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"Nossa duvidas sdo traidoras e nos
fazem perder o que, com freqiiéncia,
poderiamos ganhar, por simples
medo de arriscar."

(William Shakespeare)
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RESUMO

Staphylococcus epidermidis esta envolvido em infecgdes associadas a dispositivos
médicos e sepse hospitalar. Sua capacidade de causar quadros persistentes e reincidentes se
relaciona a formacdo de biofilmes, em superficies inertes, como cateteres ¢ proteses. A
formacdo de biofilme ¢ considerada o principal fator de viruléncia destas amostras,
protegendo as células dos mecanismos de defesa do hospedeiro e da acdo de antimicrobianos.
O operon ica codifica um polissacarideo extracelular de aderéncia, associado a formagdo de
biofilme. Entretanto, amostras ica-negativas podem formar biofilme de maneira menos
intensa, devido a presenca de outras estruturas envolvidas na aderéncia tais como as proteinas
codificadas pelos genes atlE (proteina envolvida na aderéncia inicial) aap (proteina associada
a acumulo) e bap ( proteina associada ao biofilme) Outro fator importante nas infec¢des
estafilococicas ¢ a multirresisténcia a antimicrobianos, em especial a oxacilina, codificada
pelo gene mecA. Objetivo: detectar, em isolados de S. epidermidis oriundos de hemocultura,
a presenca dos genes icaAD, atlE , aap, bap, além do gene mecA e do perfil de
susceptibilidade antimicrobiana. Neste estudo foram analisadas 76 amostras de S. epidermidis
isoladas de hemocultura, 60 de pacientes internados no Instituto Nacional do Cancer, RJ, e 16
internados no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), RJ. Foram testados 13(treze)
antibioticos pelo método de disco difusdo de acordo com as regras do CLSI. Ensaios de PCR
foram utilizados para a deteccdo dos genes. Das amostras estudadas 69 (90,7%) amostras
foram resistentes a penicilina,52 (68,4%) a oxacilina, 51 (67,1%) a eritromicina, 40 ( 52,6%)
a gentamicina, 39(51,3%) a clindamicina e ciprofloxacina, 28 (36,8%) a cloranfenicol, 16
(21%) a tetraciclina, 15 ( 19,7%) a mupirocina, 7 (9,2%) a rifampicina, 5 ( 6,6%) a
teicoplanina e ndo foi detectada resisténcia a linezolida e vancomicina. 68,4% das amostras
apresentaram positividade para o gene mecA, 89, 5% para atlE, 38,1% para aap e icaAD e
3,9% foram positivas para o gene bap. Os ensaios de RAPD revelaram a diversidade das
amostras dispostas em 25 tipos, no entanto, 43 (56,6%) das amostras se agruparam em quatro

tipos principais.
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ABSTRACT

Staphylococcus epidermidis is involved in infections associated with medical devices
and hospital sepsis. Their ability to cause persistent and reincident infections is related to
formation biofilms on inert surfaces such as catheters and prostheses. The formation of
biofilms is considered the main virulence factor of these samples, protecting the cells of the
host's defense mechanisms and the action of antimicrobials. The ica operon encodes an
extracellular polysaccharide of adherence, associated with the formation of biofilms.
However, Ica negative samples can form a less intense biofilms, due to the presence of other
structures involved in adhesion such as the proteins encoded by genes atle (protein involved
in initial adhesion) aap (protein associated with accumulation) and bap (biofilm associated
protein ) Another important factor in staphylococcal infections is the multi drug resistance
especially to oxacillin, encoded by the gene mecA. Objective: To detect, in isolates of S.
epidermidis from blood culture, the presence of genes icaAD, Atle, aap, bap, and also the
mecA gene and the antimicrobial susceptibility profile. This study analyzed 76 samples of S.
epidermidis isolated from blood, 60 from patients at the Instituto Nacional do Cancer (INCA),
RJ, and 16 at the Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), RJ. Thirteen antibiotics were
tested by disk diffusion method according to the rules of the CLSI. PCR tests were used for
the detection of genes. A total of 69 (90.7%) samples were resistant to penicillin, 52 (68.4%)
to oxacillin, 51 (67.1%) to erythromycin, 40 (52.6%) to gentamicin, 39 (51, 3%) to
clindamycin and ciprofloxacin, 28 (36.8%) to chloramphenicol, 16 (21%) to tetracycline, 15
(19.7%) to mupirocin, 7 (9.2%) to rifampicin, and 5 (6, 6%) to teicoplanin. Was not detected
resistance to vancomycin and linezolid. 68.4% of samples were positive for the mecA gene,
89, 5% for atle, 38.1% for aap and icaAD and 3.9% were positive for the gene bap. RAPD
Tests demonstrated the diversity of the samples prepared in 25 RAPD types, however, 43

(56.6%) of the samples are grouped into four main types.
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1.0 INTRODUCAO

Os microrganismos estdo presentes nos mais diversos habitats e sdo capazes de
desenvolverem comportamentos bastante complexos. No ambiente aquoso apresentam-se na
forma planctonica e na forma séssil. Na forma planctonica o microrganismo encontra-se em
suspensao e dispersos no meio aquoso, enquanto que, na forma séssil encontram-se aderidos a
superficies solidas sob a forma de biofilmes (COSTERTON et al., 1987; CHARACKLIS et
al., 1989).

Um dos primeiros relatos cientificos que associaram a producdo de uma substancia
mucoide, conhecida como biofilme, produzida por estafilococos, como um possivel fator de
colonizagao foi o de Bayston e Penny em 1972, onde os autores reconheciam este produto
formado como um dos fatores de viruléncia produzido por Staphylococcus epidermidis em
uma amostra isolada de liquido cefalorraquidiano (CHRISTENSEN et al., 1982).

Biofilme pode ser definido como uma matriz polimérica, gelatinosa aderida a uma
superficie solida, absorvente e porosa, normalmente imersa em meio liquido. E constituido
principalmente por agua, por substdncias poliméricas e em menor quantidade pelos

microorganismos, tais como o S. epidermidis.

O género Staphylococcus ¢ o mais importante membro da familia Staphylococcaceae,
constituida por cocos (0,5 — 1,5 pm), Gram positivos que podem ser encontrados isolados, aos
pares ou em grupamentos irregulares. Sdo imoveis e ndo esporulados. Sdo anaerobios
facultativos, quimiorganotroéficos com metabolismo fermentativo e respiratorio. Estdo
associados a pele € membranas mucosas de animais vertebrados de sangue quente, podendo
ser eventualmente isolados de produtos alimentares, poeira e dgua. Muitas espécies sao

patogénicas para o0 homem e animais.

O encontro de Staphylococcus sp. nos diferentes sitios anatomicos pode estar ou nao
envolvido em processos patologicos no hospedeiro. Anélises de amostras clinicas, tais como
trato respiratorio, trato geniturinario, pele e olho demonstram que estes microrganismos sao
comumente encontrados em amostras clinicas e quando presentes podem estar envolvidos na

produgdo de doengas. (BANNERMAN, 2003).

O S. epidermidis ¢ o principal Staphylococcus Coagulase Negativa (SCN) encontrado

em amostras clinicas e as infec¢des causadas por este microrganismo sdo bastante variadas.
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Eles estdo comumente associados a formagao de biofilme nos diversos tipos de dispositivos
intracorporeos. O agrupamento destes microorganismos em biofilme pode ainda, aumentar a

resisténcia as drogas antimicrobianas, por dificultar a penetragdo das substancias ativas.

A patogenicidade de S. epidermidis também esta associada com a alta resisténcia aos
antimicrobianos, principalmente a oxacilina, um beta-lactimico, onde em alguns estudos tem
sido descrita em 80% dos isolados clinicos (MICHELIM 2005). Esta resisténcia envolve a
producdo de uma nova proteina ligadora de penicilina (PBP, do inglés: “Penicillin- Binding

Protein”).

Os estafilococos possuem cinco PBPs. As PBPs sdo enzimas que catalisam a etapa
terminal da sintese da parede bacteriana e se localizam na membrana celular da bactéria. As
PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais ¢ tém alta afinidade (sitios-alvo) com os antibidticos beta-
lactamicos, unindo-se a esses por ligagdes covalentes. A resisténcia a meticilina em
estafilococos ¢ devida a producdo de uma PBP adicional, anomala, denominada PBP 2a, que
apresenta baixa afinidade com os antibidticos beta-lactamicos. Esta proteina alterada ¢
codificada por um gene cromossdmico denominado mecA, que ¢ responsavel pela resisténcia
intrinseca dos estafilococos meticilina a todos os antibidticos beta-lactdmicos (Chambers

1997).

Os estafilococos adquiriram resisténcia a praticamente todos os antibidticos
disponiveis. Esta multipla resisténcia estd, certamente, relacionada a pressao seletiva exercida

pela difusdo de uso de drogas antimicrobianas no hospital.

De acordo com BOUZA (2002), as infeccdes associadas ao uso de dispositivos
intravasculares representam de 10 a 20% de todas as infec¢cdes nosocomiais, causando
aumento na taxa de mortalidade entre pacientes internados. A contaminagdo destes materiais
acarreta grande prejuizo tanto ao paciente quanto a instituicdo, pois aumenta o tempo de
permanéncia hospitalar e retarda o tratamento da doenca de base ao qual foi o motivo de

internagao.

Segundo AGVALD — OHMAN (2004), o aumento no uso de cateteres intravasculares
e de hemodialise, proteses de valvulas cardiacas e de outros materiais implantados favorece o
surgimento de infec¢des importantes causadas por SCN. Os pacientes mais vulneraveis a esse

tipo de infec¢do sdo aqueles internados em unidades de terapia intensiva, unidades de
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transplante e oncologia, j& que na maioria das vezes sdo submetidos a tais procedimentos,
além da imunossupressao e o uso de antimicrobianos de amplo espectro tornar estes pacientes

especialmente vulneraveis.

A associagdo dos fendtipos de multirresisténcia e formacao de biofilme entre amostras
de SCN ¢ um fator relevante que vem sendo investigado de modo crescente, principalmente
em amostras de origem hospitalar. Adicionalmente abordagens que envolvam a avaliagdo de
similaridade genética das amostras isoladas permitem inferéncias sobre a origem e dispersao

destas amostras dentro e entre unidades hospitalares.
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2.0 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a formagao de biofilme e o perfil
de resisténcia antimicrobiana de cepas nosocomiais de S. epidermidis isoladas de

hemocultura.

O alcance deste objetivo desdobrou-se nos seguintes objetivos especificos:

1) Avaliar comparativamente a capacidade de formagdo de biofilme entre cepas de S.
epidermidis em dois hospitais publicos da cidade do Rio de Janeiro, perante a seis métodos

fenotipicos;
i1) Identificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana das cepas estudadas;

ii1) Pesquisar a ocorréncia de genes associados a resisténcia antimicrobiana e a

producao de biofilme;

iv) Avaliar a associacdo entre a multirresisténcia e a capacidade de formacao de

biofilme;

v) Avaliar a similaridade genética entre as cepas estudadas.

16



3.0 — Revisao Bibliografica
3.1 Conceito de biofilme

Existem varias defini¢des de biofilme, mas no geral, estes podem ser definidos como
sendo uma matriz polimérica de aspecto gelatinoso, aderida a uma superficie solida, quase
sempre imersa em meio liquido e que é, essencialmente, constituida por um aglomerado de
c¢lulas microbianas, por agua e pelos seus produtos de excrecdo (substancias poliméricas
extracelulares) (ALLISON, 2003; SUTHERLAND et al., 2001). Um biofilme é considerado
uma estrutura muito adsorvente e porosa (possui canais de agua e poros) devido a ser
constituido essencialmente por agua (80 a 95% de agua). Os microrganismos representam
somente uma parte da massa de biofilme que, freqiientemente, ¢ menor que 10%. As
substancias poliméricas extracelulares (“Extracelular Polymeric Substances” - EPS) formam
um emaranhado que envolve todas as células microbianas representam cerca de 70 a 95% da

matéria organica da massa seca do biofilme.

No que diz respeito ao crescimento e a capacidade para resistir aos agentes biocidas,
os microrganismos associados em biofilmes exibem um comportamento diferente daqueles na
forma planctonica. Os mecanismos responsaveis pela resisténcia das bactérias dos biofilmes
aos agentes antimicrobianos podem estar relacionados com limitagdes difusionais a passagem
do agente pela matriz extracelular. (DONLAN & COSTERTON, 2002; GILBERT et al,
2003).

Estima-se que mais de 90% dos microrganismos vivam sob a forma de biofilmes
(COSTERTON et al., 1987) e praticamente nao existe nenhuma superficie que ndo possa ser
ou vir a ser colonizada por bactérias (CHARACKLIS e MARSHALL, 1990).

17



3.2  Composicao do biofilme

A composicdo dos biofilmes ¢ dependente das condigdes do meio (como a
temperatura, composicao do meio, pressao, pH e oxigénio dissolvido) (FLEMMING, 1991;
O’TOOLE et al., 2000) e sao tipicamente constituidos por agua, microrganismos, substancias
poliméricas extracelulares (EPS), particulas retidas e substancias dissolvidas e adsorvidas.

(CHARACKLIS, 1981).

A agua ¢ a fragdo mais significativa da massa total do biofilme, podendo variar entre
80 a 95% da massa total do biofilme (FLEMMING, 1996). Outros autores (CHRISTENSEN e
CHARACKLIS, 1990; NEU, 1994; AZEREDO E OLIVEIRA, 2000), referem que a razao
massa de agua/massa de biofilme pode ser até proximo de 99% ou mesmo atingir valores

superiores.

A matriz polimérica é a responsavel pela morfologia, estrutura, coesdo, integridade
funcional dos biofilmes e a sua composi¢ao determinam a maioria das propriedades fisico-

quimicas e bioldgicas dos biofilmes (FLEMMING e WINGENDER, 1999).

De acordo com alguns autores esta matriz tem o potencial de prevenir o acesso fisico
de certos agentes antimicrobianos restringindo a difusdo destes para o interior dos biofilmes

(ELVERS e LAPPIN-SCOTT, 2000; GILBERT et al., 1997; ALLISON, 2003).

Os microrganismos representam somente uma pequena parte da massa e do volume de
um biofilme (freqiientemente, menos de 10%), embora excretem as substancias poliméricas
que representam a fracdo dominante da matéria organica seca do biofilme. Segundo
FLEMMING (1993), as substancias poliméricas extracelulares, vulgarmente designadas EPS,
representam cerca de 70 a 95% da matéria organica da massa seca do biofilme. J4 BAKKE et
al. (1984) afirmam que a fragdo de EPS pode variar entre 50 ¢ 90 % do total da matéria

organica dos biofilmes.

Dos microrganismos freqiientemente encontrados num biofilme, bactérias sdo o grupo
predominante. As elevadas taxas de reprodu¢do, a grande capacidade de adaptacdo e de
producado de substancias e estruturas extracelulares, sdo as principais caracteristicas que fazem
das bactérias organismos com grandes capacidades de produgdo de biofilme (CHARACKLIS

et al., 1990). Pseudomonas, Bacillus, Alcaligens, Flavobactrium, Staphylococus, sao os
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géneros mais comuns de bactérias produtoras de biofilme ainda que umas apresentem,

naturalmente, uma maior aptidao que outras (Mattila-Sandholm, 1992; Wirtanen, 1995).

E enorme a diversidade de espécies microbianas que podem estar presentes nos
biofilmes, tanto nos habitats naturais quanto nos criados pelo homem. Microalgas, fungos,
protozodrios, bactérias e virus sdo microrganismos freqiientemente encontrados em biofilmes
(CHARACKLIS et al., 1990), ainda que sejam as células bacterianas a predominar, mercé da

sua maior versatilidade e resisténcia

Os polimeros extracelulares sintetizados pelos microrganismos constituem uma matriz
de aspecto gelatinoso, fortemente hidratada, a qual COSTERTON (1978) apelidou de
glicocélice. Estes polimeros extracelulares podem envolver firmemente cada uma das células
como uma discreta camada de cobertura — capsula — ou formarem filamentos que se estendem
das células a medida que vao sendo produzidos, constituindo um emaranhado agregador das

células constituintes do biofilme (designado, por vezes, por “slime”).

A composi¢do quimica das EPS ¢ muito heterogénea e complexa. Ainda que, de uma
maneira geral, sejam os polissacarideos a predominar (HORAN E ECCLES, 1986;
WIMPENNY et al., 1993), a matriz polimérica pode também ser constituida por proteinas,
substancias humicas, acidos nucléicos (DNA, RNA), (JAHN e NIELSEN, 1995),
glicoproteinas, fosfolipidios (GEHRKE et al., 1998), etc. HORAN e ECCLES (1986)
referem-se que polissacarideos podem constituir até 65% das EPS totais. Em estudos mais
recentes, com biofilmes de Pseudomonas putida, JAHN et al. (1999) afirmam que sdo as
proteinas a maior fracdo das EPS (até 75%) extraidas dos referidos biofilmes. Esta
discrepancia de valores constitui um indicio inequivoco de que ainda hd muito trabalho a

realizar nesta area, ndo cabendo, porém, no ambito do presente trabalho.
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33 Formaciao dos biofilmes

De acordo com BOTT (1993), a acumulagdo de biofilme ¢ um processo natural, que
ocorre segundo um padrao sigmoidal (Figura 1), como resultado de um balango entre varios

processos fisicos, quimicos e bioldgicos que ocorrem em simultaneo.

Fase
estacionaria

\ “Sloughing off”

Biofilme

<— Fase

Fase de .
exponencial

inducao

/

Tempo

Figura 1 - Acumulacio de biofilme ao longo do tempo (PEREIRA, 2001).

Os principais processos envolvidos na formagao de um biofilme sobre uma superficie

solida em contato com um meio liquido sao (Figura 2):

1- Adsorcao de substancias organicas dissolvidas a uma superficie s6lida em contato

com um meio aquoso, formando-se um “filme condicionador”;

2- Transporte de microrganismos e outras particulas do meio aquoso para a superficie

solida condicionada;
3- Adesao firme dos microrganismos a superficie;

4- Transporte de nutrientes da fase liquida para a interface liquido-biofilme, bem como

no interior do filme microbiano;

5- Produgdo de biofilme devido ao consumo dos nutrientes, conseqiiente crescimento e

reproducdo dos microrganismos aderidos e sintese de polimeros extracelulares;
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6- Transporte de subprodutos do biofilme para o exterior;

7- Desprendimentos de porgdes de biofilme devido a fenomenos de erosdo superficial

ou descolamento subito (“sloughing off”).

_ FLUIDO _

— _é L _ L — -

F.'I:':::'::s\‘-. Micrergamismas =

=35

N sererive

Figura 2 - Principais processos envolvidos na formacido de um biofilme

(PEREIRA, 2001).

Cada um destes processos contribui para o aumento (processos de deposi¢ao ou
ganho) ou para a diminui¢ao (processos de remocao, desprendimento ou perda) da quantidade
de biomassa acumulada numa determinada superficie solida, sendo o desenvolvimento de
biofilme intimamente dependente, em cada instante do balango entre os ganhos e as perdas de

biomassa (GJALTEMA, 1996).

As condi¢des hidrodinamicas do meio liquido circundante influenciam todos os
processos envolvidos no desenvolvimento do biofilme, pelo que, naturalmente, em fases
especificas do desenvolvimento do biofilme, um dos processos (de deposi¢ao ou de remogao)
pode predominar sobre os restantes, tornando-se o processo controlador do fenomeno global.
Os processos que intervém no crescimento bioldgico do biofilme estdo associados aos
mecanismos de transferéncia de massa do seio do liquido para a superficie do biofilme, que

podem ocorrer por difusdo molecular quando o fluido estd estagnado ou escoa em regime
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laminar, ou difusdo turbulenta e convec¢do for¢ada quando o escoamento se dd em regime
turbulento, seguidos de transporte no interior do biofilme e reagdo biologica (MELO, 1994).
Como a maioria dos processos de desenvolvimento de biofilme ocorre de forma consecutiva,
o processo mais lento influencia e limita a velocidade do processo global, tornando-se o

processo limitante (CHARACKLIS, 1990).

A formagdo do “filme condicionador” ocorre rapidamente, ap6s o transporte e
adsor¢do a superficie solida de ions e moléculas organicas dissolvidas no meio aquoso.
Segundo MITTELMAN (1998), este ¢ estabelecido nos primeiros 5 a 10 segundos ap6s uma
superficie solida limpa ser colocada no meio aquoso. A velocidade de formagdao do “filme
condicionador” ¢ dependente da concentragdo de moléculas organicas no meio aquoso € sua
afinidade para o suporte so6lido, das condigdes hidrodindmicas do meio liquido
(CHAMBERLAIN, 1992) e das caracteristicas superficiais do suporte (carga superficial,
energia livre de superficie, rugosidade) (MARSHALL e BLAINEY, 1990).

3.4  Fatores que influenciam no desenvolvimento dos biofilmes

O desenvolvimento de um biofilme pode ser afetado por diversos fatores entre os

quais se destacam:

* pH, temperatura;

» for¢a i6nica do meio;

» a velocidade de escoamento do liquido;

* a qualidade e concentracao de nutrientes do meio liquido circundante;

* caracteristicas dos microrganismos;

* material de construgdo e rugosidade da superficie solida;

* presenca de material particulado;

* presenga de micronutrientes (magnésio, potassio, calcio, sodio, etc.);

* presenga de agentes antimicrobianos.
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* presenga de particulas inorganicas.

O pH afeta a formacao do biofilme, pois a maioria dos biofilmes naturais forma-se em
valores de pH préximos da neutralidade. Desvios de pH para valores superiores ou inferiores
a 7 irdo, com certeza, afetar o desenvolvimento e atividade do biofilme (BOTT, 1995), pois o

pH tem um efeito preponderante no metabolismo microbiano.

O pH também afeta as propriedades elétricas superficiais dos microrganismos e das
superficies solidas, podendo aumentar ou diminuir a repulsdo eletrostatica entre as duas e

deste modo interferir no processo de adesao.

O tipo de microrganismo afeta a formagao de biofilmes porque se um microrganismo
apresentar uma maior capacidade de producdo de polimeros extracelulares, esse
microrganismo ira aderir com maior facilidade a suportes s6lidos por ligacdo entre as cadeias

de polimeros situadas na parede do organismo e no suporte.

O tipo de material, composicao e rugosidade sdo fatores importantes na formagao de
biofilme porque, em geral, as superficies onde ocorre a deposicdo de microrganismos
possuem irregularidades. Estudos efetuados permitiram concluir que a rugosidade e
porosidade do suporte condicionam a adesdo celular. A transferéncia de massa do seio do
liquido para o suporte parece aumentar devido a uma intensificacdo da turbuléncia e/ou
aumento da 4rea de transferéncia de massa (VIEIRA, 1995). A rugosidade de uma superficie
pode aumentar a retencdo de microrganismos, pois proporciona locais de abrigo menos
afetados pelas forcas do fluido. Estudos demonstraram que suportes sélidos com poros de
dimensdes equivalentes a cerca de 4 a 5 vezes o comprimento dos microrganismos
constituiam as melhores superficies de adesdo (VIEIRA, 1995). O efeito da rugosidade da
superficie ¢ importante quando ocorre a adesdo da primeira camada de microrganismos, tendo

menos influéncia quando uma superficie de adesao ja tem biofilme formado.

Os efeitos de velocidade do liquido tém um papel significativo no desenvolvimento e
estabilidade dos biofilmes (BOTT, 1993). A velocidade e turbuléncia da corrente liquida em
contato com as superficies solidas interferem com os processos de adesdo, transporte de
nutrientes ¢ de desprendimento dos microrganismos e, conseqiientemente, com o fendmeno

de desenvolvimento do biofilme.
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3.5 Efeitos do Biofilme nas diversas areas

Os biofilmes podem ter efeitos prejudiciais em diversas areas industriais bem como no

meio ambiente e saude.

Quando a producao de biofilme ¢ indesejada, este ¢ designado, freqiientemente, por
“sujeira bioldgica” (em inglés, “biofouling”), podendo ocorrer em inumeras situagdes, como
nos permutadores de calor em centrais térmicas de producdo de energia; circuitos de
transporte de 4gua (tubos, valvulas), diminuindo a qualidade da agua (aumentando,
conseqilientemente, os riscos da saude publica); torres de arrefecimento, como nos
equipamentos de processamento do leite (tanques de armazenagem, pasteurizadores), assim
como na deterioracdo de diferentes superficies de equipamentos (corrosdo). No setor
industrial, a principal conseqiiéncia da “sujidade biologica” ¢ econdmica, devido a redu¢do do
desempenho dos processos, a diminuicao da eficiéncia de operacdo dos equipamentos e aos
danos nas superficies solidas onde se acumulam. Como tal ha perdas de energia, verificando-
se aumento no consumo energético e diminuicdo da qualidade dos produtos, bem como,
despesas acrescidas de limpeza e manuteng¢do através da substituicdo precoce de pecas

deterioradas dos equipamentos (CHARACKLIS, 1990).

Igualmente considerados indesejaveis e extremamente prejudicais a saude, sdo as
peliculas bacterianas que se desenvolvem nos dentes, originando a cérie dentaria e outras
doencas da boca, nos pulmdes, nos cateteres urinarios, nos cateteres venosos, nas lentes de
contato, podendo originar infecgdes graves, por exemplo, em tecidos (osteomielite e
endocardite) e rejeigdes do material das proteses (COSTERTON et al., 1987, MORTON e
SURMAN, 1994; NEU, 1996).
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3.6  Género Staphylococcus

Staphylococcus spp sdo membros da familia Micrococcaceae e classificados como
cocos Gram-positivos em forma de cacho, catalase-positivos, € podem ser divididos em dois
grupos com base na producdo da coagulase; as espécies coagulase-negativas sdo distinguidas
de Staphylococcus aureus (coagulase positiva) pela sua incapacidade de coagular plasma de
coelho (WHITENER, 1993).

Staphylococcus spp estdo distribuidos na natureza, e fazem parte da microbiota normal
da mucosa e da pele de mamiferos e aves. O género ¢ composto por 40 espécies e 24 sub-
espécies e, em geral, apresenta uma relagdo benigna ou simbiodtica com o hospedeiro;
entretanto pode tornar-se patogénico quando ganha acesso aos tecidos por meio de
traumatismos da barreira cutanea, inoculaciao por agulhas, ou implantagdo direta por proteses

médicas (corpos estranhos).

Entre seus representantes, S. aureus ¢ a espécie mais virulenta ¢ o patdogeno mais

importante, porém a incidéncia de infecgdes causadas por SCN vem aumentando em todo o

mundo (SAKALI, 2004).

Os SCN s3ao um dos mais importantes patdgenos nosocomiais freqiientemente
envolvidos em infec¢des associadas com corpos estranhos implantados. A aderéncia das
bactérias ao polimero provavelmente ocorre pela contaminagdo com pequena quantidade de
bactérias da microbiota endégena do paciente durante o implante do material (EIFF, 1999). O
mecanismo pelo qual SCN interagem com o material protético e formam o que hoje ¢

conhecido como biofilme ainda esta sendo compreendido.

A formacao do biofilme ¢ considerada o principal fator de viruléncia dos SCN e as
mais importantes infec¢des causadas por estes microrganismos sdo infecgdes envolvendo
corpos estranhos, pois o biofilme confere protecdo aos microrganismos contra mecanismos de
defesa imune do hospedeiro e de agentes antimicrobianos (CAFISO, et al, 2004; MULDER e
DEGENER, 1998; MICHELIM, 2005).

Os SCN sdo reconhecidos como clinicamente importantes, principalmente quando
estdo envolvidos em infecgdes de proteses e equipamentos médicos, uma vez que geram

doengas graves e morte. No passado esta capacidade em causarem doenga era inesperada,
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principalmente por representarem um grupo de microrganismos considerados nao virulentos

(CHRISTENSEN et al., 1982; 1993; CHRISTENSEN et al., 1994).

Dados do “National Nosocomial Infection Surveillence System” revelaram que os
SCN correspondem a 33,5 % das infec¢gdes de corrente sangiiinea, sendo estes os
microrganismos mais isolados. Em segundo lugar encontram-se S. aureus com 13,4 % e em
terceiro lugar Enterococcus sp com 12,8 %. Esses dados de vigilancia nacional demonstram
ainda o aumento de resisténcia a antimicrobianos nos isolados de SCN, principalmente para
oxacilina, onde, de 1.881 microrganismos isolados 49% (922 isolados) apresentaram—se

resistentes a este antimicrobiano (WEBER et al., 1999).

Os SCN, particularmente S. epidermidis, sao os maiores causadores de infecgdes de
proteses e sao a causa principal de infecg¢ao por cateteres intravasculares (CHEESBOUGER et

al., 1986; JONES et al., 1986; SHERETZ et al., 1983).

S. epidermidis diferencia-se bioquimicamente das demais espécies estafilocdcicas por
apresentar reacdo positiva para as provas de: catalase, urease, fosfatase alcalina e reagdo
negativa para as provas de: oxidase pirrolidonilarilamidase, coagulase e fator clumping.
Apresenta resistencia a polimixina B e ¢ sensivel novobiocina. Quanto a utilizagdo aerdbica
de agticares, metaboliza sacarose, manose e maltose, o que ndo ocorre com a trealose € o

manitol (KLOOS et al., 1994).

No curso das infeccdes relacionadas aos dispositivos prostéticos, dois distintos
estagios ocorrem sucessivamente: a) a aderéncia primaria da bactéria as proteinas séricas do
paciente, que previamente recobrem o biomaterial inserido (VEENSTRAS et al, 1996); b) a
formacdo de agrupamento bacteriano em multi-camadas, mediado pela produgdo do

polissacarideo extracelular

3.7  Fatores que comandam a aderéncia dos SCN as superficies

As bactérias produzem multiplas adesinas e algumas sdo reguladas em nivel
transcricional, permitindo que os microrganismos escolham a forma séssil ou planctonica,
dependendo das diferentes influéncias do meio. O processo de formagao do biofilme e seu
desprendimento podem ser regulados por comunicagdo célula a célula e pela densidade da

populacdo formada. Dentro do biofilme maduro ha diferencas no crescimento bacteriano,
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producao metabolica, pH, nivel de oxigénio, sintese de polimeros extracelulares entre outras

situagdes que permitem a estabilidade e a persisténcia do biofilme (MORALES et al., 2004)

A matriz extracelular produzida pelas células estafilocdcicas denominada
“polysaccharide intercellular adhesin” (PIA) ¢ produzida pela enzima N-
acetilglucosaminiltransferase (MACK et al, 1999), que ¢ codificada por um operon
denominado “intercellular adhesion” (ica), composto de quatro genes icaA, icaD, icaB, icaC,
e uma regido promotora denominada icaR (HEILMANN et al, 1996; GERKE et al, 1998;
CRAMTON et al, 2001). A seqiiéncia de genes Ica ¢é freqiientemente ausente nas cepas
comensais (ZHANG et al, 2003). O gene icaA ¢ o principal fator associado a sintese de PIA
(MACK et al, 2000), embora a co-expressao dos quatro genes seja absolutamente necessaria

para esta sintese (GERKE et al, 1998).

3.8  Outras proteinas que contribuem para a formacio de biofilme

Recentemente GILL et al (2005), realizando a analise genomica de cepas de S.
epidermidis, comparando cepas produtoras ¢ ndo produtoras de biofilme revelaram que além
do operon icaADBC, as cepas produtoras de biofilme apresentam uma proteina de parede
celular associada a biofilme (Bap), contida em uma ilha de patogenicidade SaPlbov2, que
previamente havia sido identificada em cepas de S. aureus relacionadas a mastite bovina, e

esta associada a prim eira fase de aderéncia a superficies de poliestireno.

Existem proteinas que também parecem ser essenciais para a formacao de biofilme em
S epidermidis. Uma proteina extracelular de 140 kDa (“acumulation-associated protein” —
AAP), aparenta ser essencial para o crescimento acumulativo de cepas de S. epidermidis em
superficie de polimeros, visto que sua auséncia em um mutante ndo permitiu a aderéncia da
cepa. Tem sido proposto que AAP tem um papel na ancoragem do PIA na superficie celular.

(SCHUMACHER-PERDREAU et al 1994; HUSSAIN et al 1997).

O S. epidermidis produz uma proteina de superficie que esta envolvida na interagdo
com fatores do hospedeiro e na formagdo do biofilme em biomateriais revestidos por
proteinas. A aderéncia de isolados clinicos de SCN ¢ alcangada pela ligagao da fibronectina a

superficie do material. A autolisina atlE de S. epidermidis ndo esta somente envolvida na
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aderéncia inicial das células com a superficie de biomateriais, mas também liga-se a matriz

extracelular protéica da vibronectina.

Um papel central na patogenese dos estafilococos tem sido atribiuda ao Quérum sense
através do sistema gene acessorio regulador (AGR). Ha evidéncias de que o gene agr pode
influenciar no comportamento e patogénese de biofilm-associados a S. aureus e S.
epidermidis e podem contribuir para a natureza cronica de alguns biofilmes e infecc¢des
associadas. Na verdade, muitos dos produtos envolvidos no desenvolvimento do biofilme,
incluindo alfa toxinas, adesinas associadas a superficie, hemolisinas, e¢ a autolisina Atle (em

S. epidermidis), sdo regulados pelo sistema agr, pelo menos in vitro.

3.9  Variacio da expressao do biofilme

Nem sempre a presenga do operon ica remete a sua expressao fenotipica. Cepas de S.
epidermidis provenientes de um mesmo clone sofrem mudangas quanto a: produgdo de
biofilme, morfologia da coldnia, taxa de crescimento e susceptibilidade a antimicrobianos
(CHRISTENSEN et al, 1987, ZIEBURN et al, 1997). A alteracdo quanto a producdo de
biofilme e demais caracteristicas fenotipicas a ela relacionadas se devem a inser¢ao e excisao
alternada e reversivelmente de um elemento genético movel, a seqiiéncia de inser¢do 256
(IS256), em diferentes locais do operon ica, (Figura 3), principalmente em icaC,
interrompendo ou diminuindo a sintese de PIA (ZIEBURN et al, 1999; HANDKE et al,
2004).

1 x 15256 1x 15256 11 x [8256

R L>|> ' — —}T >§m "

Figura 3- Operon ica e as possiveis regioes de insercio de 1S256. (ZIEBUHR et
al,1999)
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3.10 Resisténcia antimicrobiana

Nos anos 40 do século passado ocorreu o aparecimento de Staphylococcus sp
resistentes a penicilina, em 1944 Kirby publicou a primeira descricdo de penicilinase
produzida por S.aureus. Ja nos anos 60 verificou-se o aparecimento de Staphylococcus sp.
resistentes a meticilina. Em 1996 foi relatado um caso de infec¢do por S. aureus com
resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) no Japao, e em junho de 2002 nos EUA, oito
amostras isoladas de pacientes internados foram confirmadas como resistentes intermediarios
a vancomicina ¢ no mesmo ano foi confirmado um caso de S. aureus resistente a vancomicina
(VRSA) isolado de cateter em um paciente diabético. (MMWR, 2002, MMWR, 1997,
CHAMBERS, 2001).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado um grave problema nas
duas ultimas décadas, em que, as bactérias Gram positivas t€ém contribuido de maneira muito

significativa para este aumento.

Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos podem ser gerados por: mutagao,
presenga de genes de resisténcia; troca de material genético. A pressdo seletiva pelo uso
excessivo de antibidticos (principalmente em ambientes hospitalares) colabora com o

aumento da mulirresisténcia (FILE Jr., 1999; WITTE, 2000).

Os genes que codificam resisténcia a antimicrobianos estdo em elementos genéticos
moveis (transposons) e podem estar localizados em cromossomo ou em plasmidios. O DNA
cromossomico ¢ relativamente mais estavel, enquanto o DNA plasmidial ¢ facilmente
transportado de uma linhagem para outra por conjugacdo bacteriana, permitindo uma
transferéncia de genes, incluindo os de resisténcia a antimicrobianos (KONEMAN et al.,

1997).

v Resisténcia a Aminoglicosideos

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos em Staphylococcus ¢ a
inativacdo das drogas por enzimas celulares modificadoras dos aminoglicosideos. Diversos
loci distintos que codificam estas enzimas foram caracterizados em Staphylococcus, os mais
importante destas regides codificam atividades para as enzimas acetiltransferase (AAC),
adenililtransferase (ANT) e fosfotransferase (APH). Os aminoglicosideos, modificados em

grupos aminos pela enzima AAC ou em grupos hidroxilas pela enzima ANT ou APH, perdem
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a habilidade de se ligar aos ribossomos e assim nao inibem mais a sintese protéica das células

bacterianas. (SCHMITZ et al., 1999, NEVES et al 2007)

A resisténcia a gentamicina e concomitante resisténcia a tobramicina e kanamicina em
Staphylococcus sdao mediada pela atividade de uma enzima bifuncional. Os genes aac (6°)-le
+ aph (2") que codificam esta enzima bifuncional e estdo inseridos no transposon Tn4001.
Elementos semelhantes ao Tn4001 estdo amplamente distribuidos entre S. aureus e SCN. O
Tn4001 foi encontrado na familia de plasmidios pSKI1, plasmidios conjugativos como o

pSK23 e em outros locais do cromossomo. (SCHMITZ et al., 1999)

Resisténcia a neomicina e kanamicina conferida por uma enzima APH (3)-1II também
tem sido descrito em Staphylococcus. O gene APH (3’)-11la é responsavel por este fendtipo e
esta localizado no transposon Tn5405, que pode ser localizado no cromossomo ou em

plasmidios. (SCHMITZ et al., 1999)

A genética de resisténcia a estreptomicina € um pouco mais complexa, sendo
associada ao gene ant(6)-la, um gene de resisténcia chamado str e mutagdes cromossémicas

nos genes (StrA), APH(3’)-111 e ant (4’)-l1a. (SCHMITZ et al., 1999).

v Resisténcia a mupirocina

A mupirocina ¢ um antibiotico produzido por Pseudomonas fluorescens. Esse
antibiotico age por ligacdo competitiva a enzima isoleucil RNAt-sintetase (IRS), inibindo com

isso a sintese protéica (NUNES et al., 1999).

GILBART et al em1993 dividiram as cepas resistentes a mupirocina em dois grupos,
de acordo com o nivel de resisténcia. Cepas com baixo nivel de resisténcia (MIC > 8 a <256
ug/mL) produzem uma enzima IRS modificada com baixa afinidade pela mupirocina. Essa
modificagdo ocorre devido a mutagdo no gene cromossomico ileS que codifica a isoleucil
RNAt-sintetase. O mecanismo de baixo nivel de resisténcia a mupirocina ainda ndo esta
completamente esclarecido. Cepas com alto nivel de resisténcia (MIC > 512 ug/mL)
apresentam um gene adicional (ileS-2) localizado em um plasmidio conjugativo. Alguns
estudos demonstraram a presenga de uma copia cromossomica do gene ileS-2 codificando
baixo nivel de resisténcia, assim os autores sugerem que o baixo nivel de resisténcia difere da
resisténcia de alto nivel somente pela localizagdo ou numero de cépias do gene ileS-2

(RAMSEY et al., 1996; NUNES et al., 1999).

30



v Resisténcia as Oxazolidinonas

As oxazolidinonas sdo uma classe de antimicrobianos que atuam na fase tardia da
sintese protéica, tendo um efeito bacteriostatico sobre a célula bacteriana. O primeiro
antimicrobiano representante dessa classe foi a linezolida. Estudos sugerem que linezolida
inibe a sintese protéica através da ligagao a subunidade 50s no dominio V do 23S rRNA perto
da interface com a subunidade 30s, assim bloqueando a formagdo do fMet-tRNAribosome-

mRNA (FUNG et al 2001).

v Resisténcia a fluoroquinolonas

Os mecanismos mais comuns de resisténcia dos Staphylococcus a fluoroquinolona
envolvem mutacgdes da topoisomerase IV ou DNA girase, que presumivelmente reduzem a
afinidade destas enzimas alvo para fluoroquinolonas. O segundo mecanismo, conhecido como
bomba de efluxo, proporciona um menor grau de resisténcia das cepas, funciona envolvendo
uma superexpressdo da bomba de efluxo, ao qual é codificada pelo gen norA (multidrug

efluxo norA).

Bombas de efluxo norA eliminam uma variedade de compostos toxicos, incluindo
fluoroquinolonas, da célula bacteriana para o meio exterior, reduzindo assim a concentragao

citoplasmatica da droga, na célula bacteriana ( MARKHAM et al.1996, KAATZ et al 1995).

v" Resisténcia a macrolideos

A forma mais freqiiente de resisténcia aos macrolideos ¢ a combinagdo de resisténcia
macrolideos-lincosamidas -streptogramin B (MLSg). Neste caso, o mecanismo envolve a
dimetilagdo na por¢ao 23S rRNA por uma metilase especifica, resultando em ribossomos que

ndo se liga mais a MLSg (DUVAL, 1985, PECHERE, 2001)

Esta metilagdo ¢ codificada pelos genes erm. Em S. epidermidis ermC, esta localizado
em cromossomo ou plasmideo. Apenas dois relatos indicaram resisténcia a macrolideos que
pode ocorrer por um mecanismo de reducao da entrada de antibiotico nas células por bomba
de efluxo codificada pelo gene msrA. Um caso envolve um isolado clinico de S. epidermidis

contendo plasmidio pNE24. (GOLDMAN et al, 1990, SJOLUND et al 2005).
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v Resisténcia as estreptograminas

As estreptograminas constituem um grupo de antibidticos formados por uma mistura
de duas classes de componentes quimicamente distintos, designados estreptograminas A ¢ B

(TAVARES. 2002).

A ligacdo desses componentes a subunidade 50S do ribossomo bacteriano causa
inibicdo da sintese de proteinas. Isoladamente, cada componente apresenta moderada
atividade bacteriostatica, mas a combina¢do demonstra efeito sinérgico bactericida, que tem
sido atribuido a ligagdo sinérgicas desses componentes com seu sitio de ac¢do localizado no

ribossomo (BEYER et al. 1998).

Uma vez que as estreptograminas A e B sdo quimicamente distintas e tém diferentes
sitios de ligacdo, os mecanismos de resisténcia dessas duas estreptograminas sao diferentes.
Tem sido relatada a existéncia, em estafilococos, de resisténcia a cada componente das

estreptograminas (LINA et al. 1999)

O tipo mais comum de resisténcia a estreptogramina B estd relacionado com a
producdo de metilases ribossomais codificadas pelo gene erm. A resisténcia resulta na

diminui¢do da ligacdo da estreptogramina B com o ribossomo bacteriano.

A atividade sinérgica inibitéria dos dois componentes das estreptograminas ¢
conservada mesmo quando o RNAr 23S ¢ modificado pela acdo de metilases erm, no entanto
a atividade bactericida resultante da combinag¢do das duas estreptograminas ¢ alterada. Em
contraste com essa situacdo, a resisténcia a estreptogramina A aparenta suprimir, pelo menos
em parte, o sinergismo mostrado pela combinacgdo das estreptograminas (ALLIGNET et al.,
1996). A resisténcia a estreptogramina A ¢ geralmente causada por genes que codificam
acetiltransferases (vatA, vatB e vatC ) ou genes que codificam bombas de efluxo (vgaA e
vgaBA) (ALLIGNET et al. 1995, 1997).

A resisténcia a estreptogramina A ¢ freqiientemente associada a inativagdo da
estreptogramina B por liases codificadas pelos genes vgb, o que resulta em um alto nivel de

resisténcia a mistura de estreptograminas (MUKHTAR et al. 2001).

A detecgdo de resisténcia em Staphylococcus aureus durante a terapia com

quinupristina-dalfopristina tem sido raramente relatada. Em um caso de falha apds o
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tratamento com quinupristina-dalfopristina, a resisténcia se deu em virtude da aquisicao do

gene vat (KEHOE et al. 2003).

v' Resisténcia a p-lactimicos

A resisténcia a antibioticos B-lactamicos ¢ causada pela alteracao das proteinas de
ligagdo de penicilinas (PBPs), relacionada a baixa afinidade deste antimicrobiano a estas

proteinas, ou pela producao de enzimas de B-lactamases. (CHAMBERS, 1997)

O antimicrobiano oxacilina ¢ um antibiodtico B-lactamico (Penicilina M) sintético (3-
fenil-5-metil-4-isoxazolilpenicilina) muito utilizado na pratica médica para tratamento

hospitalar de infec¢des causadas por Staphylococcus spp (GILBERT et al., 2003).

O mecanismo pelo qual a oxacilina inibe o crescimento bacteriano dos Staphylococcus
estd baseado na inibicdo da sintese da parede celular pela ligagdo deste antimicrobiano a
proteina ligadora de penicilina (PBP) presente na parede celular destes microrganismos. Estas
proteinas possuem atividade bioquimica similar a das serina proteases, pois catalizam a
reacdo de transpeptidase que faz a ligacdo cruzada dos peptidoglicanos da parede celular. As
quatro principais PBPs sdo PBP 1, 2, 3 e 4 e sdo produzidas tanto por isolados de

Staphylococcus sensiveis como resistentes (CHAMBERS, 1997).

Para que os antibidticos p-lactdmicos atuem € necessario que estes penetrem na célula
bacteriana através de sua parede celular, inativando alvos especificos localizados na superficie
interna da parede celular bacteriana. Se este mecanismo nao estiver afetado o antibidtico
devera ligar-se as PBP. Os antibidticos possuem afinidades variaveis as PBPs, onde alteragcdes
dessas afinidades ou aquisicido de PBPs suplementares sem afinidades pelo antibidtico
resultardo em uma resisténcia adquirida via mutagdo, a qual poderda ser transmitida
verticalmente. Quando o antibidtico B-lactamico se liga a um ou mais receptores de penicilina
a reacdo de transpeptidagdo ¢ inibida e a sintese do peptidioglicano ¢ bloqueada e, na
seqiiéncia, ocorre a inativacdo das enzimas autoliticas da parede celular. No caso de
Staphylococcus spp o principal mecanismo de resisténcia para oxacilina ¢ a alteracdo das

PBPs (AMATO NETO et al., 1994; CHAMBERS, 1997).
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A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp ¢ heterogénea, conferida
principalmente pelo gene mecA, correlacionado a baixa afinidade deste antimicrobiano a
proteina PBP 2a. Um segundo mecanismo de resisténcia, independente do gene mecA, ¢ a
hiperproducao de B-lactamases (MARTINEAU et al., 2000a). Um outro mecanismo de
resisténcia descrito ¢ a altera¢do de outras PBPs (PETERSSON et al., 1999; PETINAKI et al.,
2001).As PBPs sao subdividas em 1, 2 e 3 sdo essenciais e tém alta afinidade (sitios-alvo)
com os antibidticos beta-lactimicos, unindo-se a esses por ligacdes covalentes. A PBP 2*
apresenta baixa afinidade com os antibidticos beta-lactdmicos, ela alterada ¢ codificada por
um gene cromossomico denominado mecA, ja descrito anteriormente. E por ultimo a PBP2 e
PBP2’que ocorre hiperproducdao das proteinas ligadoras de penicilinas, espessamento da

parede celular e aprisionamento das drogas. (Chambers 1997).

v Resisténcia aos glicopeptideos

Os primeiros relatos de sensibilidade diminuida & vancomicina foram descritos
primeiramente em S. haemolyticus (SCHWALBE et al., 1987), em seguida para S. aureus
(MMWR, 1997) e em S. epidermidis demonstrando resisténcia heterogénea (SIERADZKI et
al., 1999), onde o mecanismo de resisténcia envolvido foi um espessamento da parede celular
destes isolados, uma vez que estes ndo apresentaram gene de resisténcia a glicopeptideos
envolvidos, mas todos estes isolados eram oxacilina resistentes (TENOVER et al., 2001). Os
primeiros relatos de resisténcia a vancomicina e teicoplanina foram descritos em 1988 em
isolados de Enterococcus spp. (LECLERCQ et al., 1988) portadores do gene vanA, o qual
codifica a resisténcia a esta classe de drogas. A disseminagdo clonal de E. faecalis resistentes
a vancomicina, através do genotipo vanA ja é uma realidade no Brasil (MORETTI et al.,
2004) e uma das principais recomendagdes e preocupagdes do CDC ja em 1995 era a
possibilidade da transferéncia deste gene de resisténcia para Staphylococcus spp (MMWR,
1995). Com o primeiro relato em 2002 e, até a data deste estudo sdo relatados 3 casos de S.
aureus resistentes a vancomicina na literatura (MMWR, 2004), os quais eram resistentes a
oxacilina e a vancomicina/teicoplanina sendo portadores do gene mecA e do gene vanA
respectivamente. Devido a maior incidéncia de Staphylococcus spp, de uma maneira geral, em
amostras clinicas e o seu elevado grau de resisténcia a antimicrobianos de escolha priméria, se
faz necessdrio o uso empirico de vancomicina para tratamento das diversas infecc¢des

causadas por estes microrganismos. Embora o seu uso seja muitas vezes necessario, o
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emprego deste antibidtico em larga escala pode acarretar o efeito da pressao seletiva levando
ao aparecimento de isolados, principalmente SCN, com sensibilidade diminuida ou mesmo
com perfil de resisténcia a este grupo de drogas. Os SCN podem ser considerados como
reservatorios de genes de resisténcia a diversos antibidticos no ambiente hospitalar podendo,
portanto, transferir esses fatores a outros patogenos hospitalares (CERCENADO et al., 1996;
TENOVER et al., 1998; SIERADZKI et al., 1999).
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4.0 METODOLOGIA

- Amostras bacterianas

Amostras bacterianas de Staphylococcus epidermidis, de origem hospitalar,
provenientes de a0 menos duas hemoculturas positivas, foram obtidas nos laboratorios de
Bacteriologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Estado do
Rio de Janeiro no ano de 2005 com 16 amostras ¢ do Laboratorio de Bacteriologia do
Instituto Nacional do Cancer (INCA)no ano de 2008 com 60 amostras — HCI mediante
autorizacdo da chefia de cada laboratorio. O protocolo da pesquisa foi submetido a aprovacao
do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do INCA sob registro no CEP n°

122/07.
- Critérios de exclusido
Nao foram utilizadas amostras bacterianas que:

e Foram provenientes de outros materiais que ndo de hemoculturas;
e Apresentaram testes positivos ou duvidosos para o teste da coagulase;
e Nio confirmaram identificagdo como S. epidermidis.

e Nao apresentaram duas ou mais hemoculturas positivas
- Identifica¢do do S. epidermidis

As cepas de S. epidermidis foram identificadas pelo sistema automatizado de
identificacdo da bioMérieux, VITEK 2 e confirmadas em laboratorio pelos testes de: urease,

produgdo de acetoina, coagulase e fermentagdo do manitol.
- Teste de susceptibilidade antimicrobiana

O teste de sensibilidade antimicrobiana foi realizado pelo método de difusdo em disco,
de acordo com as recomendagdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI 2007)
Os antibidticos utilizados foram: tetraciclina (30 ug), gentamicina (10 pg), penicilina G (10
U), vancomicina (30 pg), oxacilina (1 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 pg),
mupirocina (5 pg), clindamicina (2 pg), ciprofloxacina (5 pg), linezolida (30ug), teicoplanina
(30ug) e Rifampicina (5 pg)
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- Avaliacao fenotipica da formacao de biofilme:

e Ensaio com Agar vermelho Congo

A producdo de “slime” foi verificada em placas contendo agar vermelho Congo

(Congo red agar), de acordo com FREEMAN et al. (1989)

As cepas de Staphylococcus epidermidis foram semeadas em agar vermelho congo e
incubadas em aerobiose a 37°C, em estufa bacteriologica, por 24 horas e a seguir a
temperatura ambiente por 18 horas. Apos este periodo foi realizada a leitura das placas para
verificar a produgdo de “slime”. A presenca de colOnias negras com consisténcia cristalina
seca indica um resultado positivo, isto €, colonia produtora de “slime”. As colonias nao

produtoras de “slime” sdo vermelhas e indicam resultado negativo para o teste.

O preparo do meio foi realizado da seguinte forma:

Agar de cérebro-coragio-BHI (MERCK)........c.cooueiueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 37,0g
Sacarose (MERCK).......ccoiiiiiiieiie et 50,0g
Corante vermelho Congo (VETEC).......coooiiiiiiiiiiiieiececeeeeee e 0,8g
AGUA AESHIAAA. ... 1000,0mL

pH 7,3 +£0,2a25°C
Ao meio esterilizado e resfriado a 55°C sera acrescentado assepticamente a solucao aquosa do

corante vermelho Congo e sacarose.

e Ensaio de aderéncia em tubo

Tubos de plastico tipo Eppendorf (AXIGEN) foram utilizados no ensaio de aderéncia.
As cepas de S. epidermidis foram inoculadas em tubos contendo 2,0mL de caldo tripticase
soja (TSB) com 0,25% de glicose e incubados a 35-37°C, em estufa bacteriologica, por 24
horas. Apds este periodo a cultura em TSB foi diluida a 1:100 em um novo TSB. A seguir
uma aliquotas de 1 ml de cada cultura diluida foram transferidas para Tubos de pléstico tipo

Eppendorf e em seguida incubados em estufa bacterioldgica a 37°c por 24hs, posteriormente o
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conteudo dos tubos foram retirados, e 1ml de cristal violeta de Gram foi adicionado em cada

tubo para corar.

O crescimento aderente foi considerado quando apresentou revestimento a superficie
interior do tubo. A presenga de um anel na interface liquido-ar, ndo foi considerada como

indicativo de crescimento aderente.

e Ensaio de aderéncia em placas de poliestireno(TPP)

Os ensaios de aderéncia em placas de poliestireno foram realizados utilizando uma
etapa comum de inoculagdo e incubacdo, porém com o emprego de trés métodos distintos de

avaliacdo descritos brevemente a seguir:

1. Método de Christensen

As cepas de Staphylococcus epidermidis foram inoculadas em tubos com tampa de
rosca contendo 2,0mL de caldo TSB com 0,25% de glicose e incubados a 35-37°C, em estufa
bacteriologica, por 24 horas. Apos este periodo a cultura em TSB foi diluida a 1:100 em um
novo TSB. A seguir aliquotas de 200uL de cada cultura diluida foram transferidas para cada
um dos pogos (96 pocos com fundo em U) da placa de poliestireno esterilizada. A seguir
estas placas foram incubadas por 18 horas a 37°C. Apds este periodo, o contetido de cada
poco foi aspirado com uma pipeta automatica os pogos foram lavados duas vezes com 200uL
de tampao fosfato salina (PBS). A secagem da placa foi realizada em estufa a 60°C. A seguir,
os pogos foram corados com Cristal Violeta de Gram por 1 minuto e lavados com agua

destilada.

A densidade optica (D.O.) dos filmes bacterianos aderidos e corados foi lida com o
auxilio de um leitor para ELISA em filtro de 620 nm e as cepas classificadas em quatro
categorias de acordo com a média da DO obtida nas triplicatas:

Nao aderente (NA)=DO < DOc¢x,

Fracamente aderente (FA+) = DOcn < DO <2 x DOc¢n,

Moderadamente aderente (MA++) =2 x DOcn < DO <4 x DOcn

Fortemente aderente (FOA+++) =4 x DOcy < DO. (CHRISTENSEN et al. 1985)
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2. Método de Amaral (Unidade de Biofilme)

Apos incubagdo por 20 h a 37 °C. A densidade otica provocada pelo crescimento
bacteriano (DO,) foi determinada em leitor de ELISA a 620nm. Apoés esta leitura, a placa foi
lavada duas vezes com solugdo salina e as bactérias fixadas a placa a 65 °C por 1 h. Em
seguida, 200 pL de solucdo de cristal violeta para Gram foram adicionados a cada pogo, por 1
min. A placa foi entdo lavada duas vezes com agua destilada estéril e a 4gua evaporada a 60
°C. A densidade otica do biofilme (DOy) foi medida a 620 nm e as cepas classificadas
segundo Amaral, Coelho & Flores, 2005. S. epidermidis 70D e Streptococcus pyogenes 75194
foram usados como controle positivo e negativo do teste, respectivamente. O critério para
classificagdo da produgdo de biofilme foi baseado nos resultados obtidos para o controle
negativo (S. pyogenes). A unidade de biofilme (UB) foi calculada usando a férmula DO, /
DO,

Assim, tomando-se por base a medida de UB para o controle negativo as cepas
que apresentaram UB < 2 x UBCN foram definidas como ndo aderentes e as que
apresentaram resultados iguais ou maiores que 2x UBCN foram classificadas como aderentes
e descriminadas conforme segue: 2x UBcn < UB < 4 x UBcn como fracamente aderentes; 4x
UBcn < UB < 8x UBcny como moderadamente aderentes € UB > 8x UBcn como fortemente

aderentes (AMARAL, COELHO & FLORES, 2005).

3. Método de Djordjevic

Apo6s incubacao por 20 h a 37 °C, o contetido de cada poco foi aspirado com uma
pipeta automatica os pocos foram lavados duas vezes com 200uL de tampdo fosfato salina
(PBS). A secagem da placa foi realizada em estufa a 60°C . A seguir, os pocos foram corados

com Cristal Violeta de Gram por 1 minuto e lavados com agua destilada.

A placa foi seca em estufa a 60°C e o corante impregnado nas células bacterianas foi
eluido com 200 pL de etanol absoluto. Uma aliquota de 150 pL da solugdo contida em cada
um dos pogos da placa sera transferida para outra placa limpa e seca. A DO sera quantificada

através de um leitor de ELISA com comprimento de onda de 620 nm e as cepas classificadas
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em quatro categorias de acordo com a média da DO obtida nas triplicatas: Nao aderente (NA)
— DO < DOcy , fracamente aderente (FA) - DOcny < DO < 2 x DOcn , moderadamente
aderente (MA) - 2 x DOcy < DO <4 x DOcn ou fortemente aderente (FOA) - 4 x DOcn <
DO. (DJORDIJEVIC et al 2002)

-Avaliacao genotipica da formacio de biofilme e resisténcia antimicrobiana
e Extraciao do DNA Total

A extragcdo do DNA foi realizada através da lise total por fervura. Resumidamente, as
cepas bacterianas foram crescidas até atingir a fase estacionaria em 2 ml de TSB a 37 °C por
24 horas e apods este periodo foram inoculadas em placas de Agar Tripticase de soja e
novamente incubadas por 24 horas a 37°C, em seguida a placa foi lavada com 1 ml de PBS e
uma aliquota de 50 pl deste lavado foi diluido em microtubos contendo 500 pl de PBS. A
amostra foi entdo fervida por 10 minutos e centrifugada por Imin a 12.000 x g, o
sobrenadante foi entdo removido e transferido para outro microtubo, para ser estocado a -

20°C.
e Reacio em cadeia pela polimerase (PCR) para a amplificacdo do DNA.

Os fragmentos contendo os genes icaAD; Meca, atlE, aap e bap foram amplificados,
a partir de DNA genomico de cepas de S. epidermidis isoladas de hemocultura, por PCR
utilizando-se os iniciadores especificos para a amplificagdo dos genes em estudo (FIGURA
1). As condi¢des de reacdo foram iguais para todos os iniciadores, onde foram utilizados os
seguintes reagentes da empresa INVITROGEN:1,5mM de magnésio, 1U de Taq polimerase,
25 pmol de cada iniciador, 200 uM de DNTP , 5ul de tampao de PCR 10X , 5u de DNA
molde e 4gua ultrapura g.s.p 50ul .

Foram realizados 30 ciclos de amplificagdo em termociclador em termociclador PTC-
100 (MJ Research®, INC, Waltham, EUA) consistindo nas seguintes etapas: 94° por
30segundos, 55° por 30segiundos e 72°c por 1 minuto como ilustrado na (tabela 1). Os

fragmentos de DNA amplificados foram analisados em gel de agarose 1%.
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Tabela 1: condi¢cdes da reacdo de PCR

Primer sequencia do primer 5' -3 Amplicon Genebank Denaturagao Anelamento extenséo
(bp) referéncia T(°c) Tempo (s) T (°c) Tempo (s) T (°c) Tempo (S)
mecA-F TCCAGATTACAACTTCACCAGG 160 YO68000 94 30 55 30 72 60
mecA-R CCACTTCATATCTTGTAACG YO68000 94 30 55 30 72 60
icaAD-F TAGTAATCACAGCCAACATCTT 496 AY382582 94 30 55 30 72 60
icaAD-R AAACAAACTCATCCATCCGAAT AY382582 94 30 55 30 72 60
atlE-F GCTAAGGCACCAGTAAAAAGT 480 u71377 94 30 55 30 72 60
atlE-R GACCTCATCTTGTTTTACCCA u17378 94 30 55 30 72 60
aap-F CAACGAAGGCAGAAGAAGGA 719 AJ249487 94 30 55 30 72 60
aap-R CATCCCCATCTTTCTTGCTG AJ249488 94 30 55 30 72 60
sasp-6m CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTGCAC 971 AF288402 94 20 42 20 72 50
sasp-7c GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC AF288402 94 20 42 20 72 50

- Avaliacio da similaridade genética entre as amostras

Para avaliar a similaridade genética entre as amostras foi utilizada a técnica de RAPD

como descrito a seguir:
e Padronizacio do DNA para realizacio da técnica de RAPD

A extracdo de DNA total foi realizada como descrito por Pacheco (1997). Apds
incubacao por 24 h a 37 °C, algumas coldnias isoladas em placas com TSA foram removidas e
diluidas em 3 mL de PBS. A seguir, 400 pL. desta suspensdo foram adicionados a 3,6 mL de

PBS (diluicao 1:10) e a densidade otica (DO600 ) medida. Com auxilio da formula abaixo,

obteve-se o volume necessario da suspensao de células para a fervura.

Formula: DO encontrada 200 pL
04 x

O volume calculado da suspensdao de células em PBS foi transferido para um
Eppendorff e centrifugado por 2 min a 12.000 xg. Posteriormente, o sobrenadante foi
removido e o sedimento re-suspenso em 200 pL. de PBS. A amostra foi entdo fervida por 10

min e apds centrifuga¢do por 1 min a 12.000 xg, o sobrenadante foi removido e transferido

para outro Eppendorff, para ser estocado a—20 C.
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e “Random Amplification of Polymorphic DNA” (RAPD) PCR

As reagdes de RAPD foram realizadas com duas seqiiéncias iniciadoras distintas em
reagoes separadas: 1254 (5’-CCGCAGCCAA-3’) e 1252 (5’-GTGGATGCGA-3’). A reacdo,
num volume final de 30 microlitros e dgua destilada ultra-pura, era composta dos seguintes
componentes (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo-SP): tris-HCL(ph8,4) 20mM; KCI, 50mM;
MgCl, 3mM; 250uM de cada um dos deoxinucleotidios trifosfatados (ANTP), 30pmol do
iniciador, 1U de Taq polimerase e 3 puL do lisado bacteriano(DNA molde). A reacdo de
amplificacio ocorreu em termociclador PTC-100 (MJ Research®, INC, Waltham, EUA)
consistindo nas seguintes etapas: 4ciclos de 94°c, 37°C e 72°C por 5 minutos cada, seguido de
30 ciclos com as mesmas temperaturas mas com tempos de 1,1 e 2 minutos, respectivamente,
seguindo-se uma etapa final de extensdo a 72°C por 10minutos. Os amplicons foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% em cuba HMEDI1S (Biosystems,
Curitiba, Brasil) a 70V por aproximadamente 4horas, utilizando-se em cada corrida um
marcador de peso molecular de 100 pares de base (Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo-SP). Apds
coloragdo com brometo de etidio (0,5 pug/mL) todos os géis foram fotografados sob luz

ultravioleta para posterior interpretagdo e analise.

Na caracterizagdo das amostras considerou-se como de mesmo tipo RAPD
(designado por nimeros romanos) aquelas que apresentassem indice de similaridade acima de
75% (GRIF et al., 1998). Os subtipos, apresentando ao menos uma banda polimorfica, foram

designados por letras mintsculas.

Os perfis genéticos das amostras foram comparados através do programa
RAPDistance versdao 1.03 (ARMSTRONG et al. 1994), utilizando-se como algoritmo de
similaridade o coeficente de Jaccard . A matriz de distancias gerada pelo programa foi
utilizada para a constru¢do de um dendrograma, empregando o método UPGMA
(agrupamento pareado por médias aritméticas) com o auxilio do programa MEGA (KUMAR

etal., 1993).
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5.0 RESULTADOS

5.1- Perfil de resisténcia antimicrobiana
5.1.1 Amostras isoladas do HUPE

Das 16 amostras estudadas foi observada 87,5% de resisténcia a Penicilina; 62,5%
resistentes a Ciprofloxacina; e a Oxacilina; 56,2% resistentes a Gentamicina, Clorafenicol e
Eritromicina; 37,5% a Clindamicina; 12,5% a Tetraciclina; 6,2% a Teicoplanina e
Mupirocina, ndo sendo observada resisténcia para Linezolida, Vancomicina e Rifampicina.

(Grafico 1)

Grafico 1 - Percentual de amostras resistentes de S.epidermidis isoladas no Hospital

Universitario Pedro Ernesto, 2005.
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Foi possivel, ainda, observar que 13 destas amostras (81%) apresentaram — se
resistentes a duas ou mais classes de antimicrobianos e uma delas foi suscetivel apenas a

rifampicina, linezolida e vancomicina.
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5.1.2 Amostras isoladas do INCA

Das 60 amostras obtidas no INCA 91,6% apresentaram resisténcia a Penicilina; 73,3%
a oxacilina; 70% a Eritromicina; 55% a Clindamicina; 51,6% a Gentamicina; 48,3% a
Ciprofloxacina; 31,6% a Cloranfenicol; 23,3% a Tetraciclina; 23,3% a Mupirocina e 6,6% de
resisténcia para a Teicoplanina. Nao houve resisténcia para Vancomicina e linezolida( grafico

2, quadro 2 e 3)

Foi possivel observar que 51 destas amostras (81,5%) apresentaram — se resistentes a

duas ou mais classes de antimicrobianos.

Grifico 2 -Percentual de amostras resistentes de S.epidermidis isoladas no Instituto

Nacional do Cancer, 2008
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5.2. — Perfil genético das amostras
5.2.1-Amostras provenientes do HUPE

Foram utilizados cinco alvos para a avaliacdo do perfil genético das amostras, sendo
um (mecA) associado a resisténcia a oxacilina e os outros quatro associados ao potencial

formador de biofilme.

Das amostras estudadas 75% apresentaram positividade para atlE ; 63,3% para o gene
mecA; 31% para ica AD e para aap. Todas as amostras apresentaram negatividade para o gene

bap.( quadro 1, grafico 3)

Quadro 1- Perfil genético e resisténcia antimicrobiana de amostras de S. epidermidis

isoladas no Hospital Universitario Pedro Ernesto, 2005

Amostras | M3| M4[{M5]M8|M9|M10|M11|M13|M14|M 6| M17{M18| M21|M22

'_\
ol
<

M24

icaAD

mecA +
atle +

1
+ |+
+
1
+|+]
1
+ |+
+

Genes
+ |+
+{+|+]+
+
+
++|+]+
1
1
+ |+
1
1

aap -

++ | +]|+

bap -

Penicilina

Oxacilina

Ciprofloxacina

Gentamicina

Teicoplanina

Cloranfenicol

Eritromicina

Tetraciclina
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Clindamicina

Rifampicina

Linezolida

Vancomicina
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Todas amostras resistentes oxacilina também foram positivas para o gene mecA. O

gene icaAD foi detectado em cinco cepas, porém apenas uma era também positiva a mecA.

Dentre as amostras estudas 43,7% apresentaram dois ou mais genes para formacao de

biofilme. Duas amostras ndo apresentaram positividade para nenhum gene em estudo.
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Grafico 3 - Perfil genético das amostras de S. epidermidis isoladas no Hospital
Universitario Pedro Ernesto, 2005.
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5.2.2- Amostras provenientes do INCA

Das 60 amostras estudadas 93,3% apresentaram positividade para atlE; 70%
positividade para mecA; 40% para o gene aap; 40% para icaAD e 5% para o gene bap.
(quadro 2 e 3, grafico 4)

Dentre as amostras estudas 53,3% (32 amostras) apresentaram dois ou mais genes para
formacao de biofilme. E uma amostra apresentou positividade para todos os genes formadores

de biofilme.

Apenas duas amostras foram resistentes a oxacilina porem ndo apresentaram

positividade para o gene mecA .
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Grifico 4: percentual de amostras positivas para genes associados a resisténcia e
formacao de biofilme.
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5.3. — Avaliacao fenotitpica da formacao de biofilme
5.3.1- Amostras provenientes do HUPE

Foram utilizados cinco métodos para avaliagdo de formacdo de biofilme. Destes
métodos o de Christensen apresentou maior discrimina¢do na deteccdo das variagdes de

producdo de biofilme (QUADRO 3).

Quadro 3 - Classificacao das amostras de S. epidermidis isoladas no Hospital
Universitario Pedro Ernesto, 2005 segundo métodos fenotipicos para avaliacdo da
formacao de biofilme.

ADESAO | VERMELHO
AM | CRISTENSEN | AMARAL |DJORDJEVIC| EM TUBO CONGO
M3 MA NA FA FA -
M4 MA NA FA MA -
M5 MA NA FA MA +
M8 FA NA FA FA -
M9 MA NA MA MA -
M10 MA NA FA MA -
M11 FA NA NA FA -
M13 FA NA FA MA +
M14 NA NA FA NA +
M15 FA NA FA NA -
M16 FA NA FA FA -
M17 FA NA FA FA -
M18 NA NA FA FA -
M21 NA NA FA FA -
M22 FA NA FA NA +
M24 FA NA FA FA +
Legenda:
AM — Amostra NA - ndo aderente FA — fracamente aderente MA —

moderadamente aderente

De acordo com os graficos 5 e 6 foi observado que pelo método de Christensen 5
amostras apresentou moderadamente aderente; 8 amostras fracamente aderente e 3 nao
aderente, enquanto que no método de Amaral todas foram consideradas nao aderente, ja pelo
método de Djordjevic 1 foi considerada moderadamente aderente; 14 fracamente aderente e 1
ndo aderente. Pelo método de adesdo em tubo 5 foram consideradas moderadamente aderente;
8 fracamente aderente e¢ 3 ndo aderentes. O método de Vermelho Congo apresentou 5

amostras produtoras de slime (quadro 3).
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Grifico 5 - Aderéncia de amostras de S.epidermidis isoladas no Hospital Universitario
Pedro Ernesto, 2005, segundo a metodologia empregada.
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Grafico 6 - Aderéncia de amostras de S.epidermidis isoladas no Hospital Universitario

Pedro Ernesto, 2005, segundo a variacio de intensidade
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5.3.2 — Amostras provenientes do INCA

De acordo com o quadro 4 e graficos 7 e 8 foi observado que o método de Cristensen
apresentou 38 amostras fracamente aderentes; 9 amostras moderadamente aderentes,7 nao
aderentes e 6 fortemente aderentes enquanto que no método de Amaral, 53 amostras foram
consideradas ndo aderentes, 4 fortemente aderente e 3 fracamente aderente, ja pelo método de
Djordjevic observa — se que 51 amostras foram consideradas fracamente aderente; 8
moderadamente aderente e 1 fortemente aderente. Pelo método de adesdo em tubo 24 foram
consideradas moderadamente aderentes; 23 fracamente aderentes; 10amostras ndo aderentes e

3 fortemente aderentes.
O método de Vermelho Congo apresentou 25 amostras foram consideradas aderentes.

O quadro 6, grafico 7 demonstram que das amostras analisadas 04 independentemente
do método utilizado apresentaram moderada ou forte capacidade de adesdo a placa de

poliestireno, o que representa potencial formacao de biofilme

Grafico7: comparacio fenotipica de aderéncia por classificacio amostras isoladas no

Instituto Nacional do Cancer, 2008
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Grifico 8: Comparacao fenotipica de aderéncia por metodologia Amostras isoladas no

Instituto Nacional do Cancer, 2008
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AM — Amostra NA — nao aderente FA — fracamente aderente MA — moderadamente

aderente FOA — Fortemente aderente

5.4 — Associacao entre multiresisténcia e formacao de biofilme

A grande maioria das amostras estudadas (60/76 p<0,05) apresentou simultaneamente,

potencial para formagdo de biofilme (revelado pela presenca de ao menos um gene associado

a esta caracteristica) e mulirresisténcia a antimicrobianos.

Quadro 4: Associaciao entre a multirresisténcia e a capacidade de formacao de biofilme.

Biofilme + - total
Multiresisténcia

+ 60 4 64

- 9 3 12

Total 69 7 76

A grande maioria das amostras estudadas (60/76 p<0,05) apresentou simultaneamente,

potencial para formagdo de biofilme (revelado pela presenca de ao menos um gene

associado a esta caracteristica) e mulirresisténcia a antimicrobianos.
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Quadro 5 : classificacdo das amostras segundo metodos fenotipicos para avaliacdo da formacao de biofilme isoladas no Instituto

Nacional do Cancer, 2008

ADESAO | VERMELHO ADESAO | VERMELH

AM| CRISTENSEN |AMARAL |DJORDJEVIC EMTUBO | CONGO AM |CRISTENSEN|AMARAL [DJORDJEVIC| EM O CONGO
1 MA NA FA MA + 40 MA FA MA MA +
2 FA NA FA MA - 42 FA NA FA FA -
3 FA NA FA NA - 43 FA NA FA MA -
4 FA NA FA MA - 44 FA NA FA FA -
5 FA NA FA NA - 46 FA NA FA MA -
6 MA NA FA NA - 49b FA NA FA FA -
7 FA NA FA MA - 50a FA NA FA FA +
9 MA FA FA MA - 5la FA NA FA MA -
11 NA NA FA NA - 59 FA NA FA FA +
14 FOA FOA MA FOA + 62 FA NA FA MA +
15 MA FA FA MA - 63 FA NA FA MA -
17 FOA FOA MA MA - 64 FA NA FA FA +
18 FA NA FA MA - 69 FOA NA FA MA +
21 FA NA FA FA - 70 NA NA MA NA +
2 FA NA FA NA - 72 FA NA FA FA -
23 FA NA FA FA - 73 MA NA FA MA -
24 MA NA FA MA + 74 FA NA FA FA -
25 FA NA FA FA - 75 FOA FOA FOA FOA +
26 FOA NA MA MA B 77 NA NA FA NA -
28 MA NA FA MA T 82 FA NA FA FA -
29 FA NA FA FA - 83 NA NA FA FA -
30 FA NA FA MA - 88 FA NA MA NA -
31 FA NA FA MA - 89 FA NA MA NA -
32 FOA FOA MA FOA T 20 FA NA FA FA -
33 FA NA FA FA - 92 MA NA FA MA s
34 FA NA FA FA - 23 NA NA FA FA -
35 FA NA FA FA T 2 NA NA FA NA -
% A NA A VA - 96 NA NA FA FA T
37 FA NA FA FA T 97 FA NA FA FA -
£ A A 7 A — 101 FA NA FA FA +

Legenda:AM — Amostra
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5.5 — Avaliacio da diversidade genética das amostras

Os ensaios de RAPD revelaram a diversidade das amostras dispostas em 25 tipos
RAPD. No entanto, 43 (56,6%) das amostras se agruparam nos tipos I, II, IV e VIII (Figura
3). Além disso, a maioria das amostras provenientes do Hospital Universitario Pedro Ernesto

(37,5 %) foram alocadas no tipo I'V.

Apesar da similaridade detectada nestes grupos, tais amostras ndo apresentaram um
perfil homogéneo quanto a resisténcia antimicrobiana ou a ocorréncia de genes associados a

formagao de biofilme (Quadros 5 a 8). (Figura 4)

Tipo I: amostras [51a, I51b, I 28, 163, 125, 162, 132, 174, 164, 190 e 193.

Quadro 6: Perfil genético e resisténcia antimicrobiana de amostras pertencentes ao tipo

I
Amostras I51A |151B | 128 163 125 162 132 174 164 190 193
icAD - - + - - - + - - - -
» |mecaA + + + + + + + - - - -
% atle + + + + + + + + + + +
© aap - - - - - - + - - - -
bap - - - - - - - - + - -
Penicilina R R R R R R R R R R R
Oxacilina R R R R R R R S S S S
Eritromicina R R R R R R R S S S S
Rifam picina R R S S S S S S S S S
@ |vancomicina| S S S S S S S S S S S
§ |ctindamicinal R | R | R [R |R | R |s|s|s|s]|s
€ |centamicinal R [ R | R | R | R [R | s | s | s | s |[s
E |ciprofloxacin{ R | R | s | R | s | RrR|[s[s]|s]|s]|s
< |cioratenicot | s | s [ R | R | R [ R [ s ]| s ]| s ]| s]|s
Tetraciclina S S S R S S S S R S S
Mupironcina R R S S S R S S S S S
Linezolida S S S S S S S S S S S
Teicoplamina] S S S R S R S S S R S

Legenda: M — amostras HUPE I — amostras INCA
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Tipoll : amostras: 136, [50a, 132, 134, I31, 139, 124, 140, 128 ¢ 130

Quadro 7: Perfil genético e resisténcia antimicrobiana de amostras pertencentes ao tipo

I
Amostras 136 [I50A | 132 134 131 139 124 140 128 130
icAD - - + + - - - - + -
9 mecA + + + - - - + + + -
é atle + + + + + + - + + +
aap - - + + + + - - - -
bap - - - - - - - - - -
Penicilina R R R S R S R R R R
Oxacilina R R R S S S R R R S
Eritromicina R S R R S R R R R S
Rifam picina S S S S S S S S S S
@ |vancomicina|[ S S S S S S S S S S
§ |ctindamicina| R [ R | s | s|s|R|R|R|R|S
S |centamicna| S | R [ s | s [R | S [R|R|R|R
g Ciprofloxacing S R S S R S R S S S
gf Clorafenicol R R S S R S S S R R
Tetraciclina S S S S S S R S S S
Mupironcina S S S S R S S S S S
Linezolida S S S S S S S S S S
Teicoplaminal S R S S S S S S S S

Legenda: M — amostras HUPE I — amostras INCA
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Tipo IV: M1 ,M2, M3, M10, M14, M12, 17, 173, 183, 177, 16, 195, 188, 192

Quadro 8: Perfil genético e resisténcia antimicrobiana de amostras pertencentes

ao tipo IV
Amostras M1 | M2 | M3 [M15(M21|M17] 17 173|183 (177 | 16 |195 |188 |192
icAD - - + | + - - - - + |+ ]+ + ] + +
w |mecA + - + |+ |+ ] + - + |+ |+ + | + ] + +
% atle + |+ |+ ]+ + |+ + |+ ]+ + ]+ + | + +
© aap - + |+ |+ - - - - + - + - + +
bap - - - - - - - - + - - - - -
Penicilina RIR|R|R|R]|]R|R R R R R R R R
Oxacilina R S R R R | S S R R R R R R R
Eritromicina R S R R R S S S R R R R R R
Rifam picina S S R R R R| S S S R R R R S
@ |vancomicina| S | S [ S| S[S|S|[S S S S S S S S
g Clindamicina| R | S RIR|R]|S|S S R R R|R R R
£ |centamicina| R| R|R|R|S[S|s|s[R|S|R|[R|R|R
£ |ciprofioxacin{ S | S| S|R|S|S|Ss|R|R|R[R|R|R[R
< |cioratenicot [R | s [ R|[R|s|[s|s|rR|s|[rR]|s]|s]|RrR]|Ss
Tetraciclina S|S|{S]|S|[S]|]S]|s S S S S S R | S
Mupironcina | S | S | S| S| S R | S S R | S S R R R
Linezolida S|S|[S]|]S|[S]|]S]|Ss S S S S S S S
Teicoplamina|l S S S S S S S S S S S S S S

Legenda: M — amostras HUPE 1 — amostras INCA
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Tipo VIII: amostras: 115, 11, 15, 118, 121, 12, I8, 19.

Quadro 9: Perfil genético e resisténcia antimicrobiana de amostras pertencentes

ao tipo VIII
Amostras 123 11 15 118 | 121 12 117 | 122
icAD - + + - - + + +
? mecAD + + + + + +
é} atle + + + + + +
aap + + + + - + - +
bap - - - - - - - -
Penicilina R R R R R R R R
Oxacilina R R R R R R R R
Eritromicina S R R R S R R R
Rifampicina S S R S S S S S
) Vancomicina S S S S S S S S
& |clindamicina S R R R S R R R
§ Gerntamicina S R R R S R S R
£ |[Ciprofloxacina S R R R S R R R
g: Clorafenicol R S S S S S S S
Tetraciclina S R S S R S S S
Mupironcina S S S S S S S R
Linezolida S S S S S S S S
Teicoplamina S S S S S S S S

Legenda: M — amostras HUPE I — amostras INCA

A maioria das amostras provenientes do Hospital Universitario Pedro Ernesto
foram pertencentes ao Tipo IV. A comparagdo da similaridade genética com o perfil
genético e resisténcia antimicrobiana das amostras ndo demonstrou um padrdo

significativo
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Figura 4 Dendograma mostrando a similaridade genética entre as amostras

58

Mi12

VIII




Figura 6: Foto ilustrativa amplificacio de RAPD com o primer 1254 amostras INCA
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6.0 DISCUSSAO

Os SCN at¢ a década de 1970 eram considerados como comensais e nao sendo levados
em consideragao nos resultados de exames microbioldgicos. No entanto, nas ultimas décadas,
estas bactérias tém sido consideradas como patdgenos, em crescente incidéncia, causando
doengas significativas, geralmente como conseqiiéncia de uma quebra nas defesas normais do
hospedeiro, que foi submetido a procedimentos invasivos como o implante de cateteres,
drenos e préteses ou, em pacientes imunocomprometidos, sendo atualmente consideradas um
dos principais grupos bacterianos responsaveis pelas complicagdes infecciosas hospitalares.

(ARCHER LG, 2000; PICAZO JJ, et al 2003)

Em relacdo as espécies encontradas e seu significado clinico, Weinstein et al.(1998)
observaram que, de 285 SCN isolados em hemoculturas em New Jersey (EUA), no periodo de
1992 a 1995, 67,7% (193) foram classificados como contaminantes, enquanto 32,3% (92)
como clinicamente significativos. Devido a este fator, s foram consideradas neste trabalho
amostras que se mostraram positivas em mais de um frasco de hemocultura, diminuindo com

isso a interferancia de contaminantes saprofitas da pele.

Viérios estudos t€ém demonstrado a participagdo dos SCN isolados em hemoculturas.
SADER et al.(2004) mostraram que, de 9059 bacteriemias verdadeiras, os SCN foram
responsaveis por 13,5% dos casos. MULLER-SERIEYS et al. (2004) descreveram o
isolamento de 43,5% dos ECN em hemoculturas, enquanto ALCARAZ et al.(2003)

encontraram 31,1%..

Nas tltimas décadas, também foi observado um aumento substancial na freqiiéncia de
resisténcia a meticilina ¢ na multirresisténcia entre os SCN (DE MATTOS et al., 2003). O
niumero de cepas de S. epidermidis multirresistentes que colonizam a pele de pacientes
hospitalizados, de profissionais de satide e at¢ mesmo de pessoas saudaveis da comunidade

vem aumentando nos ultimos anos.

Me¢étodos moleculares para detec¢do de resisténcia a oxacilina, como a PCR para o
gene MeCA, sdo mais sensiveis que os métodos fenotipicos e por essa razao sao utilizados
como padrdo ouro para avaliacdo da sensibilidade e especificidade de outros métodos
(HUSSAIN, 2000-b, FERREIRA, 2003). Esta mesma metodologia foi utilizada neste

trabalho, onde foi encontrado 52 amostras (68,4%) para gene mecA positivos.
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Duas amostras foram Resistentes a oxacilina mas nao apresentaram positividade para
o gene MecA, isto pode ter sido provocado pela hiperproducdo de beta-lactamases ou

modificacdo do sitio alvo.

Baixas taxas de resisténcia a mupirocina foram observadas em estudo realizado por
KRESKEN et al., 2004;em laboratorios da Europa. Este estudo teve um universo de 456
cepas de S. epidermidis. A resisténcia a mupirocina foi detectada somente nas cepas
resistentes a oxacilina e as taxas de resisténcias apresentadas foram de 4,5%. Neste trabalho
foram verificados 15 (19,7%) amostras resistentes a mupirocina, resultado este similar ao

encontrado por RITO et al (2008), em estudo realizado em hospital universitario no Brasil.

O aumento na resisténcia a teicoplanina vem crescendo e preocupando todo o mundo,
em estudo feito em hospitais da Franga por Trueba et al (2006) com 300 amostras de
S.epidermidis oxacilina resistentes mostrou que 55% destas amostras foram resistentes a
teicoplanina, porem sensiveis a vancomicina, em nosso estudo apenas 7,9% das amostras

apresentaram-se resistentes a teicoplanina e sensiveis a vancomicina.

A capacidade de produzir biofilme pelas cepas do género Staphylococcus ¢ também
considerada um  fator preponderante na  patogenia  destes  microrganismos
(VANDEESCASTELLE et al., 2003). Dessa forma, sem a protecdo do biofilme, estas
bactérias estariam susceptiveis as defesas imunolédgicas do hospedeiro ou mesmo aos

antimicrobianos (LI et al., 2005).

Em trabalho apresentado por ADAM et al (2002) foi demonstrado que cepas de S.
epidermidis constituindo organizagdes em biofilme, sdo mais resistentes a antimicrobianos
quando comparadas com as mesmas cepas em forma planctonica, e que esta resisténcia pode
ser aumentada pela presenca de outros microrganismos. Em pesquisas realizada por YAO et
al., 2005 foi demonstrado que mecanismos de repressao e superexpressao de genes essenciais
a fisiologia celular estdo diretamente relacionados a resisténcia em biofilme. Como a
expressdo de biofilme ¢ uma condicdo varidvel, a susceptibilidade aos antimicrobianos

agregada a este mecanismo também se faz instavel.

HEILMAN et al., 2003 faz referéncia a uma autolisina presente em Staphylococcus a
autolisina AtIE, codificada pelo gene cromossdmico altE, que tem papel nos estagios iniciais

da aderéncia do Staphylococcus as superficies hidrofobicas dos dispositivos médicos. Em
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nosso estudo 69 (90,8%) das amostras apresentaram positividade para o gene altE. Similar ao
encontrado por ARAUIJO et al, 2006, em um trabalho realizado no Rio de Janeiro, onde 86%

das amostras foram positvas para o mesmo gene.

Proteinas também parecem estar envolvidas na fase de acumulagao do biofilme. Um
exemplo ¢ uma proteina de 140 kDa associada a acumulacido-Aap . Estudos demonstram que
cepas de S. epidermidis mutantes que nao expressam o gene aap, apresentam uma redugdo
drastica desta fase (HUSSAIN et al., 1997). Em trabalho realizado por ARAUJO et al., 2006
foram detectados 82% de amostras positivas para o gene aap, ja neste estudo foram

encontradas 28 (38.8%) amostras positivas.

Alguns estudos demonstraram que a expressao de biofilme pode variar entre isolados
da mesma cepa (DEIGHTON et al, 1992, ZIEBUHR et al, 1997,1999). Esta variagdo
fenotipica da expressdo de biofilme foi atribuida a um processo reversivel de inativagdo do

gene icaC pela inser¢do e excisdo do transposon 1S256 (ZIEBUHR et al, 1999).

HANDKE et al, 2004, demonstraram dois outros mecanismos de altera¢do na
expressao de biofilme em isolados que ndo apresentavam o transposon IS256: a) baixos niveis
de expressao do gene icaA; b) mutagdes no gene icaD ¢ na regido terminal do gene icaA .Este
fendmeno facilita a dispersao natural de células ndo aderentes de S. epidermidis propiciando a
colonizagdo de outras areas nao comprometidas. Estes tipos de alteragdes podem ter ocorrido
nas cepas em estudo, pois podemos observar que algumas cepas mesmo apresentando
positividade para o gene ica demonstraram-se fracamente produtoras de biofilme em ambos

os métodos fenotipicos utilizados.

GILL et al (2005), realizando a analise gendmica de cepas de S. epidermidis
comparando cepas produtoras e ndo produtoras de biofilme, revelaram que além do operon
ica ADBC, as cepas produtoras de biofilme apresentam uma proteina de parede celular
associada a biofilme (Bap), que previamente havia sido identificada em cepas de S. aureus
relacionadas a mastite bovina, e estd associada a aderéncia de superficies de poliestireno.Em

nosso estudo sé foram observadas 3 amostras positivas para este gene.

Na comparacdo da metodologia para a formac¢dao de biofilme, a interpretagao dos
resultados pode variar de acordo com o método escolhido, porém os métodos de Christensem

e Djordjevic foram os métodos que mais se aproximaram um do outro e tiveram um maior
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poder discriminatério entre as amostras. O ensaio com Agar vermelho congo foi de dificil
interpretagdo e muitas vezes ndo concordava com os resultados obtidos nos ensaios de

aderéncia.

A analise genotipica para formagdo de biofilme foi mais sensivel quando comparada
com as metodologias fenotipicas pois muitas amostras apresentaram 2 ou mais genes para
formacgao de biofilme porem foram considerados fenotipicamente fracamente ,moderadamente

ou até mesmo ndao aderentes.

A associacdo entre a produgdo de biofilme e resisténcia antimicrobiana pode ser
comprovada uma vez que 60/76 (p<0,05) amostras apresentaram positividade para pelo

menos um gene de formacao de biofilme e foram consideradas multiresistentes.

As relagdes de similaridade pela técnica de RAPD foram capazes de discriminar e
agrupar os isolados, a utilizagdo de dois iniciadores aumentou o poder discriminatério da
técnica. A andlise do dendrograma revelou a distribuicdo dos isolados em diferentes perfis
moleculares com algum grau de similaridade verificando assim o alto poder discriminatério
da técnica, podendo diferenciar as amostras em 25 Tipos, dentre eles os tiposs I, II, IV e VIII

reuniram a maior parte das amostras.

Infecgdes bacterianas na regido de implantes de materiais médicos como cateteres e
proteses artificiais representam um sério problema na area médica. Pesquisas realizadas nos
EUA verificaram que, quando se consideram todos os materiais médicos implantados, o
numero de infecgdes associadas a implantes pode chegar a um milhdo por ano (HENTRICH

& SCHOENFISCH, 2006).

Um dos maiores desafios para clinicos e microbiologistas continua a ser a separacao
entre as cepas patogénicas, isto ¢, as que sdao clinicamente significativas daquelas
consideradas como contaminantes dos meios de cultura, contaminagao esta ocorrida durante
os procedimentos habituais de coleta dos materiais bioldgicos. Estas culturas contaminadas
representam um aumento da duragdo da internacdo, bem como altos custos dos setores de

farmacia e laboratoério.
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7.0 CONCLUSAO

v As amostras provenientes do INCA apresentaram um maior potencial

de FORMACAO DE BIOFILME quando comparadas com as amostras da UERJ,

v Verificou-se o alto indice de resisténcia a oxacilina e auséncia de

resisténcia a vancomicina e linezolida nos isolados estudados.

4 A ocorréncia do gene mecA associado a resisténcia antimicrobiana e

genes relacionados com a producao de biofilme foram freqiientemente observados;

v Foi observado que a multiresisténcia e a potencial formacdo de

biofilme estdo associadas nas amostras de S. epidermidis estudadas.

v Os testes fenotipicos para detec¢dao de aderéncia ndo sao homogéneos
quanto aos resultados, reforcando a avaliagdo através de marcadores genéticos de

melhor reprodutibilidade.

v Apesar da diversidade genética observada entre as amostras, amostras
com grande similaridade genética se mostraram presentes em ambos os hospitais

estudados, demonstrando a provavel circulacdo de amostras entre estes hospitais
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