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RESUMO

O Biofime tem sido considerado o principal fator de viruléncia dos
Staphylococcus epidermidis. A presenca do operon ica e de outros genes,
incluindo atlE e aap, tem sido sugerida como importante para a sua formacao.
Entretanto, existem controvérsias com relacdo aos genes considerados
essenciais para a producdo do biofilme. Nosso trabalho teve como objetivo
estudar a expresséo de biofilme, detectar a presenca dos genes icaAD, atlE e
aap e determinar a susceptibilidade a antimicrobianos em cepas de S.
epidermidis resistentes a meticiina (MRSE), obtidas de pacientes
hospitalizados no Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP; 25 cepas),
individuos saudaveis da comunidade (35 cepas) e, ainda, de individuos de um
sistema de home care (HC; 77 cepas). Para a deteccao do biofilme, as culturas
foram inoculadas em Trypticase Soy Broth contendo 1% de glicose. O teste
utiizado foi o da producdo de biofilme em placa de microtitulacdo de
poliestireno e subsequente coloracdo com cristal violeta. Para a detec¢cédo dos
genes mecA (que codifica para resisténcia a meticilina), icaAD, atlE e aap
utilizou-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Das 25 cepas
hospitalares, seis (24 %) foram classificadas como néo aderentes, nove (36 %)
como fracamente, cinco (20 %) moderadamente e outras cinco (20 %) como
fortemente aderentes; demonstrando certa homogeneidade nos perfis de
expressdo de biofilme. Das 25 cepas comunitarias, 14 (40 %) foram n&o
aderentes, trés (8 %) fracamente aderentes, nove (26 %) moderadamente e
nove (26 %) fortemente aderentes; enquanto nas 77 cepas do HC, 33 (43 %)
foram ndo aderentes, 12 (16%) fracamente aderentes, sete (9 %)
moderadamente e 25 (32 %) fortemente aderentes. Do total das cepas
produtoras de biofilme, 99 % apresentaram icaAD, 86 % atlE e 82 % aap.
Neste estudo detectamos uma diferenca significativa entre a producdo de
biofilme em cepas de MRSE hospitalares e ndo hospitalares. Nossos dados
demonstraram ainda uma correlacdo entre a caracteristica de forte producéo
de biofilme e a presenca concomitante dos genes icaAD, atlE e aap.
Finalmente, cepas de MRSE multirresistentes estavam mais associadas ao
padrdo aderente, sugerindo que o ambiente do biofilme possa favorecer as

transferéncias de genes de resisténcia aos antimicrobianos.



ABSTRACT

Biofilm has been considered the major virulence factor of Staphylococcus
epidermidis. The presence of ica operon and of other genes, including atlE and
aap, seems to be important for its formation. However, there are controversies
in relation to the genes considered essential for biofilm production. In the
present work we aimed to study the expression of biofilm, the presence of
icaAD, atlE and aap genes and antimicrobial resistance in strains of methicillin-
resistant S. epidermidis (MRSE) obtained from hospitalized patients at the
Anténio Pedro University Hospital (HUAP; 25 strains), healthy individuals of the
community (35 strains) and individuals of a home care system (HC; 77 strains).
For biofilm detection, cultures were inoculated in Trypticase Soy Broth
supplemented with 1% glucose. The biofilm was formed on polystyrene
microtitre plates and subsequently stained with violet crystal. The polymerase
chain reaction (PCR) was used for detecting mecA (encoding for methicillin
resistance) icaAD, atlE and aap genes. Of the hospital strains, six (24 %) were
classified as non-adherent, nine (36 %) as weakly, five (20 %) moderately and
other five (20 %) as strongly adherent; showing certain homogeneity in the
biofilm expression profile. Of the community strains, 14 (40 %) were non-
adherent, three (8 %) weakly, nine (26 %) moderately and nine (26 %) strongly
adherent. From the 77 HC strains, 33 (43 %) were non-adherent, 12 (16 %)
weakly, seven (9 %) moderately and 25 (32 %) strongly adherent. Of the total
biofilm producer strains, 99 % carried icaAD, 86 % atlE and 82 % aap. In this
study we detected significant difference in the biofilm production between
hospital and non-hospital MRSE strains. Our data also showed correlation
between the characteristic of strong biofilm formation and the concomitant
presence of icaAD, atlE and aap genes. Finally, multiresistant strains of MRSE
were associated with adherent pattern mostly; suggesting the biofilm

environment may facilitate exchanges of antimicrobial resistant genes.



1 INTRODUCAO

1.1 Estafilococos

Os estafilococos sdao microrganismos pertencentes a familia
Staphylococcaceae, a qual é atualmente composta por cerca de 42 espécies e
pelo menos 34 subespécies (1); sendo algumas associadas a uma ampla
variedade de infec¢gdes em seres humanos e animais (2). Tais microrganismos sao
cocos gram-positivos, quando corados pelo método de Gram, imdveis, anaerdbios
facultativos e produtores da enzima catalase. A parede celular dos estafilococos &
constituida por peptideoglicana, que forma uma verdadeira “rede” de ligacdes
entre a D-alanina de uma cadeia penta-peptidica e a D-alanina de outra. Essa
trama resultante é capaz de fornecer certa protegcao a bactéria contra o sistema de
defesa do hospedeiro, além de dar forma ao microrganismo e protegé-lo contra o
choque osmodtico (2).

As principais espécies deste género bacteriano, encontradas no homem
sdo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus,  Staphylococcus  haemolyticus, = Staphylococcus  warneri,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus hominis, Staphylococcus auricularis,
Staphylococcus schleiferi, Staphylococcus simulans, além de outras (2). Essas
bactérias fazem parte da microbiota anfibidntica presente na pele e nas superficies

mucosas de humanos, principalmente na cavidade nasal, parte superior das
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narinas e axilas e, em menores quantidades, na boca, vagina e intestino. Além
disso, esses microrganismos estdo associados a uma ampla variedade de
infeccdes oportunistas, podendo causar bacteremias, endocardites, osteomielites,
peritonites, infec¢des do trato urinario, dentre outras (2).

Os estafilococos vém crescendo de importancia, em todo o mundo, como
agentes de infecgdes hospitalares e comunitarias (3), causando preocupacdes aos
profissionais de saude. Na ultima década eles tém sido descritos como um dos
mais importantes géneros bacterianos associados as infecgées nosocomiais (2,4).

A diferenciagdo taxondémica do género Staphylococccus ndo é simples.
Porém a utilizacao de testes bioquimicos e moleculares tem permitido se chegar a
uma identificagdo mais precisa das diferentes espécies deste género. Tendo como
base a producdo da enzima coagulase, esses microrganismos sao divididos em
estafilococos coagulase-positiva, cujo principal representante sdo os S. aureus; e
estafilococos coagulase-negativa (ECN), cujo principal membro é o S. epidermidis
(2). Os pacientes hospitalizados com doencas estafilococicas, destacando-se
aqueles infectados em sitios cuténeos (feridas cirurgicas, queimaduras infectadas
e escaras) e pacientes eliminando elevado conteudo de secregéo, constituem o
maior reservatério nosocomial dessas bactérias (5). Estes pacientes eliminam uma
elevada quantidade de microrganismos podendo rapidamente colonizar a equipe
de profissionais que lhes prestam assisténcia (5). Além disso, o uso frequente de
medicamentos, principalmente antibidticos, leva a pressdo seletiva de
microrganismos resistentes a diversas drogas. Essas cepas resistentes podem
transferir genes intra e inter espécies, facilitando a disseminacdo de cepas

multirresistentes no ambiente hospitalar (6).

1.2 Staphylococcus epidermidis

Os S. epidermidis sao os principais componentes da flora normal da pele,
da cavidade nasal e das demais mucosas sendo considerados a espécie de ECN
de maior prevaléncia na pele humana (2). Estes microrganismos normalmente

colonizam e infectam pacientes imunocomprometidos fisiologicamente tais como
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recém-natos prematuros ou pacientes idosos, como também aqueles que
apresentam doenca de base causadora de imunossupressao, usuarios de drogas
ilicitas injetaveis e pacientes submetidos a terapia imunossupressora (2).

Um dos grandes problemas da medicina moderna é a utilizagédo, cada vez
maior, de procedimentos mais invasivos e agressivos, tal como o uso de
dispositivos meédicos implantaveis, por exemplo, cateteres e proteses. Tais
procedimentos tém propiciado o aparecimento de infecgdes por causarem lesdes
teciduais, carrearem bactérias de um sitio ndo estéril para outro estéril e pela
adesao de certas bactérias a superficies desses dispositivos médicos (produgao
de biofilme). Devido a importancia dessas infeccoes na atualidade, alguns
pesquisadores sugeriram que seja reconhecida uma nova classe de doenga:
“infeccbes crbnicas associadas a polimeros” (7). Os ECN e, em especial, o
Staphylococcus epidermidis, sdo um dos agentes etiolégicos mais importantes
nessas patologias, sendo responsaveis por 50 a 70 % das infec¢des relacionadas
a tais dispositivos (7). A patogenia dessas infeccbes € complexa e multifatorial,
envolvendo o corpo estranho, o hospedeiro e o0s microrganismos (8). A
colonizagdo da pele proxima ao orificio aberto para a implantacdo de um
dispositivo € a fonte microbiana principal. Os microrganismos podem, a partir
deste local, contaminar e colonizar o dispositivo durante a sua implantagao,
progredindo através das paredes internas ou externas de um cateter, por exemplo.
Assim, os ECN, em particular os S. epidermidis, que até a década de 80 eram
considerados microrganismos saprofiticos da pele e das mucosas, passaram a
estar envolvidos em processos patogénicos associados a implantes médicos (2).

Hoje, esses microrganismos sao apontados como importantes agentes de
infeccbes hospitalares, como as infecgdes na corrente sanguinea, observadas
com frequéncia em UTI neonatal, infecgbes do trato genito-urinario, infec¢des de
pele, infecgbes cirurgicas, pneumonia, infeccdo ocular, peritonite, meningite,
infecgdes osteo-articulares, endocardite, infeccbes associadas a implantes de
proteses cardiacas e cateteres endovenosos ou peritoneais (2,5).

Estudos realizados em um hospital de Nova York demonstraram que a taxa

de bacteremias por S. epidermidis associadas ao uso de cateteres endovenosos
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foi de 73 %. Dentre essas, 50 % foram causadas Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina (MRSE). A maioria dessas bacteremias estava associada a
recém-nascidos (56,6 %). Muitos desses pacientes eram prematuros e estavam
sob ventilagdo mecanica (9). Em outro trabalho realizado na Italia foi relatado que
255 % dos MRSE estavam relacionados a infecgdes cirurgicas, 11,5 % a
pneumonia e 8,7 % as infecgdes urinarias (10).

E interessante citar que trabalhos realizados em neonatos demonstraram
que cepas endémicas de S. epidermidis podem permanecer circulando em UTI
neonatal por muitos anos e até décadas (10). A persisténcia de um clone
epidémico dificulta a discriminacdo de qual cepa realmente estaria causando
infeccdo e qual seria contaminante (10). Esse mesmo estudo demonstrou que
uma proporgao significativa de infecgdes por clones especificos de S. epidermidis
estava relacionada a transmisséo entre os pacientes, o que sugere que tais cepas
poderiam tornar-se endémicas com o passar dos anos (10). O sucesso de clones
predominantes, no estudo citado, poderia estar relacionado a fatores ainda
desconhecidos, 0s quais proveriam o microrganismo de vantagens para a
colonizacdo e/ou infeccdo. Um desses fatores poderia estar associado a
resisténcia antimicrobiana (11). Entretanto, a maioria das infec¢gées hospitalares
por S. epidermidis ndo ocorre sob a forma de surtos e as cepas envolvidas
apresentam uma extensa diversidade genémica (12).

Para que se estabeleca uma infec¢do, a bactéria deve apresentar alguns
fatores contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e de protegcao ao ambiente
hostil que se estabelece num processo infeccioso. Um dos mais importantes
fatores de viruléncia dos S. epidermidis parece ser a producdo de biofilme. O
biofilme é um material polissacarideo, extracelular, amorfo e mucdéide formado
pela bactéria na superficie de polimeros, como por exemplo, na superficie de
cateteres e proteses (7,8). O biofilme é formado sobre quase todos os tipos de
cateteres e sobre muitos outros dispositivos médicos e proteses, produzindo uma
camada protetora que facilitaria o desenvolvimento e crescimento bacteriano (8).

Alguns outros fatores de viruléncia tém sido descritos em cepas de S.

epidermidis, dentre eles a presengca de uma metaloprotease extracelular com
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atividade de elastase (13). Uma outra elastase, que degrada IgA e IgM humana,
albumina do soro, fibrinogénio e fibronectina foi identificada como uma cisteina
protease (14). A contribuicdo dessas proteases para a patogenicidade dos S.
epidermidis ainda é altamente especulativa. Além dessas proteases, duas lipases
codificadas pelos genes gehC (15) e gehD (16) foram caracterizadas. Tais
proteinas parecem estar envolvidas no processo de colonizagdo da pele. A
caracterizagao e a expressdo do FAME (enzimas modificadoras de acidos graxos)
também foram descritas. Essas enzimas atuam na esterificagdo do acido graxo a
colesterol inativando lipideos estafilocidas (17).

Com relagao as toxinas, apenas uma (&-toxina) parece ser produzida pelo
S. epidermidis. Essa toxina € uma hemolisina codificada pelo gene hld, localizado
no lécus agr, e atua através da formagao de poros na membrana levando a lise de
eritrocitos e de outras células de mamiferos. A &-toxina também faz parte de um
complexo proé-inflamatério polipeptidico, chamado modulina fenol soluvel, o qual
exerce um papel na modulagao de citoquinas e na expressao do fator nuclear «xB.
A produgao de enterotoxina C ou da toxina da sindrome do choque tdxico 1
(TSST-1) por cepas de S. epidermidis é controversa (18).

A producado de lantibiéticos (lanthionine-containing antibiotics) € um outro
fator de viruléncia dos S. epidermidis que poderia auxiliar na sua efetiva
colonizacdo na pele. Esses antibidticos peptidicos caracterizados pela presencga
de raros aminoacidos lantioninas atuam inibindo o crescimento de bactérias Gram
positivas, funcionando como bacteriocinas, excluindo assim microrganismos que
lhe sdo sensiveis. Os genes envolvidos na produgdo de lantibidticos estao
organizados em cluster localizados em plasmidios (19,20).

A capacidade de captar ferro € uma caracteristica importante para um
patdgeno bacteriano, durante um processo infeccioso, uma vez que no hospedeiro
o ferro encontra-se ligado a transferrinas e lactoferrinas. Anteriormente,
acreditava-se que a proteina gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (Gap),
encontrada na parede celular bacteriana, e uma lipoproteina associada a
membrana citoplasmatica funcionariam como receptores para transferrina

humana. Estudos recentes realizados com S. aureus, utilizando uma construgao
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nocaute para o gene gap, demonstraram que a Gap nao estava envolvida nesta
atividade, uma vez que a cepa nocaute reteve a mesma capacidade de se ligar a
transferrina quando comparada a cepa selvagem. A partir dessas pesquisas,
identificou-se uma nova proteina de ligagdo a transferrina, a qual encontra-se
ancorada a parede celular, chamada StbA (21). Tanto a proteina Gap quanto a
lipoproteina associada a membrana citoplasmatica foram descritas em S.
epidermidis (22,23). No entanto, o papel dessas proteinas nessa bactéria continua
incerto.

A expressao de fatores de viruléncia encontra-se finamente regulada por
varios sistemas de regulagdo génica. Dentre esses sistemas podemos citar o
sistema Agr, observado inicialmente em S. aureus, o qual funciona como um
sensor de densidade populacional (quorum sensing; 24). O l6cus agr em S. aureus
€ composto por genes acessorios agrA, agrB, agrC e agrD e de um regido de
transcricdo para o RNA Ill, molécula reguladora do lécus, a qual também codifica
para a o-toxina (hld; 25). Esse operon é muito similar em S. epidermidis,
apresentando tamanho de 3-5 Kb e 68 % de similaridade. O sistema Agr em S.
epidermidis poderia estar envolvido na formacao de biofilme através da regulagéo
da expressao da autolisina atlE, a qual parece estar relacionada a adesao primaria
a superficie de polimeros (26).

Outro fator modulador da viruléncia estafilocécica é a proteina reguladora
transcricional SarA. Esta proteina esta intimamente relacionada ao
desenvolvimento do biofiilme em S. aureus. Experimentos realizados com
mutantes do gene sarA em S. aureus demonstraram diminuigao na transcrigao do
operon ica, que codifica enzimas para sintese do polissacarideo conhecido como
PIA (do inglés: polysaccharide intercellular adhesin), o qual é importante na
producao de biofime (27). Da mesma forma, estudos com uma cepa mutante de S.
epidermidis apresentando inativagdo por insercdo no gene sarA observaram
diminuicdo da transcricdo do operon icaADBC (28). Consequentemente, a
mutagdo do sarA provocou significativo decréscimo da producdo de PIA,

demonstrando sua influéncia na produg¢ao de biofilme.
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1.3 Biofilme

A produgdo de biofilme e a resisténcia antimicrobiana s&o ainda os
principais mecanismos de patogenicidade observados nos S. epidermidis (29). Em
1972, Bayston & Penny observaram pela primeira vez a presenga de uma
substancia mucdide produzida por uma cepa de S. epidermidis isolada de valvulas
infectadas utilizadas para o tratamento de hidrocefalia (30). Mais tarde em 1982,
Christensen et al. demonstraram que a maioria das cepas de S. epidermidis
associada a infecgcdo na corrente sanguinea, relacionada ao uso de cateter
endovenoso, crescia em meio de cultura produzindo um filme viscoso que revestia
a parede do tubo de ensaio (31). Atualmente acredita-se que o biofime seja um
fator de viruléncia importante, sendo encontrado em diversas espécies bacterianas
e, em especial, nos S. aureus e nos S. epidermidis. Diversos genes, sistemas e
fatores tém sido associados a regulagéao expressao do biofilme (32).

A composicao do biofilme ainda € incerta; porém este parece ser formado
por um polissacarideo e proteinas. Estudos recentes parecem comprovar a
importancia do PIA no biofilme produzido por S. epidermidis (33). Entretanto,
outros estudos realizados com S. aureus sugerem que cepas nao produtoras de
PIA possam se aderir a polimeros (34). A composicao do PIA foi descrita por Mack
e colaboradores em 1996 (35) que observaram tratar-se de uma homoglicana
linear de pelo menos 130 residuos de B-1,6 N-acetilglicosamina, das quais 15 a
20% séo diacetiladas, e outras com um conteudo mais baixo de residuos de D-
glucosaminil ndo acetilado, contendo fosfato e éster ligados a succinato. A
estrutura deste polissacarideo é unica e, de acordo com a sua funcido de
agregacgao intercelular, foi denominado adesina polissaridica intercelular (do
inglés: polysaccharide intercellular adhesin; PIA).

A biossintese do PIA é codificada pelo operon ica (do inglés: intercellular
adhesin; 7), composto pelos genes icaR (regulador) e icaADBC (envolvidos na
biossintese). Estudos comparando a producéo de PIA na presenga ou auséncia do
ica em S. carnosus (uma cepa naturalmente ica-negativa e nao produtora de

biofilme) demonstraram que a cepa mutante expressando o ica (clonado em um
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plasmidio) apresentou maci¢ca agregacao celular e consequente formagao de
biofilme. Outros estudos demonstraram que o gene icaA, que codifica para
proteina IcaA, possui baixa atividade de transferase, mas quando este € co-
expresso com o icaD, a sua atividade foi aumentada 20 vezes. O gene icaD
parece possuir uma atividade de chaperona, fazendo a dobra (folding) correta da
proteina IcaA e sua insercdo na membrana bacteriana. Quando icaADC séao
expressos em conjunto, uma cadeia polissacaridica mais longa, com cerca de 130
residuos, é produzida e anticorpos anti-PIA s&o desenvolvidos (7).

O efeito dos fatores ambientais na transcricdo do operon ica em S.
epidermidis tem sido estudado. Foi verificado que concentragbes subminimas
inibitorias de tetraciclina e quinupristina-dalfopristina, bem como elevadas
temperaturas e osmolaridade, aumentavam a atividade do promotor do operon ica
(8). O biofilme é formado sobre quase todos os tipos de cateteres e sobre muitos
outros dispositivos médicos e implantes. O processo de infeccdo por um corpo
estranho realiza-se através de duas etapas importantes: aderéncia bacteriana a

superficie do polimero e acumulagao de biofilme.

1.3.1 Primeira fase: aderéncia bacteriana a superficie do polimero

Logo apos a implantagdo de um dispositivo médico, o material composto de
polimeros rapidamente € recoberto por proteinas plasmaticas e da matriz
extracelular como fibronectina, fibrinogénio, vitronectina e trombospondina (8).
Esse material depositado na superficie do polimero facilita a colonizagao pelos
patogenos. Na primeira fase, parece ocorrer ligacdo direta, ndo especifica, da
bactéria ao polimero, principalmente, devido a interagdes eletrostaticas e
hidrofébicas, como forca de van der Waal's, as quais sao promovidas por
proteinas bacterianas de superficie e pelo PIA (36). Varias proteinas parecem
estar envolvidas nessa etapa inicial de formacdo do biofilme, dentre elas a
proteina AtIE, codificada pelo gene cromossémico atlE, que exibe uma alta
similaridade com a principal autolisina dos S. aureus (37). A proteina AtIE de 1335

aminoacidos é composta por um peptideo N-terminal simples, um pro-peptideo
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(PP), um dominio amidase de 60 KDa, trés ligagdes catidbnicas fortes e um
dominio glicosaminidase de 52 KDa. Estudos complementares demonstraram que
apenas a producado da amidase foi suficiente para restaurar o fenétipo positivo do
biofilme e a separagcdo completa da célula, sugerindo que a amidase parece ser
uma proteina que também esta envolvida na produgdao de biofime em S.
epidermidis (32). Ainda nao foi completamente esclarecido como a proteina AtlE
efetivamente possui esta capacidade de ligagdo especifica a superficies. Porém,
estudos com mutantes do gene atlE verificaram que estes apresentaram reduzida
aderéncia primaria ao poliestireno, baixa atividade de ligagado a vitronectina in vitro
e reduzida hidrofobicidade. Provavelmente, por esse motivo, tais cepas nao
formaram biofilme no poliestireno, demonstrando redug¢ao na viruléncia (38).
Veenstresta et al. (1996) identificaram a proteina de superficie SSP1 de 280
KDa e seu produto de degradagdo SSP2, adesinas fimbriais presentes na
superficie da bactéria, como estando envolvidas na etapa inicial de formacao de
biofiilme (39). Uma outra proteina de superficie que também parece estar
associada a producao de biofilme € a chamada Bap (do inglés: biofilm-associated
protein), observada em cepas de S. aureus envolvidas em infec¢des de glandulas
mamarias bovinas. O gene bap esta contido em uma ilha de patogenicidade
(SaPlbov2) e codifica para uma proteina de 2276 aminoacidos que atua na
primeira fase de aderéncia a superficie (40). A proteina Bhp (homdloga a proteina
Bap), de 258 KDa, parece exercer uma fungdo semelhante em cepas humanas de
S. epidermidis, ou seja, ligagdo célula/célula, aderéncia a superficies lisas e

producao de biofilme (41).

1.3.2 Segunda fase: formacé&o do biofilme

Na segunda fase, a bactéria ligada (direta ou indiretamente) a superficie do
polimero produz e acumula um material polissacaridico, extracelular, amorfo e
mucoide, o biofilme (7).

Além do PIA parece que proteinas também estdo envolvidas nesta fase de

acumulagdo. Um importante exemplo € a proteina de 140 KDa associada a
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acumulagao (Aap; do inglés: accumulation-associated protein). Estudos com
cepas de S. epidermidis mutantes, que nao expressam o gene aap, demonstraram
que sua auséncia reduz drasticamente esta fase (42). Adicionalmente, foi
verificado que o tratamento de S. epidermidis com anticorpos monoclonais anti-
Aap levou a reducao na espessura do biofilme formado (43).

Foi sugerido anteriormente que a proximidade entre as bactérias dentro do
biofilme maduro poderia facilitar as trocas horizontais de informagdes genéticas,
incluindo genes de resisténcia a antimicrobianos e determinantes de viruléncia
(29). Estudos tém também sugerido que o acumulo de biofilme poderia ainda
afetar a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos por dificultar o acesso da droga
(29). Por outro lado, dados indicam que a agéo do sistema imune em bactérias, no

ambiente do biofilme, encontra-se da mesma forma dificultada (7).

1.4 Resisténcia antimicrobiana

A emergéncia de cepas resistentes a meticilina tem se tornado um grave
problema terapéutico, principalmente, para o tratamento das estafilococcias
adquiridas em ambiente hospitalar (6,29). No inicio da década de 60, a meticilina,
um derivado da penicilina, foi langada no mercado como o primeiro antimicrobiano
semi-sintético, quimicamente modificado, de forma a resistir a acdo da penicilinase
estafilococica (44). Porém, logo apds sua introdugcdo na clinica médica, as
primeiras cepas de S.aureus resistentes a meticilina, foram descritas (45). Tal fato
ocorreu devido a aquisicao do gene mecA, que codifica para a proteina PBP2a, a
qual confere resisténcia a meticilina e a outras penicilinas semi-sinteticas como a
oxacilina, e ainda a todos os outros B-lactamicos (46).

O gene mecA é um segmento de DNA de 21Kb, o qual ndo € nativo das
espécies S. aureus e S. epidermidis, que se encontra inserido em um grande
bloco de DNA exdgeno, conhecido como cassete cromossdmico estafilococico
mec (SCCmec; 47). O SCCmec é um elemento genético moével, integrado ao
cromossomo dos MRSA, flanqueado por sequéncias diretas e repetidas. Este

segmento de DNA, variando de 21-67 Kb, carreia o gene mecA e 0s genes mecR1
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e mecl que codificam o indutor MecR e a proteina repressora Mecl,
respectivamente (complexo gene mec). Em adi¢ao, esse elemento carreia ainda o
complexo gene ccr, o qual codifica recombinases responsaveis pela mobilidade do
SCCmec. Além do gene mecA, o SCCmec pode carrear outros genes de
resisténcia a drogas. Assim, devido as caracteristicas citadas acima, o SCCmec
pode ser definido como uma ilha de resisténcia a antibiéticos (47). A presenca do
gene mecA, no entanto, ndo € monopdlio exclusivo dos S. aureus, uma vez que
outras espécies deste mesmo género também o adquiriram. Acredita-se que foram
os ECN, em especial os S. epidermidis e S. haemolyticus, os principais
responsaveis pela transferéncia desse gene para o S. aureus (48).

Resultados do programa SENTRY de vigilancia antimicrobiana, realizado no
periodo de 1997 a 1999, envolvendo Estados Unidos, Canada, América Latina,
Europa e regido do Pacifico Asiatico mostraram que a resisténcia a meticilina em
cepas de S. aureus variou, entre os paises participantes, de 1,8 % (Suiga) a 73,8
% (China), enquanto entre as cepas de ECN todas as taxas encontradas foram
superiores a 70 % (49). Além disso, esses estudos revelaram que entre os ECN,
cepas de S. haemolyticus tém apresentado as maiores taxas de resisténcia a
meticilina (86,2 %) seguidas de S. epidermidis (73,8 %) e de S. hominis (57,1 %;
49,50). A resisténcia a meticilina geralmente vem acompanhada da resisténcia a
outros antimicrobianos, o que tem dificultado muitas vezes a indicagdo de um
melhor tratamento para o paciente; uma vez que as complicagcdes infecciosas
hospitalares podem ocorrer por cepas resistentes a multiplos antibioticos. Nestes
casos, a droga de escolha para o tratamento das infecgdes sao os glicopeptideos.
No entanto, trabalhos relatando a presenga de ECN resistentes a glicopeptideos ja
foram verificados. Por exemplo, um estudo realizado na lItalia com cepas de S.
epidermidis provenientes de pacientes com infecgdo associada a implantes
ortopédicos, constatou que de 31 % das cepas de ECN analisadas, 78 % eram
resistentes a meticilina, 14 % a teicoplanina (MIC variando de 8 a 32 ug/mL), e 1
% resistente a vancomicina (51). Nesse mesmo trabalho também foi constatado a
presenga de uma cepa resistente ao sinercide (quinupristina/dalfopristina). Assim,

os estafllococos coagulase-negativa resistentes a meticilina (ECNRM) podem
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servir como reservatorio de genes de resisténcia antimicrobiana, os quais
poderiam ser potencialmente transferidos para outros estafilococos.

A disseminagdo global de tipos clonais proximamente relacionados de
MRSE (Staphylococccus epidermidis resistentes a meticilina) tem sido descrita.
Estudos realizados na Dinamarca e Islandia, paises com um controle rigido de
infeccdo e uma severa politica de controle do uso de antibidticos, verificaram uma
disseminagdo continua de certos clones de S. epidermidis isolados como
patdgenos nosocomiais (6). Nesse trabalho foi observado ainda, que tipos clonais
proximamente relacionados foram encontrados em cepas presentes na Islandia,
Dinamarca, México, Uruguai, Grécia e Cabo Verde, evidenciando pela primeira
vez a disseminagdo geografica clonal de MRSE (6). Porém, outros trabalhos
apontam para uma maior diversidade genética das cepas de S. epidermidis
envolvidas em infecgdes nosocomiais (52).

De acordo com estudos do programa SENTRY, cerca de 80 % das cepas
de ECN, em hospitais brasileiros, sao isoladas de infec¢gdes na corrente sanguinea
(53). Estudos recentes realizados com cepas de ECN isoladas de cateter de
pacientes submetidos a dialise peritoneal demonstraram uma frequéncia de 64 %
de ECNRM e destes cerca de 75 % eram MRSE (54).

Devido ao elevado nivel de multirresisténcia entre os S. epidermidis, e a
sua crescente importancia no cenario hospitalar, torna-se claro que mais estudos
sdo0 necessarios visando-se esclarecer os mecanismos de viruléncia envolvidos
nas infeccbes nosocomiais, principalmente, com relagdo a producao de biofilme
em dispositivos médicos, uma vez que uma série de controvérsias € verificada na
literatura cientifica. Tal fato pode ser devido ao numero reduzido de cepas
estudadas, ao fendbmeno de variacdo de fase observado na expressao do biofilme

e as diferentes técnicas utilizadas para a detecgao do filme bioldgico.
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2 OBJETIVOS

O nosso trabalho teve como objetivo avaliar a produgcéo de biofilme em
cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), em
diferentes populag¢des, compreendendo cepas isoladas de individuos saudaveis da
comunidade, de pacientes hospitalizados, bem como pacientes, profissionais de
saude e contactantes domiciliares de um sistema de assisténcia médica domiciliar
(home care). Adicionalmente, visando-se estudar o papel do operon ica e dos
genes atlE e aap na produgcdo do biofilme, a distribuicdo desses locci nas
populacgdes estudadas foi avaliada através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). Finalmente, a susceptibilidade aos antimicrobianos em cepas produtoras e
nao produtoras de biofilme foi analisada de forma a esclarecer o papel do biofilme

no aumento da resisténcia bacteriana.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e identificagcdo das amostras

Foram estudados 3 grupos populacionais distintos: i. voluntarios saudaveis
da populagao, ii. pacientes, contactantes e profissionais da saude de um sistema
de assisténcia médica domiciliar (Home Care; HC) do Rio de Janeiro, e iii.
pacientes internados no Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP) da
Universidade Federal Fluminense.

Apenas aos voluntarios da comunidade que concordaram em participar
deste estudo foi solicitado que preenchessem um questionario (anexo 9.1).
Baseadas nessas informacgdes foram selecionadas cepas oriundas de individuos
que nao tiveram contato direto ou indireto com o ambiente hospitalar e que nao
fizeram uso de antibi6ticos por no minimo trés meses.

A coleta do material de voluntarios e de individuos do HC foi realizada com
swab seco e estéril, para cada narina. O material foi semeado em TSB (Trypticase
Soy Broth, Oxoid) acrescido de NaCl a 7,5 % (p/v) e meticilina na concentragao de
10 pg/mL, sendo logo apéds incubado a 37°C/24-48 h. Para o isolamento e
diferenciagcdo dos estafilococos as cepas foram semeadas em agar manitol-
salgado (BBL) e incubadas a 37°C/24 h. As colénias com morfologia sugestiva de
estafilococos foram identificadas pelos métodos convencionais (Gram, catalase,

coagulase), para confirmagao do género.
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As cepas de S. epidermidis oriundas de pacientes hospitalizados no HUAP
apresentando diferentes tipos de infecgdo (sangue, infecgdo ocular, infecgao
sanguinea, colonizagao, infeccédo respiratoria e otite) foram gentilmente cedidas
pelo laboratério de Microbiologia do Servigo de Patologia do HUAP.

Todas as cepas foram identificadas por métodos automatizados como o
VITEK (Lab. BioMérieux —Vitek Inc) ou o Sistema Micro Scan (Baxter Diagnostic
Inc) e, em seguida, a confirmagao desta identificagao foi realizada por métodos
bioquimicos convencionais (55). Assim, foi analisada a capacidade de crescer e
acidificar o meio basico contendo peptona, extrato de carne, NaCl 0,5 % (p/v),
vermelho de fenol, acrescidos de diferentes agucares (trealose, manitol, maltose,
sacarose) e urease, todos na concentragéo de 1 % (p/v).

Apos a identificagdo e consequente confirmagao da espécie S. epidermidis,
as culturas foram estocadas em meio crioprotetor (glicerol a 20 %; viv) e

congeladas em freezer a -70°C.

3.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

3.2.1 Teste de triagem para a deteccao de resisténcia a meticilina

As cepas de estafilococos isoladas foram inoculadas em tubos com 2 ml de
TSB e incubadas a 37°C por 24 h, sob intensa agitagdo (250 rpm). A seguir, 100yl
desta cultura foram semeados em placas contendo TSA (Trypticase Soy Agar,
Oxoid) acrescido de 25 ug/mL de meticilina (Sigma) e as placas incubadas em
estufa a 37°C, por 24-48 h (56). As colbnias resistentes (que cresceram nas
placas) foram submetidas a coloragdo de Gram, para confirmagdo da morfologia

celular.

3.2.2 Teste de difusdo de drogas em meio soélido

O antibiograma foi realizado conforme recomendado pelo National

Committee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS; 57). As culturas bacterianas,
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crescidas a 37°C em TSB, foram ajustadas a turbidimetria de 0,5 da escala de
McFarland (aproximadamente 10" — 102 UFC/mL) em solugdo salina estéril
(0,85 %; p/v). A suspensédo foi entdo semeada, de forma homogénea, com o
auxilio de um "swab" estéril, em placas de Petri contendo Muller Hinton Agar.
Apos 3 a 5 min, discos contendo antibidticos foram aplicados nas placas
semeadas, e estas foram incubadas ON/37°C. Apds este periodo, os didmetros
dos halos de inibicdo foram determinados e as cepas classificadas como
sensiveis, resistentes ou apresentando resisténcia intermediaria, para cada
antimicrobiano analisado.

Foram utilizados os seguintes antimicrobianos: penicilina 10 U, oxacilina 1
ug, clindamicina 2 pg, eritromicina 15 ng, cloranfenicol 30 ug, tetraciclina 30 g,
ciprofloxacino 5 ug, sulfametoxazol/trimetoprima 1,25 ug/23,75 ng, rifampicina
5 ug, gentamicina 10 nug, teicoplamina 30 ug, vancomicina 30 ug, linezolide 30 ug
e mupirocina 5 pg. Para o controle dos testes a cepa Staphylococcus aureus
ATCC25925 foi utilizada como padrao.

3.3 Teste de aderéncia e formagéao de biofilme

Para a deteccao de biofilme foram utilizadas placas para microtitulagcao de
fundo plano, compostas de poliestireno inerte, contendo 96 pocgos (Nunclon; Nunc
InterMed). As cepas analisadas foram semeadas por esgotamento em meio TSA e
incubadas por 24 h a 37°C. Apds esse periodo, coldnias foram repicadas para
tubos contendo TSB e incubadas overnigth com agitagédo. Em seguida, as culturas
foram diluidas em TSB suplementado com 1 % (p/v) de glicose e em cada 4 pogos
foram aplicados 200 uL de uma mesma cultura. Posteriormente, as placas foram
incubadas por 24 h a 37°C. A turvagao provocada pelo crescimento bacteriano foi
determinada em leitor de ELISA a 540 nm. Apds esta leitura, a placa foi lavada 4
vezes com solucdo salina e as bactérias fixadas a placa a 65°C por 1 h. Em
seguida, 200 uL de solugao de cristal violeta para Gram foram adicionados a cada
poco, por 1 min. A placa foi lavada 2 vezes com agua destilada estéril e a agua

evaporada a 45°C. A densidade 6tica (DO) do biofilme foi entdo medida a 540nm e
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as cepas classificadas segundo Amaral et al., 2005 (58) em: ndo aderente (DO <
0,182); fracamente aderente (0,182 < DO < 0,364); moderadamente aderente
(0,364 < DO < 0,728) e fortemente aderente (DO > 0,728). Cada teste individual
foi realizado em quadruplicata. Porém, caso biofilme nao fosse detectado, o teste

era repetido em até 3 experimentos independentes, com 4 repeticdes cada.

3.4 Métodos moleculares para a detec¢cdo dos genes mecA, icaAD, atlE e aap

3.4.1 Extracdo do DNA bacteriano

Para obtengado rapida do DNA total, foi utilizada a metodologia descrita por
Ferreira et al., 2002 (59). Na confirmagédo dos resultados, seis cepas de MRSE
também tiveram seu DNA total extraido conforme descrito por Sambrook et al.,
1989 (60).

3.4.2 Reagao em cadeia da polimerase (PCR)

Os primers foram desenhados baseados nas sequéncias da cepa S.
epidermidis RP62a (ATCC35984) para os genes icaAD, atlE e aap, disponiveis no
GenBank (61) sob os numeros de acesso AY382582, U71377 e AJ249487,
respectivamente. Como controle interno foi utilizado o gene mecA, sob numero de
acesso YO68000 (tabela 1). Posteriormente, foi feita analise visual das regides
que flanqueiam os fragmentos de DNA a serem amplificados, visando-se escolher
sequéncias de nucleotideos, variando de 18 a 22 bases, com conteudo GC em
torno de 50 %, evitando-se sequéncias repetitivas ou que pudessem vir a formar
estruturas secundarias. Uma vez realizada essa primeira etapa, os primers
desenhados foram analisados com o auxilio do programa Primer Analysis, da
Cybergene (62), sendo escolhidas, preferencialmente, as sequéncias sem
palindromes e/ou hairpins ou as que contivessem palindromes e/ou hairpins que
pudessem ser desnaturadas na temperatura de anelamento dos primers

desenhados.
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Para cada primer a temperatura de anelamento foi determinada pela
seguinte férmula Ta (°C) = Td — 5, onde Td (°C) = [(n° total de A + n° total de T) x
2] + [(n°® total de G + n° total de C) x 4]. Os primers dos genes mecA, icaAD, atlE e
aap estdo descritos na tabela 1.

A reacdo de PCR foi realizada utilizando-se 8 yL do DNA de cada cepa
(aproximadamente 200ng), 5 yL de tampao 10X Buffer (Sigma), 50 uM de dNTPs
(ATP, TTP, GTP e CTP), 20 pmol de cada primer forward e reverse de cada gene
analisado, 23,5 yL de agua bidestilada estéril e 2 U de Taq polimerase, volume
final da reagao 50 pL.

A reacao de amplificagao foi realizada em um termociclador GeneAmp PCR
System 2400 (PE Applied Biosystems) programado para desnaturacao inicial de
94°C por 4 min, 25 ciclos de 94°C por 30 s, 55°C por 30 s e 72°C por 1 min.
Finalmente, procedeu-se uma extensao final de 72°C por 5 min. Os fragmentos de
DNA amplificados foram submetidos a eletroforese convencional em gel de
agarose a 1,5% (p/v), utilizando tampéo TBE 0,5X (45 mM de Tris-borato e 1 mM
de EDTA, pH8) a 90 V por 1 h e 30 min. Apds este periodo, o gel foi tratado com
brometo de etidio a 0,5 % (p/v) e os fragmentos de DNA visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta. O registro do padrdo de bandas produzidas
pela eletroforese foi feito através de fotografia empregando-se o filme Polaroid
667. Os experimentos de PCR foram realizados em duplicatas. Caso o resultado
fosse negativo, pelo menos trés outros experimentos independentes eram
realizados, utilizando-se entdo DNA obtido pela técnica de fenol-cloroférmio,

conforme descrita por Sambrook et al. 1989 (60).

3.4.3 Dot blot hybridization

Os DNA testes foram desnaturados (5 min/100°C) e aplicados em uma
membrana de nailon (Photo gene; Gibco). O mesmo procedimento foi realizado
para o DNA controle do Kit de hibridizagdo (. DNA). A membrana foi em seguida

levada ao forno seco a 80°C por 2 h, para fixagao do DNA.
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A sonda para o fragmento interno dos genes icaAD foi obtida por PCR
utilizando os primers descritos na tabela 1 e marcada por quimioluminescéncia,
através do Kit Gene Imager AlkPhos Direct Labelling and Detection System
(Amersham Bioscience do Brasil Ltda), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. A hibridizacao foi realizada utilizando-se o mesmo kit. Resumidamente,
um volume de 10 uL da sonda (10 ng/uL) foi aquecido a 100° C por 5 min, sendo
entdo deixado em banho de gelo por 5 min ou mais. Em seguida, foi adicionado a
sonda 10 uL do tampé&o de reagao. Apds agitacdo manual branda, adicionou-se ao
Eppendorf 2 uL do reagente de marcagao, seguindo-se de uma outra agitacéao
manual. Ao tubo foi acrescentado 10 ul de reagente Crosslinker (previamente
diluido 1:5), este foi novamente agitado e entdo incubado em banho-maria a 37°C
por 30 min. Ao final desta etapa, a mistura foi colocada no gelo (por até 2 h).

A membrana foi introduzida no cilindro de hibridizacdo contendo 20 mL de
tampao primario (720 g de uréia, 6 g de SDS, 600 mL de fosfato de sdédio
monobasico 0,5 M, pH7,0; 52,2 g de NaCl, 6 mL de MgCl, 1 M, 12 g de reagente
de bloqueio e 6 L de agua bidestilada; gsp), previamente aquecido a 55°C, e
deixada no cilindro por 15 min a 55°C. Em seguida foi acrescentada a solugao
contendo a sonda. A hibridizacao foi processada a 55°C por 18-24 h. A membrana
foi lavada 4 vezes com SSC 5X (SSC 20X: 175,3 g de NaCl, 88,2 g de citrato de
sodio, agua bidestilada 1 L; gsp; pH7) a temperatura ambiente. Em seguida, a
membrana foi lavada com tampao primario duas vezes, por 10 min a 55° C.
Posteriormente, a membrana foi lavada com tampao secundario duas vezes por
15 min, a temperatura ambiente (tampao secundario 20X: 121 g de TRIS base,
112 g de NaCl, 1 L de agua bidestilada; qsp; pH 10). Apds retirada do excesso de
tampao, a solucdo reveladora “CDP-Star” (40 uL/cm? de membrana) foi aplicada e
deixada agir por 2 a 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, retirou-se o
excesso do revelador e colocou-se a membrana em contato com o filme de raio X
(X-OMAT-XK1; Kodak) por 30 min. O filme foi revelado automaticamente (X-
OMAT/M20-BR; Kodak).
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3.5 Andlise estatistica

A analise estatistica utilizada para se testar as hipoteses formuladas a
partir dos resultados obtidos neste trabalho foi o teste qui-quadrado. Adotamos

como nivel de confianga 95% (a= 0,05).
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacdo das cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a

meticilina

Sessenta e seis cepas de ECN resistentes a meticilina (ECNRM) foram
cedidas pelo laboratério de microbiologia do HUAP, durante os anos de 2003 e
2004. Destas, 25 (38 %) cepas foram por nés identificadas como MRSE. Tais
cepas foram obtidas de diversos materiais clinicos e estavam associadas a
colonizagdo de naso/orofaringe ou a processos infecciosos (tabela 2).

Foram coletados 286 swabs das narinas esquerda e direita de individuos
sdos (voluntarios) da comunidade da cidade de Niterdi, a partir dos quais foram
isoladas 59 (21 %) cepas identificadas como ECNRM. Dentre os ECNRM
encontrados, 35 cepas (60 %) foram identificadas como MRSE (tabela 3).

Adicionalmente, foram coletados 1656 swabs das narinas esquerda e direita
de pacientes, contactantes domiciliares e profissionais de saude de um sistema de
assisténcia médica domiciliar (home care). Desses 1656 swabs, 270 (16 %)
apresentaram crescimento bacteriano compativel com estafilococos e foram
identificados como ECNRM, sendo 77 (28 %) identificados como MRSE (tabelas
4,5,6).
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4.2 Producao de biofilme

4.2.1 Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP)

Os resultados sobre a expressao de biofilme pelas cepas de MRSE obtidas
de pacientes infectados e colonizados do HUAP sao apresentados na tabela 2.
Das 25 cepas de MRSE testadas, seis (24 %) foram classificadas como n&o
aderentes, ou seja, foram consideradas como n&o produtoras de biofilme (figura
1). Assim, 19 (76 %) cepas do HUAP foram produtoras de biofilme (figura 1),
recebendo a seguinte classificagdo: fracamente aderentes 36 % (9/25),
moderadamente aderentes 20 % (5/25) e fortemente aderentes 20 % (5/25; figura
2).

Das cepas isoladas, oito foram obtidas de colonizagdo da naso/orofaringe e
destas apenas uma nao produziu biofiime. Das 17 cepas isoladas de quadros
infecciosos, 13 foram obtidas de infeccdo na corrente sanguinea. Entretanto,
quatro dessas foram classificadas como n&o aderentes e somente uma
apresentou uma forte aderéncia em placas de poliestireno. As quatro cepas
restantes foram isoladas de infeccdo oftalmica (duas), infecgdo no trato
respiratorio (uma) e otite (uma). Uma das cepas envolvidas em infec¢ao oftalmica
foi classificada como n&o aderente, porém a outra apresentou uma elevada
expressao de biofilme (fortemente aderente; tabela 2).

A figura 3 ilustra os resultados obtidos no estudo da expressao do biofilme

em superficies de poliestireno por cepas representativas dos MRSE estudados.

4.2.2 Comunidade

Quanto ao perfil de expressao de biofilme, ao analisarmos as 35 cepas de
MRSE obtidas de nasofaringe de individuos sdos da comunidade observamos um
numero expressivo de cepas néo produtoras de biofiime (14/35; 40 %). Das 21

cepas restantes, 8% (3/35) foram classificadas como fracamente aderentes, 26 %
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(9/35) moderadamente aderentes e 26 % (9/35) como fortemente aderentes

(tabela 3 e figuras 1 e 2).

4.2.3 Home care

Trés populagdes englobando cepas de MRSE isoladas de um sistema de
home care foram estudadas, totalizando 77 cepas. O perfil de formacédo de
biofilme desta populagdo analisada em conjunto demonstrou que 33 cepas de
MRSE (43 %) foram n&o aderentes. Das 44 (57 %) cepas produtoras de biofilme,
16 % (12/77) foram fracamente aderentes, 9 % (7/77) moderadamente e 32 %
(25/77) fortemente aderentes (figura 2). Analisando-se separadamente cada
grupo, das 10 cepas obtidas de paciente, cinco foram classificadas como nao
aderente (50 %) e outras cinco como produtoras de biofilme. Destas ultimas, duas
foram fracamente aderentes e trés fortemente aderentes, ndo havendo nenhuma
cepa classificada como moderadamente produtora de biofilme (tabela 4). Das 38
cepas obtidas de profissionais de saude, 15 (39 %) n&do foram produtoras de
biofilme e das 23 produtoras, 18 % (7/38) foram fracamente produtoras, 11 %
(4/38) moderadamente e 32 % (12/38) fortemente produtoras (tabela 5). Quarenta
e cinco por cento (13/29) dos MRSE obtidos de contactantes domiciliares do home
care foram classificados como ndo aderente. Em adi¢cdo, 34 % (10/29) foram
fortemente aderentes e as seis cepas restantes foram igualmente classificadas em

fracamente e moderadamente aderente (10 % cada; tabela 6).

4.2.4 Andlise estatistica da producao de biofilme

A producgao de biofilme entre cepas de MRSE das diferentes populagdes
estudadas: cepas isoladas do Hospital Universitario Anténio Pedro, de individuos
saudaveis da comunidade e de paciente, profissionais de saude e contactantes
domiciliares de um sistema de home care, foi analisada estatisticamente através
do teste qui-quadrado. Verificamos que n&do houve diferenga significativa entre as

percentagens de cepas produtoras de biofime na populacdo de MRSE da
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comunidade (60 %) e do home care (57 %). Porém, quando a populagao de MRSE
do HUAP (76 %) foi comparada com a desses outros dois grupos de cepas
estudadas, verificamos uma diferenga significativa (p=0,0107). Tal diferenga foi
também constatada quando o padrao de expressao de biofilme foi analisado pelo

mesmo teste (figuras 1 e 2).

4.3. Andlise da distribuicdo dos genes icaAD, atlE, aap e producao de

biofilme nas cepas de MRSE estudadas

Na analise dos trés grupos populacionais foi verificado que a grande
maioria das cepas produtoras de biofilme apresentava os genes icaAD, atlE e aap
(figura 4A). Assim, das 84 cepas produtoras de biofilme, 83 (99 %) possuiam o
gene icaAD, 72 (86 %) o gene atlE e 69 (82 %) o gene aap (tabelas 2, 3, 4, 5, 6).
Por outro lado, apenas uma cepa foi produtora de biofiime sem que tenha sido
detectada a presencga de nenhum desses trés genes pelo método utilizado (PCR).
Esta cepa (73/04D) foi isolada de um individuo sdo da comunidade e classificada
como produtora moderada de biofilme (tabela 3). Como a presenga do ica em S.
epidermidis tem sido apontada como fundamental na produgéo de biofilme, o DNA
total desta cepa foi obtido e hibridizado com uma sonda especifica para os genes
icaAD. O resultado dessa hibridizagdo, mais uma vez, apontou para a auséncia
desses genes no cromossomo dessa cepa (figura 4B).

A presenga dos genes descritos neste item, também foi detectada em
quatro cepas nao produtoras de biofiime. Uma dessas cepas foi isolada de um
paciente do HUAP e apesar de n&o produzir biofilme carreava todos os trés genes.
Duas cepas nao produtoras de biofilme carreando o gene icaAD foram observadas
colonizando um profissional de saude e um contactante domiciliar do sistema
home care. A cepa do profissional de saude carreava também o gene atlE.
Finalmente uma outra cepa ndo produtora isolada de contactante domiciliar
carreava somente o gene atlE. Para confirmarmos os resultados obtidos no PCR,
os genomas das cepas CM133/03 (HUAP), HC328 (home care) HC329 (home

care), que possuiam o ica, mas que nao produziam biofilme, foram obtidos e
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hibridizados com uma sonda especifica para os genes icaAD. Verificamos, da
mesma forma, a presengca desses genes através desse método, confirmando
assim que essas cepas ndo aderentes carreiam o operon ica (figura 4B).

E interessante ressaltar que no perfil fortemente aderente foi encontrada a
presenca de todos os genes estudados em 100 % (39/39) das cepas (figura 5). No
perfil moderadamente aderente, 62 % (13/21) das cepas produtoras de biofilme
possuiam os genes icaAD, atlE e aap, enquanto que em 38 % (5/21) foi detectada
a presenga dos genes icaAD em combinagdo com atlE ou aap (figura 5). Para o
perfil fracamente aderente foi observado que 58 % (14/24) possuiam os trés
genes, enquanto que 17 % (4/24) possuiam o gene icaAD em combinagao com
atlE ou aap. Um total de 25 % (6/24) das fracamente aderentes apresentavam
apenas icaAD (figura 5). A andlise estatistica desses resultados indicou que havia
diferenca significativa entre a presenga ou ndo dos trés genes concomitantemente
e as diferentes formas de expressao de biofiime (p<0,0001), apontando para uma

tendéncia das cepas fortemente produtoras de carrear os trés genes (figura 5).

4.4 Susceptibilidade aos antimicrobianos dos Staphylococcus epidermidis

resistentes a meticilina (MRSE)

4.4.1 Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP)

Na analise do perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos 25 MRSE
analisados, elevado perfil de multirresisténcia foi verificado para a maioria das
cepas estudadas (tabela 2). A resisténcia a gentamicina foi observada em 23 (92
%) das cepas de MRSE, seguida da resisténcia a sulfametoxazol + trimetoprima
(15/25; 60 %), eritromicina (15/25; 60 %), ciprofloxacino (13/25; 52 %),
clindamicina (10/25; 40 %), cloranfenicol (5/25; 20 %), rifampicina (4/25; 16 %),
tetraciclina (2/25; 8 %) e mupirocina (1/25; 4 %). Todas as cepas apresentaram
sensibilidade a teicoplanina, vancomicina e linezolida (figura 6). Cabe ressaltar
que 18 das 25 cepas de MRSE isoladas do HUAP (72 %) apresentavam
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resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos além dos B-lactamicos
(tabela 2).

4.4.2 Comunidade

O estudo da resisténcia a antimicrobianos mostrou que 31 das 35 cepas
isoladas de individuos sdos da comunidade (89 %) eram resistentes a tetraciclina,
63 % (22/35) a gentamicina, 54 % (19/35) a eritromicina, 11 % (4/35) ao
ciprofloxacino e 9 % (3/35) a sulfametoxazol + trimetoprima (figura 7). Nenhuma
cepa resistente a clindamicina, cloranfenicol, rifampicina, mupirocina, teicoplanina,
vancomicina e a linezolida foi detectada (tabela 3). Foi verificado que 15 das 35
cepas estudadas (43 %) apresentavam resisténcia a 3 ou mais classes de drogas

além dos B-lactamicos (tabela 3).

4.4.3 Home care

O resultado do perfil de susceptibilidade das cepas de MRSE encontradas
no sistema home care (pacientes, profissionais de saude e contactantes),
encontra-se descrito nas tabelas 4, 5 e 6, respectivamente. Nenhuma das cepas
apresentou resisténcia a teicoplanina, vancomicina e linezolida. Todas as 10
cepas de MRSE obtidas de pacientes foram resistentes a clindamicina (tabela 4,
figura 8). Noventa por cento (9/10) dos MRSE foram resistentes a eritromicina,
70% (7/10) ao cloranfenicol, 60 % (6/10) a sulfametoxazol + trimetoprima, 50 %
(5/10) ao ciprofloxacino, 40 % (4/10) a rifampicina, 20 % (2/10) a tetraciclina, 10 %
(1/10) a gentamicina e 10 % (1/10) a mupirocina (figura 8). Cabe ressaltar que
nove das 10 cepas de MRSE obtidas desses pacientes (90 %) apresentaram
resisténcia a trés ou mais antimicrobianos além dos B-lactamicos.

Com relacéo as cepas obtidas de profissionais de saude, 34 (89 %) das 38
cepas isoladas apresentaram resisténcia a eritromicina, 74 % (28/38) a
clindamicina, 61 % (23/38) a gentamicina, 55 % (21/38) ao ciprofloxacino, 55 %

(21/38) ao cloranfenicol, 42 % (16/38) a sulfametoxazol + trimetoprima, 42 %
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(16/38) a rifampicina, 29 % (11/38) a tetraciclina e 8 % (3/38) a mupirocina (figura
9). Adicionalmente, trinta e quatro das 38 cepas analisadas (89 %) apresentaram
multirresisténcia a trés ou mais drogas além dos B-lactamicos (tabela 5).

Das 29 cepas de MRSE obtidas de contactantes domiciliares, 62 % (18/29)
foram resistentes a eritromicina, 59 % (17/29) a clindamicina, 55 % (16/29) ao
ciprofloxacino, 45 % (13/29) a rifampicina, 45 % (13/29) ao cloranfenicol, 41 %
(12/29) a sulfametoxazol + trimetoprima, 38 % (11/29) a gentamicina e 31 % (9/29)
a tetraciclina. Nenhuma das cepas analisadas foi resistente a mupirocina (figura
10). Por outro lado, 21 das 29 cepas de MRSE estudadas apresentaram

resisténcia a trés ou mais drogas além dos B-lactamicos (tabela 6).

4.4.4 Analise agrupada do perfil de susceptibilidade das amostras associadas ao

sistema de saude e associadas a comunidade

Agrupando-se as cepas obtidas de pacientes do HUAP com as cepas de
pacientes, profissionais de saude e contactantes do home care, foi formado um
grupo identificado como ASS (Associados ao Sistema de Saude) e outro
identificado como AC (Associados a individuos sdos da Comunidade). Estes dois
grupos foram entdo comparados entre si, através do teste estatistico.

A analise da susceptibilidade a antimicrobianos desses dois grupos (figura
11) demonstrou uma resisténcia aumentada nas cepas isoladas do grupo ASS
para os antibidticos sulfametoxazol + trimetoprima 48 % (49/102), clindamicina 64
% (65/102), ciprofloxacino 54 % (55/102), cloranfenicol 45 % (46/102) e rifampicina
36 % (37/102). Excegao foi verificada para a tetraciclina, cuja percentagem na
comunidade de individuos séos foi significativamente mais elevada (89 %; 31/35)
quando comparada com os valores obtidos para as cepas isoladas do grupo ASS
(24 %; 24/102; p<0,0001).

Com relagéo a resisténcia para mupirocina, gentamicina e eritromicina néao
foram observadas diferencas significativas nos 2 grupos analisados, sendo as

percentagens obtidas para mupirocina de 5 % (5/102) e nenhuma resisténcia,
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gentamicina de 57 % (58/102) e 63 % (22/35), e eritromicina de 75 % (76/102) e
54 % (19/35), para ASS e AC respectivamente.

4.4.5 Relacao entre a multirresisténcia a antimicrobianos e a producao de biofilme

Quando a presenga de multirresisténcia a drogas (aqui definida como
presenca de resisténcia a trés ou mais antimicrobianos em adicdo aos p-
lactamicos) foi relacionada a produgao de biofilme, verificamos que as cepas de
MRSE isoladas de individuos sdos da comunidade, produtoras de biofilme,
apresentavam uma elevada incidéncia de multirresisténcia (15/21; 71 %;
p<0,0001). Ao contrario, nenhuma cepa de MRSE multirresistente foi detectada
entre as 14 cepas nao aderentes isoladas de individuos sdaos da comunidade
(figura 12A). E importante ressaltar ainda que todas as seis cepas de MRSE mais
sensiveis, observadas entre as cepas produtoras de biofime da populagao
formada de individuos saos, foram fracamente ou moderadamente produtoras,
enquanto que todas as fortemente produtoras de biofilme apresentaram multipla
resisténcia a drogas (tabela 3). Elevada presenga de cepas multirresistentes
(14/16; 87 %) foi também verificada entre cepas produtoras de biofilme na
populacao de contactantes domiciliares e uma incidéncia significativamente menor
(7/13; 54 %; p=0,0442) foi observada entre as cepas nao aderentes desta mesma
populagdo (figura 12B). Porém, n&o houve diferengas significativas entre a
producdo de biofilme e multirresisténcia nas populagcdes de MRSE isoladas de
pacientes do HUAP ou do home care, ou de profissionais de saude do home care.
Nesses casos, a incidéncia de cepas multirresistentes foi igualmente elevada no
grupo de cepas produtoras (74 %; 100 %; 87 %) quanto no grupo formado de
cepas nao produtoras de biofilme (67 %; 80 %; 93 %), respectivamente (figuras
12C, 12D e 12E e tabelas 2, 4 € 5)
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5 DISCUSSAO

Um fator de viruléncia considerado importante em diversas espécies
bacterianas e, principalmente, nos S. epidermidis, é a capacidade de produgao de
biofilme (5,32). O biofiime é formado sobre quase todos os tipos de cateteres e
sobre muitos outros dispositivos médicos e implantes (7,8). Quando esse filme
bioldgico € formado, frequentemente, o paciente tem que ser submetido a cirurgia
para retirada do implante contaminado, uma vez que o acesso de antimicrobianos
e de células do sistema imune as bactérias torna-se dificultado pela imensa
quantidade de material amorfo embebendo tais microrganismos (5,7). O aumento
das infecgdes por S. epidermidis nos ultimos anos tem sido relacionado ao
aumento do uso de dispositivos médicos implantaveis e, portanto, a
patogenicidade dos S. epidermidis como agentes de infecgdes nosocomiais
parece estar, principalmente, associada a sua capacidade de produzir biofilme
sobre as superficies de polimeros (2,8). Porém, apesar de sua importancia clinica,
poucos estudos foram realizados sobre S. epidermidis, se compararmos com os S.
aureus e, assim, muitas controvérsias ainda existem sobre a composi¢cao de seu
biofilme e sobre quais os genes estariam envolvidos nesse processo (7). Estudos
utilizando uma cepa nocaute para o operon ica sugeriram um importante papel do
ica na formacéo de biofilme e patogénese de S. epidermidis (63,64,65,66,67,68).
Entretanto outros estudos tém levantado duvidas a cerca da funcao critica do

l6cus ica nas infecgdes de S. epidermidis associadas a biofilme (69). Mas, o papel
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desse filme biolégico na patogénese das infecgdes nosocomiais pelos
Staphylococcus parece ser inquestionavel. Alguns estudos tém demonstrado que
uma reduzida capacidade de producao do biofilme pelos estafilococos levaria a
diminuicdo da viruléncia dessas bactérias (33). Dessa forma, sem a protecéo do
biofilme, essas bactérias estariam susceptiveis as defesas imunoldgias do
hospedeiro ou mesmo aos antimicrobianos. Recentemente, Amaral et al. (2005)
estudando cepas de S. aureus produtoras de biofilme classificou tais cepas em
nao aderentes, fracamente aderentes, moderadamente aderentes e fortemente
aderentes, e demonstraram que cepas pertencentes a um clone epidémico (mais
virulento) de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) apresentaram uma
capacidade aumentada de produzirem biofilme; sendo que a maioria dessas cepas
foi classificada como fortemente aderentes (58). Mais recentemente, o papel do
biofilme na viruléncia dos S. epidermidis foi demonstrado em um modelo animal de
cateter venoso central utilizando ratos (33). Os autores verificaram que uma cepa
comensal de S. epidermidis, nao produtora de biofilme e ica negativa, passou a
causar com maior frequéncia bacteremia associada a cateteres em ratos, apds
infeccdo com uma cepa isogénica mutante que apresentava o operon ica clonado
em um plasmidio. Cabe ressaltar aqui que muitos dos estudos sobre biofilme,
realizados até o momento, utilizaram poucas cepas laboratoriais mutantes e
metodologias diferentes para a detecgdo do mesmo (63,64,65,66,67,68,69). Isso,
juntamente com o fato do biofilme sofrer variagdo de fase (podendo ser ou nao
expresso, dependendo das condigdes do meio), poderia explicar as controvérsias
existentes na literatura cientifica com relagcdo aos estudos sobre biofilme em S.
epidermidis. Por outro lado, estudos que utilizam apenas mutantes e cepas
laboratoriais poderiam gerar resultados que nao reflitam, exatamente, o que ocorre
na patogénese dos S. epidermis. Por esse motivo, objetivamos, neste trabalho de
tese, realizar um estudo comparativo sobre a producédo de biofiime em cepas
clinicas de S. epidermidis, recentemente obtidas, utilizando trés populacdes
distintas: uma formada por cepas isoladas de individuos hospitalizados, os quais
sdo frequentemente pacientes imunocomprometidos e cujas cepas estdo sob

pressao seletiva antibiotica; outra envolvendo individuos saos da comunidade, que
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nao estariam sob forte pressao seletiva de antimicrobianos, e, finalmente, uma
outra envolvendo individuos associados a um sistema de home care (pacientes,
seus contactantes domiciliares e profissionais de saude). Essa ultima seria uma
populacdo intermediaria entre a comunitaria e a hospitalar, uma vez que apesar
dos pacientes nao estarem internados, eles haviam tido alta hospitalar logo antes
de sua entrada no home care e a grande maioria era imunocomprometido e fazia
uso de antimicrobianos. Por outro lado, muitos dos contactantes domiciliares
foram acompanhantes desses pacientes quando hospitalizados e os profissionais
de saude deste home care também atuavam concomitantemente em um ou mais
hospitais. Quando comparamos a producao de biofilme nessas trés populagdes
verificamos que as cepas associadas ao HUAP produziam significativamente
(p=0,0107) mais biofilme (76 %) que as cepas isoladas da comunidade (60 %) ou
do home care (57 %). Tais dados indicam que apesar das cepas hospitalares
estarem mais associadas a presencga de biofilme, as cepas comensais também
apresentavam potencial patogénico (ou seja, producdo de biofiime). Assim,
segundo nossos resultados, a produgao de biofilme ndo poderia ser utilizada como
um marcador de significancia clinica como sugerem alguns pesquisadores (70).
Dados semelhantes aos nossos foram também obtidos por outros pesquisadores
(29). De Silva et al. (2002) verificaram que cepas de S. epidermidis isoladas de
sangue ou de pele de neonatos produziam biofilme mais espesso quando
comparadas com cepas de outras espécies de ECN também envolvidas em
septicemias neonatal (71). Mais recentemente, dados semelhantes foram
descritos por Klingenberg et al. (2005), estudando 150 episdédios de septicemias
em neonatos causadas por S. epidermidis e outras espécies de ECN (29). Todos
esses dados parecem indicar que a elevada capacidade de expressar biofilme
poderia ser o fator responsavel pela maior viruléncia das cepas de S. epidermidis
em relagcao a cepas de outras espécies de ECN; o que poderia explicar uma maior
frequéncia dos S. epidermidis em infecgdes.

Ao compararmos a expressao da producdo de biofilme das cepas
classificadas nas diferentes populagdes por nés estudadas, verificamos que tais

populacdes se comportaram de forma significativamente heterogénea quanto a
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expressao do biofilme (figura 2). As cepas hospitalares apresentaram distribuigdo
mais homogénea quando classificadas como nao aderentes, fracamente,
moderadamente e fortemente aderentes, enquanto as cepas do home care e da
comunidade apresentaram padrdo mais heterogéneo. E possivel que as
diferencas na expressdo de biofime entre as bactérias dessas populacdes
possam ser reflexo de variagbes no background genético entre essas cepas.
Entretanto, estudos sobre a diversidade clonal desses microrganismos nao foram
realizados por nds para comprovar tal hipétese.

A estrutura polissacaridica do biofime, denominada de adesina
polissacaridica intercelular (PIA; 35), é codificada pelo operon ica (7). Neste
estudo, utilizando a técnica de PCR, observamos nos trés grupos populacionais
estudados, a prevaléncia do gene icaAD em 99 % das cepas de MRSE produtoras
de biofiime e a auséncia desses genes em praticamente todas as cepas nao
produtoras de biofilme, com excecao de somente trés cepas. Tais resultados
corroboram com estudos de outros autores que utilizando nocaute para genes do
operon ica verificaram que o funcionamento desse operon era essencial para a
expressado de biofilme em cepas de S. epidermidis (72). Outros pesquisadores
utilizando estratégias semelhantes as nossas verificaram que a deteccdo do
operon ica nao distingue uma cepa invasiva de uma contaminante, e que este
encontrava-se presente em quase 100 % das cepas produtoras de biofilme (29).
Do mesmo modo que Frebourg et al. (2000), nés constatamos a prevaléncia dos
genes icaAD em cepas produtoras de biofiime associadas ou ndo a casos de
infecgdes (73). Tais resultados estao de acordo com a idéia de que a patogénese
de muitas doengas estafilococicas € precedida da colonizagdo dessas cepas na
pele e/ou mucosa dos pacientes infectados (10).

Além do ica, outros genes vém sendo citados como importantes na
producao de biofilme. Dentre esses genes incluem-se os genes aap e atlE. Tais
elementos genéticos parecem estar envolvidos no acumulo de biofilme sob
superficies de polimeros e na capacidade de ligacdo especifica a estas
superficies, respectivamente (37,42). Esses genes também foram verificados por

nés em cepas produtoras de biofilme, onde 86 % apresentaram o gene atlE e



48

82 % o aap. No perfil moderadamente aderente 62 % das cepas possuiam os trés
genes, enquanto que 38 % apresentavam os genes icaAD em combinagao com
atlE ou aap. Para o perfil fracamente aderente foi observado que 58 % das cepas
produtoras de biofilme possuiam os trés genes, enquanto que 17 % possuiam
icaAD em combinagdo com atlE ou aap e 25% carreavam somente o icaAD. E
interessante ressaltar que a presenca dos trés genes estava associada, no estudo
aqui apresentado, a todas as cepas fortemente produtoras de biofilme. Calculos
estatisticos demonstraram maior tendéncia das cepas fortemente produtoras de
apresentarem os trés genes quando comparadas com as cepas fracamente
aderentes ou moderadamente aderentes (p<0,0001). Em um estudo recente
realizado por Sun et al. (2005) com uma cepa laboratorial de S. epidermidis foi
verificado que a neutralizacdo da proteina Aap com anticorpos monoclonais
reduziu a acumulagéo de biofilme em cerca de 79 % a 87 % (43). Nossos estudos,
utilizando cepas clinicas, confirmam também a importancia da presenca do gene
aap para a acumulacdo do biofilme, levando a formagcdo de um biofilme mais
denso. Ainda ndo é completamente esclarecido como a proteina AtIE efetivamente
possui a capacidade de ligacado especifica a superficies. Estudos com mutantes
atlE-negativo verificaram que tais mutantes apresentam reduzida aderéncia
primaria ao poliestireno, reduzida atividade a vitronectina in vitro e reduzida
hidrofobicidade. Assim, os autores concluiram que por este motivo tais cepas nao
formavam biofiime em superficie de poliestireno, apresentando uma redug¢do na
viruléncia (38). Deste modo, nossos dados estdo de acordo com a literatura
indicando que esse gene esta mais associado a uma forte expressao de biofilme
(37,42,43,65). Klingenberg et al. (2005) verificaram em seus estudos que 17 %
das cepas nao produtoras de biofilme analisadas apresentavam os genes ica, atlE
e aap sugerindo que outros fatores estariam também envolvidos na producgéo do
filme bioldgico (29). Da mesma forma, a presenga desses genes em quatro cepas
nao produtoras de biofiime foi detectada em nosso estudo, porém com uma
incidéncia menor que a relatada (4/137; 3%). Por outro lado, em pelo menos uma
das cepas analisadas, a producao de biofilme parecia se dar por um processo ica-

independente, uma vez que tal operon ndo pbde ser detectado na amostra.
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Producédo de biofilme ica-independente ja foi também observada anteriormente
(74).

Uma associac¢ao entre o fenétipo do biofilme e a resisténcia antimicrobiana
foi recentemente descrita (29). Os autores observaram um aumento da resisténcia
a drogas entre as cepas produtoras de biofilme. Tal fenbmeno poderia ser
consequéncia do intimo contato entre bactérias no ambiente do biofilme, o que
poderia facilitar transferéncias horizontais de informag¢des genéticas, incluindo
genes de resisténcia aos antimicrobianos (29). Outro trabalho envolvendo cepas
de MRSE demonstrou também elevada resisténcia associada a cepas produtoras
de biofilme, enquanto que entre as nao produtoras houve acentuada sensibilidade
(11,75). Em nosso estudo dados semelhantes foram observados para as cepas de
MRSE isoladas de individuos s&os da comunidade e dos contactantes domiciliares
do home care, visto que as cepas nao aderentes apresentavam-se mais sensiveis
aos antimicrobianos quando comparados com as cepas produtoras de biofilme,
que apresentaram elevado grau de multirresisténcia. Devido, provavelmente, a
elevada pressao seletiva antibidtica sofrida pelas cepas isoladas de pacientes
hospitalizados ou do home care e de profissionais de saude do home care, tal
diferenca nao foi verificada para cepas isoladas dessas populagdes, as quais
foram em sua maioria multirresistentes.

Nas ultimas décadas, um aumento substancial na frequéncia de resisténcia
a meticilina e na multirresisténcia tem sido observado entre os ECN (54). Estudos
demonstram que mais de 50 % dos ECN sao S. epidermidis resistentes a
meticilina (MRSE) e a outros antibidticos (49,50). O numero de cepas de S.
epidermidis multirresistentes que colonizam a pele de pacientes hospitalizados,
dos profissionais de saude e até mesmo de pessoas saudaveis da comunidade
vem aumentando nos ultimos anos. A multipla resisténcia aos antibidticos em S.
epidermidis € um problema reconhecido mundialmente e isto parece estar
relacionado com o uso indiscriminado e prolongado dessas drogas (76,77). A
vancomicina, teicoplanina e linezolida sdo antimicrobianos para os quais a
resisténcia ainda é raramente observada dentre os Staphylococcus, e devem ser,

portanto, consideradas drogas de ultima escolha para terapia de infecgdes
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nosocomias por microrganismos gram-positivos. No entanto, a resisténcia do
MRSA a linezolida ja foi descrita (76). No estudo aqui apresentado, nenhuma cepa
analisada apresentou resisténcia a esses trés antimicrobianos. Das 25 cepas de
MRSE obtidas de pacientes hospitalizados no HUAP, além da resisténcia a
penicilina e oxacilina, 72 % apresentaram resisténcia a trés ou mais
antimicrobianos. Trabalhos semelhantes com cepas de MRSE obtidas de infecgao
na corrente sanguinea também demonstraram resisténcia a até seis
antimicrobianos diferentes utilizados (29). Em nosso estudo, a maioria das cepas
nosocomiais apresentou resisténcia a gentamicina (92 %) e taxas elevadas foram
também observadas para a sulfametoxazol+trimetroprima (60 %), ciprofloxacino
(52 %) e clindamicina (40 %), seguidas de 20 % de resisténcia ao cloranfenicol e
16 % a rifampicina. Esses dados estdo de acordo com a literatura cientifica, uma
vez que estudos anteriores também observaram um aumento da frequéncia da
resisténcia a esses antimicrobianos em cepas de MRSE hospitalares (49,50,53).
Além das cepas nosocomiais, as cepas de MRSE isoladas de individuos
saos da comunidade vém crescendo quanto ao seu potencial de multirresisténcia
aos antimicrobianos (54,78). Isso, provavelmente, deve estar relacionado com o
uso indiscriminado dessas drogas na comunidade, levando a adaptagao seletiva
das cepas de MRSE resistentes em detrimento das cepas sensiveis. Em nosso
estudo, observamos que, na comunidade, 15 das 35 cepas de MRSE analisadas
apresentavam resisténcia a até quatro antimicrobianos diferentes, além da
penicilina e oxacilina (tabela 3), demonstrando que cepas de MRSE isoladas de
individuos sdos da comunidade podem apresentar multirresisténcia. Dentre elas,
89% foram resistentes a tetraciclina, 63% a gentamicina, 11% ao ciprofloxacino e
apenas 9% a sulfametoxazol + trimetoprima. E curioso que uma percentagem
menor de resisténcia a sulfametoxazol + trimetoprima tenha sido encontrada entre
cepas comunitarias, ja que esse antimicrobiano era um dos mais utilizado até a
década de 80 (79). E possivel que, atualmente, com a diminuigdo e substituigdo
de sua prescricdo por outro antibiotico, os S. epidermidis tenham se tornado mais
sensiveis a sulfametoxazol+trimetoprima. Por outro lado, um aumento de cepas

resistentes ao ciprofloxacino, um antibiético que vem sendo prescrito cada vez
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mais, na comunidade, para o tratamento de infec¢des urinarias e oculares (80), foi
verificado em nosso estudo com cepas de MRSE obtidas da comunidade.

O perfil de resisténcia das cepas do home care seguiu um comportamento
mais semelhante ao das cepas hospitalares, ja que esta populagdo era composta
de pacientes, seus contactantes domiciliares e profissionais de saude. Muitos dos
pacientes do home care haviam sido internados em hospitais, antes de sua
admissdo a este sistema. Por outro lado, alguns dos contactantes domiciliares
foram acompanhantes dos pacientes durante seu periodo de internagao e outros
faziam visitas hospitalares constantes aos pacientes. Acrescentamos ainda o fato
de que os profissionais de saude deste home care trabalhavam também em um ou
mais hospitais. Assim, realizando-se uma analise agrupada das populagdes,
dividindo-as em ASS — grupo associado ao sistema de saude (pacientes do HUAP
e pacientes, contactantes e profissionais de saude do home care) e AC — grupo
associado a comunidade (individuos sdos da comunidade) observamos também
elevada prevaléncia de resisténcia a tetraciclina (89 %) nas cepas comunitarias,
quando comparadas com as associadas ao sistema de saude (24 %; p<0,0001).
Finalmente, verificamos um elevado percentual de resisténcia a clindamicina (64
%), ciprofloxacino (54 %), sulfametoxazol+trimetoprima (48 %), cloranfenicol (45

%) e ainda a rifampicina (36 %) na populagao associada ao sistema de saude.
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CONCLUSAO

Concluindo, os resultados obtidos a partir do presente estudo de tese
elucidam algumas questdes controvertidas na literatura cientifica, com relacéo a
producao e expressdo de biofilme em S. epidermidis resistentes a meticilina
(MRSE). Tais dados demonstraram que cepas hospitalares estavam mais
associadas a producdo de biofilme, sugerindo assim sua importancia na
patogénese de infecgdes nosocomiais. Porém, a producgao de biofilme nao poderia
ser utilizada como um marcador de significancia clinica, como sugerem alguns
pesquisadores, visto que cepas comensais também se mostraram bem equipadas
para producdo do filme bioldgico. Este estudo confirma a importancia do operon
ica na expressao do biofilme, uma vez que este operon foi carreado por todas as
cepas produtoras, exceto uma que apresentou um biofilme ica-independente. Por
outro lado, ficou aqui demonstrado que os genes atlE e aap nao parecem ser
essenciais para a producao de biofilme, mas colaboram para o aumento da
espessura deste filme bioldgico; parecendo deste modo importantes para sua
acumulacao. Finalmente, nossos dados confirmam que o ambiente do biofilme
parece ser realmente favoravel as transferéncias génicas, uma vez que a
populacdo formada por cepas capazes de se aderir a superficie do poliestireno
apresentava maior indice de multirresisténcia. Desta forma, a produg¢ao de biofilme
parece ser um importante fator de viruléncia ndo somente por sua ligagcdo a
superficie dos dispositivos médicos, mas também por sua capacidade de
aumentar a disseminacdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos e,
possivelmente, de outros genes de viruléncia. Tal fendbmeno poderia,
potencialmente, aumentar a adaptabilidade do microrganismo ao hospedeiro,
contribuindo assim para uma evolugao acelerada em diregdo ao aumento de sua

patogenicidade.
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8.1 Tabelas

Tabela 1 — Descricdo dos primers utilizados.

Designhacao dos “Primers” (5 —3') Temperatura de Amplicon Referéncia
primers (gene) anelamento (°C)  (pb) (GenBank)
mecA-P4 TCCAGATTACAACTTCACCAGG 55 160 YO68000
(mecA)

mecA-P7 CCACTTCATATCTTGTAACG 55 YO68000
(mecA)

icaAD-F TAGTAATCACAGCCAACATCTT 55 496 AY382582
(icaAD)

icaAD-R AAACAAACTCATCCATCCGAAT 55 AY382582
(icaAD)

atlE-F GCTAAGGCACCAGTAAAAAGT 55 480 u71377
(atlE)

atlE-R GACCTCATCTTGTTTTACCCA 55 u71377
(atlE)

aap-F CAACGAAGGCAGAAGAAGGA 55 719 AJ249487
(aap)

aap-R CATCCCCATCTTTCTTGCTG 55 AJ249487

(aap)
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Tabela 2 — Producao de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap, origem
clinica e perfil de resisténcia a antimicrobianos em cepas de

Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), isoladas
de pacientes internados no Hospital Universitario Anténio Pedro.

Cepas Infe_cgéoj . Dc?;a U.B? Adgrén_cia & icaAD atlE aap Perfil_dg resi;ténci? a
colonizagéo poliestireno antimicrobianos
coleta
CM 194/02 10 18/11/02 0,082 N&o adere - - - Eri, Gn, Ox, Pen
CM 211/02 IS 23/01/03 0,163 N&o adere - - - Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
CM 31/03 IS 02/04/03 0,008 N&o adere - - - Cli, Eri, Ox, Pen, Sul+tri
CM 35/03 IS 13/04/03 0,085 N&o adere - - - Ox, Pen, Sul+tri
CM 75/03 IS 04/09/03 0,154 Né&o adere - - - Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 133/03 C 18/12/03 0,131 Na&o adere + + + Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 16/04 C 17/12/03 0,199 Fraca + + - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 06/04 IS 07/01/04 0,250 Fraca + - - Gn, Ox, Pen, Sul+tri, Tet
CM 15/03 IS 17/03/03 0,277 Fraca + - + Cip, Gn, Ox, Pen
CM 70/03 IS 22/0703 0,189 Fraca + + + Gn, Ox, Pen
CM 83/03 C 29/08/03 0,357 Fraca + + - Cip, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 101/03 C 17/10/03 0,189 Fraca + + + Cip, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 07/04 IS 09/01/04 0,234 Fraca + + + Gn, Ox, Pen Rif, Sul+Tri
CM 130/03 IS 25/12/03 0,188 Fraca + + +  Cip, Clo, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+tri
CM 23/04 IS 25/03/04 0,357 Fraca + + - Cip, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+Tri
CM 117/03 C 08/12/03 0,401 Moderada + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+Tri
CM 06/03 IS 25/02/03 0,376 Moderada + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
CM 12/03 IS 14/03/03 0,460 Moderada + - + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
CM 39/03 C 22/04/03 0,563 Moderada + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Mup, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 24/03 IR 26/03/04 0,380 Moderada + + + Eri, Gn, Ox, Pen
CM 116/03 Otite 31/12/03 1,376 Forte + + + Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
CM 10/04 10 07/01/04 3,627 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen
CM 126/03 C 18/12/03 0,790 Forte + + +  Cip, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri
CM 25/04 IS 25/03/04 0,977 Forte + + + Cip, Clo, Gn, Ox, Pen, Rif, Pen, Sul+Tri
CM 27/04 C 25/03/04 1,378 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen

a: 10: Infecgdo ocular; IS: Infecgdo sanguinea; C: Colonizagdo; IR: Infeccao respiratoria.

b: U.B.: Unidade de Biofilme. O biofiime foi testado em superficies de poliestireno conforme Materiais e
Métodos.

c: Cip: Ciprofloxacino, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri; eritromicina, Gn: gentamicina, Mup: mupirocina,
Ox: oxacilina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Sul+tri: sulfametoxazol+trimetoprima, Tet: tetraciclina.
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Tabela 3 — Producéao de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap, e perfil
de resisténcia a antimicrobianos em cepas de Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), isoladas da
nasofaringe de individuos sdos da comunidade.

Cepas uB.? Sc?l?éiz(r:;g icaAD  atlE  aap Perfil de resisténcia a antimicrobianos °
58 D 0,069 N&o adere - - - Ox, Pen, Tet
61D 0,062 N&o adere B B B Eri, Gn, Ox, Pen
61 E 0,061 N&o adere ; i ; Ox, Pen, Tet
62 E 0,086 N&o adere B} B . Ox, Pen, Sul+ Tri
63 E 0,066 N&o adere ; _ R Eri, Ox, Pen, Tet
75D 0,048 N&o adere . B ) Gn, Ox, Pen, Tet
77 E1 0,100 N&o adere B} B ) Gn, Ox, Pen, Tet
80 E1 0,126 Né&o adere - - i, Ox, Pen, Tet
84 Eg 0,018 N&o adere - - ; Gn, Ox, Pen, Tet
86D 0,123 N&o adere - - R Ox, Pen, Tet
23/04 E 0,094 N&o adere B _ R Gn, Ox, Pen, Tet
68/04 D 0,052 N&o adere ) : ; Eri, Ox, Pen, Tet
119/02 0,135 Né&o adere ; ) ) Gn, Ox, Pen
139/02 0,117 N&o adere R _ R Eri, Ox, Pen, Tet
36/02 0,190 Fraca + - - Eri, Ox, Pen, Tet
82/04 E 0,331 Fraca + . . Gn, Ox, Pen
95/04 D 0,255 Fraca + B ) Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
56 E 0,636 Moderada + - _ Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
73/04 D 0,531 Moderada 3 N B Gn, Ox, Pen, Sul+ Tri, Tet
84/04 D 0,372 Moderada + + + Cip, Gn, Ox, Pen Tet
107/04 E 0,540 Moderada + + . Ox, Pen, Tet
108/04 D 0,607 Moderada + R R Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
27/02 0,567 Moderada + + + Eri, Ox, Pen, Tet
33/02 0,689 Moderada + + + Cip, Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
86/02 0,701 Moderada + + + Ox, Pen, Tet
154/02 0,596 Moderada + B + Eri, Ox, Pen, Tet
41/02 1,370 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
46 D 3,046 Forte + + + Cip, Gn, Ox, Pen, Sul+ Tri, Tet,
52 E 0,800 Forte + + + Cip, Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
55 E 0,850 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
70D 1,994 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
07/04 E 2,704 Forte + " + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
80/04 D 0,782 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
137/02 1,360 Forte + + + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet
123/02 2572 Forte + " + Eri, Gn, Ox, Pen, Tet

a: U.B. : Unidade de Biofilme. O biofilme foi testado em superficies de poliestireno conforme Materiais e Métodos.
b: Cip: Ciprofloxacino, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gn: gentamicina, Mup: mupirocina,
Ox: oxacilina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Sul+tri: sulfametoxazol+trimetoprima, Tet: tetraciclina.
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Tabela 4: Producéo de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap, e perfil
de resisténcia a antimicrobianos em cepas de Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), isoladas da
nasofaringe de pacientes de um sistema de home care.

Cepas UB.? Aderéncia icaAD atlE aap Perfil de resisténcia a
antimicrobianos ®

HC 1369 0,116 N&o adere . - Cip,Cli, Ox, Pen

HC 1089g/p 0,034 N&o adere - - - Cli, Clo, Eri, Ox, Pen Sul+tri, Tet

HC 607 0,035  N&o adere - - - CIi, Clo, Eri, Ox, Pen, Sul+tri, Tet

HC 1041 0,111 Nao adere - - - Cli, Eri, Ox, Pen, Rif

HC 1585 0,120 Nao adere - . . Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif

HC 1554 0,300 Fraca + + +  Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Sul+tri

HC 991 0,190 Fraca + + +  Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Sul+tri

HC 189 1,736 Forte + + + Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Sul+tri

HC 1314 0,844 Forte + + +  Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Mup, Ox, Pen,
RIif, Sul+tri

HC 689 1,320 Forte + + +  Cip, Cli, Eri, Ox, Pen, Rif

a: U.B. : Unidade de Biofilme. O biofilme foi testado em superficies de poliestireno conforme Materiais e
Métodos.

b: Cip: Ciprofloxacino, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gn: gentamicina, Mup:
mupirocina, Ox: oxacilina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Sul+tri: sulfametoxazol+trimetoprima, Tet:
tetraciclina.
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Tabela 5: Producdo de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap, e perfil de resisténcia a
antimicrobianos em cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina (MRSE),
isoladas da nasofaringe de profissionais de satude de um sistema de home care.

Cepas UB.?2 Aderéncia icaAD  atlE aap Perfil de resisténcia a antimicrobianos °
HC 1100 0158  Naoadere - - - Cli, Eri, Ox, Pen, Rif
HC 907 0,023 Nao adere - - - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Mup, Ox, Pen Rif, Sul+tri, Tet
HC 287 0,110 Nao adere _ _ _ Eri, Gn ,0x, Pen, Tet
HC 1404 0,141 Né&o adere - - - Eri, Gn ,Ox, Pen, Tet
HC 328 0,160 Né&o adere + + - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen , Rif
HC 337 0,045 Né&o adere - - - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+tri
HC 343 0,037 N&o adere - - - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+tri
HC 370 0,125 Né&o adere . . . Cli, Ox, Pen, Rif, Tet
HC 1044 0,125 Né&o adere - - - Cip, Cli, Eri, Ox, Pen
HC 483 0,087 N&o adere ) ) ; Cip, Cli, Eri, Ox, Pen, Tet
HC 1136p 0,068 Né&o adere - - - Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 572 0,153 N&o adere - - - Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 584 0,079 N&o adere - - - Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Sul+ri
HC 1158 0,142 Né&o adere - - - Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+Tri, Tet
HC 1373 0,162 Né&o adere - - - Cip, Clo, Ox, Pen
HC 164 0,202 Fraca + + + Cip, Clo, Ox, Pen
HC 573b 0,202 Fraca + + + Cip, Clo, Ox, Pen
HC 1400 0,187 Fraca + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 1403 0,190 Fraca + + + Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+tri, Tet
HC 626 0,259 Fraca + + +  Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Mup, Ox, Pen, Rif, Sul+tri, Tet
HC 748 0,193 Fraca + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 991 0,190 Fraca + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 942 0,634 Moderada + + + Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif, Tet
HC 1520 0,500 Moderada + + + Eri, Ox, Pen, Tet
HC 1515 0,382 Moderada + + +  Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 1588b 0,602 Moderada + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Mup, Ox, Pen, Rif, Sul+tri, Tet
HC 588 1,600 Forte + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 922 1,740 Forte + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn Ox, Pen, Rif, Sul+Tri
HC 322 0,749 Forte + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 360 2,025  Forte + + +  Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 541 1766  Forte + + +  Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 598 0,780 Forte + + + Cli, Eri, Gn, Ox, Pen
HC 600 2,161 Forte + + + Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 945 0,848 Forte + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 1111 2,208 Forte + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 1497 1,860 Forte + + + Clo, Eri, Ox, Pen, Rif
HC 198 1,200 Forte + + + Cip, Clo, Eri, Ox, Pen
HC 464 1,550 Forte + + + Cip, Clo, Eri, Ox, Pen

a: U.B. : Unidade de Biofilme. O biofilme foi testado em superficies de poliestireno conforme Materiais e Métodos.
b: Cip: Ciprofloxacino, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gn: gentamicina, Mup: mupirocina,
Ox: oxacilina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Sul+tri: sulfametoxazol+trimetoprima, Tet: tetraciclina.
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Tabela 6 — Producéao de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap, e perfil
de resisténcia a antimicrobianos em cepas de Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), isoladas da nasofaringe
de contactantes domiciliares de um sistema de home care.

Cepas UB.? Aderéncia icaAD atlE aap Perfil de resisténcia a antimicrobianos "

HC 280 0,170 Nao adere - - - Cip,Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 329 0,169 Nao adere + - - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 371 0,133 Né&o adere - + - Ox, Pen, Tet

HC 199 0,102 Nao adere - - - Cip, Cli, Eri, Ox, Pen

HC 281 0,136 Né&o adere - - - Eri, Ox, Pen

HC 282 0,144 Né&o adere - - - Gn, Eri, Ox, Pen

HC 1045g 0,036 Nao adere - - - Cip, Cli, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri

HC 412 0,029 N&o adere - - - Clo, Eri, Gn, Ox, Pen

HC 522 0,108 Né&o adere - - - Clo, Eri, Ox, Pen, Tet

HC 546 0,109 Né&o adere - - - Ox, Pen, Tet

HC 686 0,156 Né&o adere - - - Ox, Pen, Tet

HC 730 0,112 Né&o adere - - - Ox, Pen, Tet

HC 1380 0,179 Nao adere - - - Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif, Sul+tri

HC 505 0,205 Fraca + - - Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri, Tet,

HC 195 0,199 Fraca + - - Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Rif, Sul+tri
HC 543 0,213 Fraca + + + Ox, Pen, Tet

HC 619 0,510 Moderada + + - Cli, Clo, Eri, Cip, Gn, Ox, Pen, Rif , Sul+tri, Tet
HC 531 0,502 Moderado + + - Cip, Ox, Pen

HC 342 0,468 Moderada + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, RIif,

HC 331 0,806 Forte + + + Cip Cli,, Clo, Ox, Pen, Sul+tri

HC 1100 0,806 Forte + + + Cli, Eri, Ox, Pen, Rif

HC 179 0,760 Forte + + + Cip, Gn, Ox, Pen, Sul+tri

HC 319 0,825 Forte + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Gn, Ox, Pen, Sul+tri

HC 509 1,606 Forte + + + Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Tet

HC 637b 0,932 Forte + + + Cip, Cli, Clo, Eri, Ox, Pen, Rif, Sul+tri

HC 897a 1,248 Forte + + + Cli, Clo, Gn, Ox, Pen, Sul+tri

HC 1108p 2,026 Forte + + + Cli, Cip, Eri, Ox, Pen, Rif

HC 1108g 2,093 Forte + + + Cli, Cip, Eri, Ox, Pen, Rif

HC 611 0,914 Forte + + + Cip, Cli, Gn, Ox, Pen, Rif

a: U.B. : Unidade de Biofilme. O biofilme foi testado em superficies de poliestireno conforme Materiais e
Métodos.

b: Cip: Ciprofloxacino, Cli: clindamicina, Clo: cloranfenicol, Eri: eritromicina, Gn: gentamicina, Mup:
mupirocina, Ox: oxacilina, Pen: penicilina, Rif: rifampicina, Sul+tri: sulfametoxazol+trimetoprima, Tet:
tetraciclina.
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8.2 Figuras

Figura 1- Producao de biofilme pelas cepas de Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE) nas diferentes
populacfes estudadas.
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Nota: HUAP: Hospital Universitario Anténio Pedro; Comunidade: Individuos
sdos da comunidade; Home care: pacientes, profissionais de salde e
contactantes domiciliares de um sistema de home care.
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Figura 2 - Padrao da expressao de biofilme das cepas de Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE)
populacdes estudadas.
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Figura 3 — Producao de biofilme sobre superficie de poliestireno por

cepas representativas de Staphylococcus epidermidis

resistentes a meticilina (MRSE).
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Figura 4A - Amplificacdo dos genes icaAD, atlE e aap em cepas de
Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina
(MRSE) através dareagao em cadeia da polimerase.
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Nota: Linha 1, padrdo 123 molecular size marker;
Linha 2, genes icaAD (496bp) e mecA (160bp); Linha
3, genes aap (719bp) e mecA (160bp); Linha 4, genes
atlE (480bp) e mecA (160bp).

Figura 4B — Deteccdo do gene icaAD em cepas de Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina (MRSE), através da técnica de hibridizac&o
por dot blot, utilizando uma sonda especifica para este gene.
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Figura 5 - Incidéncia dos genes icaAD, atlE e aap em cepas de
Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina
(MRSE) produtoras de biofilme.
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Figura 6 - Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos Staphylococcus

~

epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), isolados de

pacientes internados no Hospital

Pedro.
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Figura 7 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), obtidos de
individuos sédos da comunidade.
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Figura 8 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), obtidos de pacientes de um
sistema home care.
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Figura 9 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), obtidos de
profissionais de saude de um sistema home care.
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Figura 10 — Perfil de resisténcia a antimicrobianos dos Staphylococcus
epidermidis resistentes a meticilina (MRSE), obtidos de
contactantes domiciliares de um sistema home care.
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Figura 11 — Percentagens de resisténcia antimicrobiana de cepas de

Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina
(MRSE), que apresentaram diferencas significativas entre o
grupo associado ao sistema de saude (ASS) e associado a
individuos sdos da comunidade (AC)
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Figura 12 - Relacdo entre a producdo de biofilme e multirresiténcia a
antimicrobianos em cepas de Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina (MRSE) isoladas de: (A) individuos saos
da comunidade, (B) contactantes domiciliares de um sistema
home care, (C) pacientes do HUAP, (D) pacientes de um sistema
home care e (E) profissionais de saude de um sistema home

care.
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9.1 Questionéario
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Projeto: Monitoramento epidemioldgico de Staphylococcus spp e
Escherichia coli resistentes a antimicrobianos utilizados na cidade
de Niterdi, RJ.

- Aprovado pelo CONEP da UFF em 27/06/01

Coordenadora: Dra. Lenise Arneiro Teixeira Data:
Dados do Paciente:

Nome:

Idade:

Endereco:

Telefone:

Sexo:

Data de nascimento:

Local da coleta:

1. Fez ou faz uso de antimicrobiano com frequéncia?

2. Qual o antimicrobiano usado? Por qué?

3. Quando e por quanto tempo foi utilizado o antimicrobiano?
4. Qual é a sua profissdo? (do pai ou da mée quando menor)

5. Jatrabalhou em hospital? Quando? Por quanto tempo?

6. Comumente, tem contato com pessoas que freqientam

hospital?

7. Ja foi hospitalizado alguma vez? Durante quanto tempo?

Quando? Por qué?
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