polissacarideo revestindo quase a
totalidade do cateter, o “slime” recobrindo e ligando as células. Por outro lado, a
amostra que expressou 0s genes icaDBC com a auséncia da expressdo icaA revelou
um biofilme menos estruturado com caracteristica diferente dos descritos anteriores,

0s cocos apareceram ligados entre si, porém em pequenos grupos e sobre uma
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superficie amorfa, talvez pelo fato de que na auséncia do gene icaA a quantidade de
polissacarideo foi menor ou as bactérias utilizaram outros mecanismos para obter

essa configuracéo.

A andlise do biofilme formado por S saprophyticus forte aderente com
expressdo dos genes icaDBC revelou um biofilme com uma matriz diferente da
observada em S epidermidis ica positivo. As células se encontraram em grande
numero ligadas umas a outras por substancias com caracteristicas proteicas e em vez
da matriz recobrindo as células, encontramos um material floculento que segundo
Marrie e Costerston [29] representam materiais desidratados do biofilme. Esses
resultados sugerem que S saprophyticus podem apresentar outros genes que
codificam outras substancias envolvidas na formacdo da matriz do biofilme nessa
espécie.

Em relacdo a amostra de S haemolyticus forte aderente que expressou
somente 0 gene icaA na MEV as bactérias se apresentaram em pequenos grupos
ligadas por corddes caracteristicos de polissacarideo, também observado nas
amostras de S. epidermidisica positivas, porém ndo mostrou uma matriz com grande
volume de polissacarideo. Fredheim et al. [30] em estudo da formacao e da estrutura
do biofilme de S haemolyticus relataram que de 72 amostras apenas duas
apresentaram genes do operon ica, sendo positivas para o icaD. Entretanto, no teste
fenotipico de aderéncia a placa de poliestireno realizado pelos autores, a maioria
produziu biofilme na auséncia do operon ica. Em relacdo aos componentes da matriz
do biofilme em S. haemolyticus os autores relatam que proteinas e DNA extracelular
sdo de relevancia funcional para a fase de acumulo e formacdo do biofilme,
enquanto o PIA desempenha apenas uma menor funcdo, o que pode justificar os

resultados encontrados em nosso estudo para esta especie.
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Em S hominis e S warneri a microscopia eletrénica revelou em ambas as
espécies um biofilme com caracteristica proteica. S. hominis formou estruturas
pequenas encontradas nas extremidades do cateter, enquanto S. warneri formou
estruturas bem consistentes com um maior nimero de bactérias aderidas, porém
também encontrados nas extremidades do seguimento de cateter. As semelhancas
encontradas com relacdo aos resultados em ambas, sugerem que a producdo de
biofilme nessas espécies ndo depende da expressdo do gene icaA. De acordo com
Kini et al. [31] S warneri esta relacionada a muitos casos de endocardite, este fato
pode estar associado ao tipo de componentes da matriz do biofilme nessas espécies

com mais afinidade a superficies bidticas.

Saphylococcus lugdunensis que se revelou forte aderente no teste da placa e
expressou os genes icAD na técnica de RT-PCR, a MEV mostrou um biofilme bem
estruturado, caracteristico de polissacarideo semelhante ao da espécie S
epidermidis, porém encontrado com maior frequéncia nas extremidades do cateter.
Ja a amostra que se revelou fraco aderente no teste da placa e ndo expressou nenhum
gene do operon ica na técnica de RT-PCR, a MEV revelou um grande numero de
bactérias recobrindo quase a totalidade da superficie do cateter, demonstrando um
biofilme com um grande grupamento de células, sem a aparéncia “elastica” do
polissacarideo. De acordo com Frank e Patel [32] muitos tipos de infec¢des por S
lugdunensis, incluindo endocardite nativa, infeccdo de prdtese articular, e infeccéo
relacionada ao cateter intravascular, estdo associados com a formacéo de biofilme,
porém estudos realizados pelos autores demonstraram que na maioria dos biofilmes
desta espécie o polissacarideo sintetizado por produtos do operon icaADBC néo é o
principal componente da matriz, sugerindo que a maioria dos biofilmes € composto

por proteinas. Experimentos utilizando-se de diversas substancias quimicas no meio
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de crescimento para a formacdo de biofilme sugeriram que as condi¢es do meio
podem influenciar nos componentes e estrutura do biofilme. Apesar de ser uma
espécie importante quanto a associa¢do com infecc¢des, ha poucos dados na literatura
sobre o potencial dessa espécie na formacdo de biofilme, sendo os resultados
encontrados nesse estudo de grande importancia para a caracterizacdo do potencial
patogénico dessa espécie.

S aureus forte aderente que revelou os genes icaADBC e a expressao dos
quatro genes na RT-PCR mostrou um grupamento de células bem consistente
recoberto por uma estrutura de aparéncia “elastica”, bem visivel, provavelmente de
polissacarideo. Em estudos realizados por Sun et al. [33] foi pesquisado as
propriedades e arquitetura do biofilme em S aureus em placas de poliestireno
através da microscopia eletrdnica. Os resultados da MEV revelaram que o biofilme
consistiu em grupos de células de varias camadas com arquitetura tridimensional,
semelhante ao encontrado em nossos estudos. Entretanto, na amostra de S aureus o
peptideo RIP mostrou uma redugdo muito discreta, foram encontrados grupamentos
de células menores em estrutura de biofilme em diversas partes da superficie do
cateter. Talvez para essa espécie seja necessario um aumento na concentracdo do
peptideo para inibir totalmente a producgéo do biofilme.

Para confirmar acdo do peptideo RIP na prevencdo da formacdo do
biofilme, também fizemos a mesma comparacdo das amostras utilizando placas de
poliestireno, e os resultados foram semelhantes ao encontrado na microscopia, o RIP
inibiu a formacéo do biofilme em todas as amostras de ECN, porém em S aureus
ndo ocorreu a inibicdo revelando-se forte aderente no teste da placa mesmo na

presenca do peptideo.
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A microscopia eletrénica de varredura revelou nas amostras produtoras de
biofilme que expressaram o operon completo ou 0 gene icaA uma estrutura
caracteristica de polissacarideo, enquanto as produtoras de biofilme, mas que nédo
expressaram o operon ica ou o gene icaA, um biofilme diferente, provavelmente de
constituicdo proteica. A MEV juntamente com o teste de aderéncia a placa de
poliestireno confirmou em espécies de ECN a inibi¢do da formacédo de biofilme pelo
peptideo inibidor de RNA (RIP) sugerindo perspectivas futuras de utilizacdo dessa

substancia no controle de infec¢des relacionadas a cateteres e formacao de biofilme.
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Resumo

Objetivos: Este estudo teve como objetivos determinar o perfil de resisténcia a
antimicrobianos em células livres e em biofilme de Staphylococcus aureus e espécies
de Estafilococos coagulase-negativa.

Métodos: Foram estudadas 200 amostras de Saphylococcus spp., sendo 50
amostras da espécie S aureus e 150 do grupo dos estafilococos coagulase-negativa
(ECN) incluindo 50 amostras de S epidermidis, 20 S haemolyticus, 20 S warneri, 20 S
hominis, 20 S lugdunensis e 20 amostras de S. saprophyticus isoladas de pacientes do
Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB). A producao
de biofilme foi realizada pelo teste de aderéncia a placa de poliestireno para sele¢cdo das
amostras positivas que foram submetidas a0 método de microdiluicdo em caldo para
determinacdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) para células planctonicas e em
biofilme, e da concentracdo bactericida minima do biofilme (CBMB).

Resultados: Um total de 49 amostras de Staphylococcus spp. (14 S aureus, 13
S epidermidis, 13 S. saprophyticus, 3 S haemolyticus, 1 S hominis, 3 S warneri,e 2 S
lugdunensis) foram positivas para a producdo de biofilme e utilizadas para a
determinacdo do perfil de resisténcia. A determinacdo da CIM para células plancténicas
revelou em S aureus 3 (21,4%) amostras resistentes a oxacilina e 6 (42,8) a
eritromicina. Em ECN 31 (88,6%) foram resistentes a oxacilina, 14 (40%) a
eritromicina, 18 (51,4%) a gentamicina e 8 (22,8%) ao sulfametoxazol/trimetroprim.
Nenhuma amostra planctdnica foi resistente a vancomicina e a linezolida. Em relacéo as
células do biofilme o MIC aumentou em duas, quatro, oito e até dezesseis vezes em
relacdo as células plancténicas, de forma mais frequente com a vancomicina e a

eritromicina. A concentracao bactericida minima para células do biofilme variou entre 8
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e >256 pg/ml para oxacilina, 128 - >128 pg/ml para vancomicina, 256 - >256 para
eritromicina, 256 - >256 para gentamicina, >64 para linezolida e 32/608 - >32/608 para
sulfametoxazol/trimetroprim.

Conclusbes: Os resultados revelaram que S aureus e ECN em biofilme
mostraram um aumento consideravel na CIM em relacdo as plancténicas. Em relacdo a
CBMB o estudo confirmou que mesmo altas concentracdes de vancomicina nao foram
capazes de eliminar os biofilmes de S. aureus e espécies de ECN. Dos antimicrobianos
testados a linezolida mostrou melhores resultados na inibicdo de estafilococos em
biofilme, sem aumento no MIC quando comparado com células planctdnicas e nenhuma

amostra resistente.
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Abstract

Objectives: To determine the antimicrobial resistance profile of planktonic and
biofilm cells of Saphylococcus aureus and coagulase-negative staphylococci (CoNS).

Methods: A total of 200 Staphylococcus spp. strains were studied, including 50
S aureus and 150 CoNS strains (50 S epidermidis, 20 S haemolyticus, 20 S. warneri,
20 S hominis, 20 S lugdunensis, and 20 S. saprophyticus). The strains were isolated
from patients seen at the University Hospital of the Botucatu School of Medicine (HC-
FMB). Biofilm formation was investigated by adherence to polystyrene plates and
positive strains were analyzed by the broth microdilution method to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) for planktonic and biofilm cells and the
minimum bactericidal concentration for biofilm cells (MBCB).

Results: Forty-nine Staphylococcus spp. strains (14 S aureus, 13 S epidermidis,
13 S saprophyticus, 3 S haemolyticus, 1 S hominis, 3 S warneri, and 2 S lugdunensis)
were positive for biofilm formation and were used to evaluate the resistance profile.
Determination of the MIC for planktonic cells revealed three (21.4%) S. aureus strains
that were resistant to oxacillin and six (42.8%) resistant to erythromycin. Among CoNS,
31 (88.6%) strains were resistant to oxacillin, 14 (40%) to erythromycin, 18 (51.4%) to
gentamicin, and eight (22.8%) to sulfamethoxazole/trimethoprim. None of the
planktonic samples was resistant to vancomycin or linezolid. With respect to biofilm
cells, a two-, four-, eight- and up to 16-fold increase in MICs was observed compared to
planktonic cells. This observation was more frequent for vancomycin and erythromycin.
The MBCB ranged from 8 to >256 pg/ml for oxacillin, 128 to >128 pg/ml for
vancomycin pg/ml, 256 to >256 pg/ml for erythromycin and gentamicin, >64 for

linezolid pg/ml, and 32/608 to >32/608 pg/ml for sulfamethoxazole/trimethoprim.
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Conclusions: The results showed a considerable increase in the MIC for S
aureus and CoNS biofilm cells when compared to planktonic cells. Analysis of MBCM
confirmed that even high concentrations of vancomycin are unable to eliminate the
biofilms of S aureus and CoNS species. Among the antimicrobial drugs tested,
linezolid exhibited the best performance in inhibiting staphylococci in the biofilm,
without an increase in the MIC when compared to planktonic cells. None of the strains

was resistant to this drug.
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Introducéo

Saphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sdao amplamente
envolvidos em infecgdes relacionadas ao uso de dispositivos médicos como cateteres
vasculares, proteses e valvulas cardiacas artificiais, devido a capacidade desses
microrganismos de aderir a superficies lisas desses materiais e formar biofilme®.
Além de S. epidermidis outras espécies de estafilococos coagulase-negativa (ECN)
como S hominis, S haemolyticus, S. warneri, S. lugdunensis e S saprophyticus
estdo associados a essas infeccbes e também sdo capazes de produzir biofilme,
embora com menor frequéncia®. O biofilme é formado por um grupo de bactérias
sésseis aderidas a um substrato e umas as outras sendo envolvidas por uma matriz
extracelular®*. Um dos principais componentes dessa matriz em estafilococos é o
polissacarideo de adesdo intercelular (PIA), mas também pode ser composta de
proteinas ou DNA extracelular®. O biofilme dificulta a entrada dos antimicrobianos
dentro das bactérias, interferindo com o mecanismo de acdo desses agentes e
também mantém as bactérias protegidas do sistema imunoldgico do hospedeiro,

resultando em infeccdes persistentes e dificeis de tratar®.

As bactérias em biofilme apresentam um fenotipo diferente em comparacao
as culturas plancténicas, ja que o biofilme favorece o desenvolvimento de diversas
interacdes entre as bactérias, com a freqiiéncia de mutacdes que pode ser bem maior
em relacdo as celulas planctonicas e a transferéncia de genes de resisténcia. As
bactérias em biofilme podem ser até mil vezes mais resistentes ao tratamento com

antibiéticos que o mesmo microrganismo em crescimento plancténico’.

Muitos estudos tém relatado as dificuldades encontradas no tratamento com
antimicrobianos em infecgOes relacionadas a biofilme. Entretanto, os testes de

suscetibilidade aos antimicrobianos realizados em laboratérios clinicos de rotina
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para a escolha do antimicrobiano continuam sendo realizados com as células
planctonicas, o que dificulta a avaliacdo da eficacia do antimicrobiano testado, ja
que no paciente essas bactérias estdo protegidas no biofilme e a resposta ndo sera a
mesma obtida nos testes. O objetivo do presente estudo foi determinar a
sensibilidade de S aureus e ECN planctonicos e em células em biofilme a seis
agentes antimicrobianos de diferentes classes de drogas utilizados no tratamento de

infeccdes estafilococicas.

Materiais e métodos
Amostras

Foram estudadas 200 amostras de Staphylococcus spp., sendo 50 amostras da
espécie S aureus e 150 do grupo dos estafilococos coagulase-negativa (ECN). Entre
0s ECN foram estudadas 50 amostras de S epidermidis, 20 S haemolyticus, 20 S
warneri, 20 S hominise 7 S lugdunensis isoladas de hemocultura e 20 amostras de
S saprophyticus isoladas de urina de pacientes com infec¢do do trato urinario
atendidos no Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de Botucatu
(FMB). Devido a dificuldade de isolar amostras de S lugdunensis de amostras
clinicas humanas foram incluidas 13 amostras de S. lugdunensis isoladas de leite de
cabra. Para controle foram utilizadas linhagens de referéncia internacional, incluindo
S epidermidis ATCC 12228 e S aureus ATCC 33591 (controle negativo) e S

epidermidis ATCC 35983 e S. aureus ATCC 29213 (controle positivo).
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Identificacdo dos micro-organismos

Depois do crescimento em placa de agar sangue, 0s micro-organismos foram
submetidos a coloracdo de Gram para andlise da pureza da amostra, morfologia e
coloracdo especifica. Os micro-organismos foram identificados conforme

preconizado por Koneman et al 2.
Identificacdo de bactérias do género Staphylococcus

Para a identificacdo de S. aureus foi realizada a prova de coagulase em tubo
e para 0 ECN, foram utilizados os critérios propostos por Cunha et al.’, conforme
esquema simplificado de provas bioquimicas, o qual estabelece a realizacdo das
provas de catalase, coagulase e de testes de utilizacdo de acucares: xilose, sacarose,
trealose, manitol, maltose, bem como da caracterizacdo de hemolisinas, reducédo de
nitrato, urease, ornitina descarboxilase e sensibilidade & novobiocina.
Posteriormente foi realizada a confirmacéo genotipica das espécies de ECN usando
primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23 S pela técnica

Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al.*

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

Poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado

O método da pesquisa da producdo de biofilme em placas de cultura proposto
por Christensen et al.!, foi utilizado com algumas modificacdes. Este método
apresenta bases espectrofotométricas, baseando-se na leitura da 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. Foram utilizadas placas

previamente esterilizadas de 96 cavidades com fundo plano (Costar, modelo 3599
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fabricado pela Corning Incorporated). Os pocos foram preenchidos em quaduplicata
com 200ul da cultura diluida, utilizando pipeta multicanal. Em todos os testes foram
utilizados linhagens de referéncia internacional controle positivo em S aureus
ATCC 29213 (produtora de biofilme) e negativo ATCC 33591 (ndo produtora) e em
S. epidermidis controle positivo ATCC 35983 (produtora de biofilme) e negativo
ATCC 12228 (ndo produtora) e TSB estéril. As placas foram incubadas por 24 horas
a 37°C e posteriormente o contetdo de cada pocgo foi aspirado cuidadosamente
utilizando-se pipeta multicanal, e entdo, lavados quatro vezes com 200pul de tampéo
fosfato salina (PBS), pH 7,2. A secagem da placa foi realizada em temperatura
ambiente por 1 hora. A seguir, 0s pocos foram corados com cristal violeta a 2% por
um minuto, em seguida, o volume foi aspirado e o0 excesso de corante retirado
através de uma lavagem das placas com agua destilada utilizando-se de pipeta
multicanal. A seguir, foi feita a secagem das placas em temperatura ambiente por 60
minutos e realizada a leitura da densidade dptica no leitor de Elisa, da marca
Labsystem modelo Multiskan EX em filtro de 540 nm. Os valores para leitura

obtidos através do ponto de corte estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1: Valores do ponto de corte

Resultado* Filtro 540nm
NA <0,111

FRA >0,111ou <0,222
FOA >0,222

* NA- Nao aderente; FRA- Fraco aderente; FOA- Forte aderente

As amostras foram classificadas como negativas, quando o valor do ponto de
corte correspondia a classificacdo de ndo aderente e em positivas, quando o valor do

ponto de corte correspondia a classificacdo de fraco aderente ou forte aderente.
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Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de oxacilina,
vancomicina, eritromicina, gentamicina, linezolida e sulfametoxazol-
trimetropim pelo método de microdiluicdo em caldo em células plactonicas de

Staphylococcus spp.

Para a microdiluicdo em caldo, foram utilizadas placas de microtitulacdo
estéreis, com caldo Mueller-Hinton ajustado com céations (Oxoid, 1 U.K.), conforme
recomendado pelo CLSI (2012)'? e com as normativas do documento do NCCLS
2003 . Uma solucdo-estoque de cada droga foi preparada em agua destilada na
concentragdo de 3200 pg/ml. Em placa de microtitulagdo foram feitas diluigdes
seriadas nas concentracfes de uma escala logaritmica de 2 (CLSI, 2012) conforme
descritos na Tabela 2 em pg/ml e Figura 1, em caldo Mdueller-Hinton, com um
volume final de 100uL. Para o preparo do indculo as amostras foram inicialmente
semeadas em Agar Sangue e apds incubacdo por 24 h, colénias isoladas foram
semeadas em caldo BHI e ap0s incubagdo, uma suspensdo bacteriana com turvagédo
correspondente a escala 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/mL) foi preparada e diluida
em 1:1000, adicionada nos pogos com volume final de 200 pL, e concentragdo final
bacteriana de 5 x 10*. As placas foram incubadas em estufa a 35°C e a leitura do
MIC feita apds 24 e 48 horas de incubagdo. Foram utilizados um controle positivo,
contendo o caldo e a suspensao bacteriana, e um controle negativo contendo apenas
o caldo Mueller-Hinton. Adicionalmente, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e S
aureus ATCC 29213, suscetiveis a vancomicina, foram utilizados como controle
negativo e E. faecalis ATCC 51299 resistente a vancomicina e S. aureus ATCC
33591 resistentes a oxacilina foram utilizados como controle positivo. O MIC foi
considerado como a menor concentracdo de antimicrobiano que inibiu

completamente o crescimento do microrganismo, conforme detectado a olho nu:
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foram classificados com crescimento positivo 0s po¢os que apresentaram turvacao

e/ou presenca de bactérias no fundo do pocgo.

Tabela 2. Dilui¢des conforme CLSI 2012 para as drogas utilizadas

Drogas Diluicdo em pg/ml
Oxacilina 256 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0125
Vancomicina - 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
Eritromicina 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
Gentamicina 256 128 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
Linezolida - - 64 32 16 8 4 2 1 0,5 0,25 0,125
Sulfamet/ 32/ 16/ 8 04/ 2/ 1/ 05/ 025 0125 006/ 003 -
Trimetrom. 608 304 152 76 38 19 95 474 23 ¥ 59 .

ug/ml 128 64 32 16 8 4 2 1 05 025 0125 CE

( 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 |

P . N e, e, e, em, S,
Aa OOOOOOOOOO0O
R R e e e T S i SR

B ( )C J)C )C HC e ) HC HC HC e )

c OOOOOOOOOOOO

o ( )CHCHCHCHCHCHC HC HC HC X

e CHCHCOHCHCHCHCHCHCHOHCHO)

FCOHCHCHCHCHCHCHCHC HC HC X

s (OH)OOOOOOOOCOHOOHCOHOHOHCH(

HCOHCOHCOHOOCOHOHCHCHCHCHC X

" . NNNNNNANNANNT |

Figura 1 — Esquema de diluicdo da droga vancomicina conforme CLSI 2012 Linhas
— 1—11: drogas, 12: controle estéril (CA-MHB) — Colunas — 1 A —F:

Amostras Staphylococcus spp.; G: controle positivo, H: controle negativo
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Determinacdo da Concentracdo Bactericida minima (CBMB) e
oxacilina, vancomicina, eritromicina, gentamicina, linezolida e sulfametoxazol e
trimetropina pelo método de microdiluicio em caldo em biofilme de

Staphylococcus spp.

As concentragdes bactericidas para o biofilme (CBMB) foram determinadas,
utilizando uma adaptacdo de um método de ensaio publicado anteriormente®. Os
isolados cultivados por 22 h a 37°C em TSB adicionado de 2% de glicose foram
ajustados para uma turbidez de 1,0 da Escala de McFarland (correspondendo a 1 x
10® a 2 x 10® UFC / ml) e diluido a 1:50 em TSB com glicose 2%. Aliquotas de
200ul foram colocadas em placas de 96 pocos de fundo plano (Nuclon Delta, Nunc,
Dinamarca) cobertas com uma tampa de 96 pinos (Nunc-TSP; nunc) e incubadas
por 24 h a temperatura para permitir a formacao de biofilme sobre os pinos (Figura
2). Para remover as células ndo aderentes, os filmes formados nos pinos foram
lavados por imersdo em uma série de trés placas de 96 pocos preenchidos com 200
uL de tampao fosfato salina estéril. A tampa com os pinos foi colocada sobre em
uma placa de fundo plano preparado para testes de suscetibilidade de microdilui¢éo
em caldo, os pocos continham um volume de 200 pl. de agente antimicrobiano
diluido em CAMHB (Caldo Mueller Hinton suplementado com céations, 100 mg/mL
de Calcio e 50 mg/mL de magnésio) ou 200 uL de CAMHB sem drogas para o
controle de crescimento positivo. Os biofilmes foram submetidos aos
antimicrobianos durante 24h a 35°C, a tampa com os pinos foi retirada e lavada trés
vezes em tampdo fosfato, como descrito acima e colocado em 96 pogos contendo
200 uL de TSB glicose 2%. Nesse momento antes do descarte da placa com o0s
antibidticos foi realizada uma leitura “a olho nu” para determinar o MIC dos

antibidicos em células do biofilme. Em seguida as células do biofilme formados nos
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pinos da tampa foram desalojadas por sonicacdo durante 5 min. a 40 kHZ
(Hielscher, ultrasonic technology, UIP250MTP) em placas de 96 pogos contendo um
novo meio de cultura para recuperacdo das células. A tampa com os pinos foi
descartada e substituida com uma tampa normal, e a densidade dptica medida em um
leitor de placa em filtro de 600 nm. Foram utilizados pogos contendo TSB glicose a
2% puro (sem inoculagdo) para controles de esterilidade espectrofotométrica. A
placa foi incubada por 24 h 35°C, e uma segunda DO em 600 nm medida foi
tomada. A CBMB foi definida como a menor concentragdo da droga que apresentou
uma alteracdo na DO a 600 nm de 10% da leitura obtida para o controle de

crescimento positivo entre as leituras realizadas antes da incubacio e apds 24 h'.

o889
eoep
Lol 4

Figura 2 — A: Placa utilizada com TSB glicose 2% para formacgdo de
biofilme, recuperacao de células e determinacdo da CIM e CBB — B: Tampa com pinos

para formacéo de biofilme estafilocécico
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Andlise Estatistica

Para comparar a CIM em células livres e em Biofilme de Saphylococcus spp.
foi utilizado o teste de proporcdes e limite de significancia de 0,05.

Resultados

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

Poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado

A partir da leitura das placas com filtro de 540nm (Figura 3), foi verificado
que das 200 amostras submetidas a este teste, 41 (20,5%) foram classificadas como
fraco aderentes e 8 (4%), como forte aderentes, totalizando 49 (24,5%) de amostras

positivas e 151 (75,5%) negativas como ndo aderentes (Tabela 3).

Tabela 3 - Relagcdo das amostras de estafilococos por espécie com a producdo de
biofilme no método fenotipico

Espécies Quantidade de amostras Teste da Placa
S aureus 13 FA
S aureus 1 FOA
S aureus 36 NA
S epidermidis 9 FA
S epidermidis 4 FOA
S epidermidis 37 NA
S. saprophyticus 12 FA
S saprophyticus 1 FOA
S saprophyticus 7 NA
S haemolyticus 2 FA
S haemolyticus 1 FOA
S haemolyticus 17 NA
S hominis 1 FA
S hominis 19 NA
S warneri 3 FA
S warneri 17 NA
S lugdunensis 1 FA
S lugdunensis 1 FOA
S lugdunensis 18 NA

FA:Fraco aderente; FOA:Forte aderente; NA: Nao aderente
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Figura 3 — Teste de aderéncia a placa de poliestireno: Linhas — A, B, C, D =
Amostras: 1,2,7,e 9 (fraco aderentes); (ndo aderente); 3,4,8,10, 11 e 12 (forte
aderentes). Linha — E, F, G, H= Amostras 13 S epidermidis ATCC 35983
(controle positivo), 14 S epidermidis ATCC 12228 (controle negativo), 15 —22 (TSB
esteril)

Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de oxacilina,
vancomicina, eritromicina, gentamicina, linezolida e sulfametoxazol-trimetropim
pelo método de microdiluicdo em caldo em células planctbnicas de Staphylococcus
spp.

Foram analisadas 49 amostras de estafilococos, as quais foram produtoras de
biofilme pelos métodos fenotipicos de aderéncia a placa de poliestireno, sendo 14 S
aureus e 35 do grupo dos estafilococos coagulase-negativa (ECN), das quais 13
foram S epidermidis, 13 S saprophyticus, 3 S haemolyticus, 1 S hominis, 3 S
warneri, e 2 S lugdunensis obtidas de materiais clinicos de pacientes do HC da
Faculdade de Medicina Unesp de Botucatu-SP. Do total de amostras, 34 (69,4%)
foram resistentes a oxacilina e nenhuma foi resistente a vancomicina. Em relagéo a

eritromicina, 20 (40,8%) foram resistentes e 15 (30,6%) apresentaram resisténcia
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intermediaria; para gentamicina 18 (36,7%) foram resistentes e 1 (2%) revelou
resisténcia intermediaria, nenhuma amostra apresentou resisténcia a Linezolida e 8
(16,3%) foram resistentes a Sulfametoxazol-Trimetroprim. As amostras resistentes

as drogas por espécie estdo descritas na tabela (4).

Tabela 4 - Distribuicdo das bactérias planctonicas por espécie em relacdo a resisténcia
aos antimicrobianos.

OXA VAN ERI GEN LIN SX-TR

Espécies R RI R R R RI R RI R RI R RI

N N N N N N N N N N N
S aureus (n=14) 3 e 0 0O 6 5 0 0 e 0 o
S epidermidis (n=14) 3 e 0 0 10 0 12 0 0 e 5 e

S saprophyticus (n=14) 13 ° 0 o0 4 4 3 0 0 ° 2 °

S haemolyticus (n=3) 3 o 0 O 0 2 2 0 0 ° 1 °
S hominis (n=1) 1 ° 0 O 0 1 1 0 0 ° 0 °
S warneri (n=3) 1 ° 0 o0 0 3 0 0 0 ° 0 °
S lugdunensis (n=2) 0 o 0 O 0 0 0 0 0 ° 0 °
Total 34 - 0 0 20 15 18 1 0 O 8 -

R: Resistente; RI: Resisténcia intermediaria; e: Droga sem MIC de resisténcia intemediaria; OXA:
oxacilina; VAN: vancomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; LIN: linezolida; SXRT:
sulfametoxazol-trimetroprim

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de oxacilina,
vancomicina, eritromicina, gentamicina, linezolida e sulfametoxazol-trimetropim
pelo método de microdiluicdo em caldo em células de biofilme de Staphylococcus
spp.

A determinacdo da sensibilidade de Staphylococcus spp. plancténicos e em
biofilme para os seis agentes antimicrobianos testados revelou uma diferenca
significativa em relacdo aos dois grupos de células. As CIMs estdo expressos na Tabela

5.
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Tabela 5 — Sensibilidade de Staphylococcus sp. em células planctdnicas e em biofilme.

Antimicrobianos (ug/ml)

OXA VAN ERI GEN LIN SX--TR
CIMsg, 2 2 2 2 1 0,5/9,5
ClMgg 64 4 >128 64 2 8/152

Variagéo <0,125- >128 1-4 0,25->128 0,125->128 0,25 2  0,03/0,59 — 16/304

CIM*5, 4 4 32 4 1 <0,5/9,5
CIM*q 128 8 256 256 2 8/152
Variagéo 32256 1-32  0,25- 256 0,25—- 256 0,25-4 <0,5/9,5 — 16/304

CIM: Concentragdo inibitéria minima em células planctonicas; CIM*: Concentracao
inibitéria minima em células de biofilme. Amostras estudadas para CIM: n=49; OXA:
oxacilina; VAN: vancomicina; ERI: eritromicina; GEN: gentamicina; LIN: linezolida; SX-

TR: sulfametoxazol-trimetroprim

A analise estatistica dos resultados revelou aumento significativo na resisténcia
de Saphylococcus spp. em biofilme em relacdo as planctonicas. A anélise revelou
valores significativos para Oxacilina nas especies S. epidermidis (p=0,042) e S
saprophyticus (p=0,0098); Vancomicina em S aureus (p=0,0168), S. epidermidis (p=
0,0004) e S. saprophyticus (p= <0,0001); Eritromicina em S aureus (p=0,0099), S.
haemolyticus (p=0,0301), S. hominis (p=0,0056), S. lugdunensis (p=0,0035), S
saprophyticus (p=0,043) e S warneri (p=0,0005) e Gentamicina em S aureus:
(p=0,0124).

Para a vancomicina no biofilme, 3 amostras (6%) passaram a resistentes e 15
(30,6%) a resistentes intermediarias. No caso das outras drogas, houve um aumento

consideravel de amostras planctdnicas sensiveis que passaram a ser resistentes no
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biofilme, exceto para a linezolida que nenhuma das amostras planctdnicas e em biofilme

apresentaram resisténcia (Tabela 6).

Tabela 6 - Comparacao do perfil de resisténcia as drogas em células plancténicas e em

biofilme de Staphylococcus spp.

Microrganismos Bactérias planctdnicas Bactérias em biofilme
Drogas R-N (%) RI - N (%) R-N (%) RI - N (%)
oxacilina 34 (69,4) ° 38 (77,6) °
vancomicina 0(0) 1(2) 3(6,1) 15 (30,6)
eritromicina 20 (40,8) 15 (30,6) 33 (67,3) 9(18,4)
gentamicina 18 (36,7) 1(2) 21 (42,8) 0(0)
linezolida 0(0) ° 0(0) °
Sulf-trimet. 8 (16,3) . 11 (22,4) .

e: Droga sem CIM de resisténcia intemediaria;R: Resistente; RI: Resisténcia Intermediaria

Foram verificadas as variaces das CIMs em células planctdnicas de biofilme
e a porcentagem de resisténcia, com algumas espécies revelando diferencas
significativas (Tabela 7). As amostras em biofilme apresentaram um consideravel
aumento da CIM quando comparadas com as plancténicas, chegando esse aumento a
mais de 8 vezes nos valores, com algumas amostras passando da categoria de
sensiveis na condicdo de plancténicas para resistentes quando em biofilme (Tabela
8).

A determinagdo da Concentracdo Bactericida em Biofilme (CBMB)) foi
realizada para as 49 amostras de Staphylococcus spp. produtoras de biofilme. Os
resultados mostraram que em todas as espécies as CBBs para as drogas testadas
foram altas, com a maioria das amostras resistente aos antimicrobianos testados

(Tabela 9).
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Discussao

A utilizacdo de antibidticos na rotina para tratamento de infeccdes estafilocOcicas
geralmente consegue eliminar as células planctdnicas, ja as células presentes nos biofilmes
conseguem se disseminar ainda quando o tratamento € interrompido, jA que permanecem
protegidas tanto da acdo dos agentes antimicrobianos como do sistema imunolégico do
hospedeiro’®. Este fendmeno se deve & presenca de grande quantidade de produtos
extracelulares, como polissacarideos ou proteinas, além de uma adequada condicdo para
crescimento e expressao de genes especificos para resisténcia’’.

Uma das grandes preocupac@es na questdo da resisténcia aos antimicrobianos de
estafilococos esta relacionada a S. aureus resistentes a oxacilina, pelo fato de geralmente serem
resistentes a maltiplas drogas e devido o grande nimero de amostras encontradas. Salimnia e
Brown®®, por exemplo, estudaram 300 isolados de S aureus e, destes, 59,3% foram resistentes a

oxacilina, enquanto Hope et al *’

, estudando 1448 S aureus associados a bacteremias,
encontrou 42% de resisténcia a oxacilina, nenhum isolado apresentou resisténcia a vancomicina
e 81,7% dos MRSA (S. aureus resistentes a meticilina) foram resistentes a eritromicina. J& em
nosso estudo, com 14 amostras clinicas na forma planctonica, apenas 3 (21,4%) foram
resistentes a oxacilina, 1 (2%) resistente intermedidria a vancomicina, sendo esta também
resistente a oxacilina, além de 42,8% resistentes a eritromicina, sendo sensiveis aos demais
antibioticos testados. Estudos tém demonstrado que vancomicina e teicoplanina tiveram sua
acdo reduzida em S aureus® 2! #. Entretanto, nossos dados foram semelhantes ao encontrado
por Menegotto e Picoli® que estudaram amostras comunitarias de S aureus, relatando
resisténcia a oxacilina em 7,5% dos isolados, a eritromicina, 45%, e sensibilidade total a

vancomicina. Em relacdo aos ECN, todas as amostras de S epidermidis e S. haemolyticus

foram resistentes a oxacilina (100%), além da maioria também ser resistente a eritromicina (77
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e 100%, respectivamente), gentamicina (100 e 66,3%, respectivamente) e
sulfametoxazol/trimetroprim (61,5 e 33,3%, respectivamente). Dados semelhantes aos nossos
em relacdo a resisténcia a esses antimicrobianos nessas espécies foram encontrados em outros
estudos 2%*?° S saprophyticus também revelou uma significante porcentagem de amostras
resistentes a oxacilina (100%), além de 30,1% para eritromicina, 23,0% para gentamicina e
15,3% para sulfametoxazol/trimetoprim. Em relacdo a resisténcia a oxacilina, nossos resultados
foram semelhantes ao encontrado por Ferreira et al.?®, os autores relatam que a grande
quantidade de isolados resistentes a oxacilina indica que o ponto de corte preconizado pelo
CLSI possa superestimar a resisténcia a oxacilina em S saprophyticus, sugerindo que
modificacdes sdo necessarias para a correta deteccdo dessa resisténcia. Trabalhos com S
saprophyticus obtidos de urina revelaram 45% de amostras resistentes a oxacilina e 22,2% a
eritromicina®. Também foi observada resisténcia a oxacilina no tnico S hominis do presente
estudo e em uma das trés amostras de S. warneri que foi resistente a oxacilina. Os dois isolados

de S. lugdunensis ndo mostraram resisténcia a nenhuma das drogas, resultados semelhantes aos

27 14
l. l.

descritos por Dundar et al.“" e Frank et al.™ que, pesquisando a sensibilidade de amostras
planctonicas de S lugdunensis, relataram sensibilidade total aos 10 antimicrobianos testados.

A presenca do biofilme aumentou o MIC em duas, quatro, oito e até dezesseis vezes em
relacdo as células planctonicas. Tal fendbmeno se apresentou de forma mais frequente com a

12 encontrou o aumento de até 64

vancomicina e a eritromicina. O trabalho de Antunes et a
vezes no MIC de vancomicina em S epidermidis e S aureus forte-produtores de biofilme, e
outras especies, como S capitis e S. haemolyticus, demonstraram menor variacdo nos MICs

sem e com o biofilme. No presente estudo, isolados de S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri e

S lugdunensis, ndo apresentaram muita variacdo nos MICs na presenca de biofilme,
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provavelmente porque essas espécies sdo fracas produtoras de biofilme 2° e pelo niimero restrito
de isolados.

Diferentemente do observado pelo presente estudo, Frank et al.'* encontraram resisténcia
a linezolida e a vancomicina em S. lugdunensis na presenca do biofilme. Neste estudo, apesar de
0 MIC ter aumentado sutilmente, na presenca do biofilme, para essas drogas nos isolados de S.
lugdunensis, eles permaneceram sensiveis a vancomicina e linezolida. S lugdunensis é
geralmente suscetivel a maioria dos antimicrobianos, sendo que a producéo de beta-lactamase é
descrita em apenas 25% dos isolados, e a resisténcia a metilicina e a glicopeptideos é incomum?.
Essas observacGes demonstram que a producdo de biofilme resulta em uma importante barreira
que impede a difusdo do antimicrobiano até as células bacterianas®.

Neste estudo foi determinado a concentracdo bactericida minima para biofilme (CBMB)
em S aureus e 6 espécies de ECN. Foi constatado que a CBMB para oxacilina em S. aureus
variou de 8ug/ml até >256pug/ml, enquanto para a maioria das amostras de S epidermidis, S
saprophyticus, S. haemolyticus, S. hominis e S lugdunensis a CBMB foi >256ug/ml, somente
S warneri revelou uma CBMB bem menor em relacdo as demais espécies para a oxacilina,
variando de 8ug/ml a 32ug/ml. Em estudos realizados por Nabila et al.* a CBMB para
amostras de S aureus e S. epidermidis apds serem desprendidas do biofilme e recuperadas em
meio de cultura, semelhante aos procedimentos utilizados neste estudo, variou entre 8 e 16
vezes para as drogas vancomicina, eritromicina e gentamicina. Tanto em nossos estudos como

|.29

os realizados por Nabila et al.”” mesmo altas doses desses antibidticos ndo foram suficientes

1.3 testaram

para eliminar S. aureuse S. epidermidis obtidos de biofilme. Também Sarginur et a
varios antibioticos em células planctonicas e em biofilme de S aureus e S. epidermidis,
revelando CBMB em células de biofilme semelhantes ao encontrados em nosso estudo com

relacdo a oxacilina, vancomicina, eritromicina, gentamicina e linezolida.
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Outro estudo semelhante a este, testando varios antibidticos para células planctonicas e
biofilme de S. lugdunensis encontraram a CBMB para vancomicina e linezolida >128ug/ml,
resultados similares aos obtidos nesse estudo com CBMB >128ug/ml e >64pg/ml para S
lugdunensis™ A maioria dos relatos encontrados na literatura sobre a resisténcia aos
antimicrobianos em biofilme sdo sobre S aureus, S epidermidis e S. lugdunensis. O nosso
estudo revelou gque outras espécies menos estudadas, geralmente por ndo terem muitos relatos
de infecgOes associadas a elas, como S. haemolyticus, S warneri e S, hominis apresentaram
uma CBMB muito alta em relacdo as drogas testadas, inclusive para vancomicina e linezolida
as CBMB foram >128 e >64 pg/ml, respectivamente, sugerindo que maior atencao deve ser
dada a estas espécies de ECN, que também revelaram resisténcia aos antimicrobianos,

principalmente quando em biofilme.

Conclustes

A producéo de biofilme é uma estratégia bem sucedida para a sobrevivéncia microbiana e
para o estabelecimento da infeccdo. Como 0s mecanismos de defesa do hospedeiro e a resposta
aos antimicrobianos sdo prejudicados com a presenca de bactérias no biofilme, as infecgdes
crénicas e sepse relacionadas a biofilme representam uma grande preocupacdo. Portanto,
protocolos diferenciados para testar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos devem ser
incorporados na rotina dos laboratérios de microbiologia clinica para escolha do tratamento

adequado.
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CONCLUSAO

m A comparagdo da estrutura do biofilme de S aureus e estafilococcos coagulase-negativa
através da microscopia eletronica de varredura revelou um biofilme bem estruturado cobrindo as
células e revestindo quase a totalidade do cateter, entretanto na auséncia da expressao do operon
ica ou icaA, um biofilme menos estruturado com caracteristica diferente sugere outros

mecanismos para obter essa configuracéo.

m A maioria das amostras apresentou os genes do operon ica, sendo mais frequentes em S. aureus

e S epidermidis, com maior frequéncia do gene icaA em S. aureus.

m O RT-PCR mostrou uma diferente combinacdo da expressao dos genes nas diferentes espécies

estudadas, sendo o gene icaC 0 mais expresso e pouca expressdo do gene icaA.

m A producdo de biofilme e expressdo dos genes ica foi mais freqiente em S aureus, S

epidermidise S saprophyticus.

m S aureus e ECN em biofilme mostraram um aumento considerdvel na CIM em relacdo as
células plancténicas. Em relacdo & CBMB o estudo confirmou que mesmo altas concentragdes de
vancomicina ndo foram capazes de eliminar os biofilmes de S aureus e espécies de ECN. Dos
antimicrobianos testados a linezolida mostrou melhores resultados na inibi¢cdo de estafilococos
em biofilme, sem aumento do MIC quando comparado com células plancténicas e nenhuma

amostra resistente.
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m Em todas as amostras de ECN os resultados revelaram inibicdo da formacdo de biofilme na
presenca de RIP, porém ndo interferiu na formacao de biofilme de S aureus. O peptideo RIP se
mostrou uma importante ferramenta que futuramente poderd ser utilizada na prevencdo de

infeccdes causadas por ECN relacionadas a producédo do biofilme.
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