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RESUMO

S. epidermidis € o principal agente de infec¢cdes associadas a dispositivos médicos
implantados, sendo sua habilidade para formar biofilme em superficies inertes o fator
determinante para a persisténcia desse micro-organismo. Neste estudo avaliamos 52
isolados clinicos desta espécie quanto a susceptibilidade a antimicrobianos, producao
de biofilme/natureza quimica, presenca de genes relacionados a viruléncia (atlE,
capB, aap, embp, bhp, IS256 e 1S257), e o efeito de concentragdes subinibitérias (sub-
CIMs) de etanol e clorexidina na producao de biofilme. Além disso, algumas das
amostras biofilme-positivas foram estudadas quanto ao efeito de sub-CIMs destes
antissépticos na expressao de icaA, icaR, sigB e sarA. Mais de 60% das amostras
apresentaram resisténcia para = 10 drogas e as amostras produtoras de biofilme
mostraram, no geral, maior percentual de resisténcia a antimicrobianos. No teste em
placa de microtitulacdo (MTP), 23 amostras foram produtoras de biofilme, sendo 14
de natureza polissacaridica, 8 proteica e 3 indeterminada. No teste em Agar Vermelho
Congo, somente amostras produtoras de biofilme polissacaridico apresentaram
reacao positiva. Genes do operon ica foram detectados em 23 isolados, sendo 17
destes classificados como produtores e 6 como ndo produtores de biofilme no MTP.
A frequéncia dos outros genes relacionados a producao de biofilme foi: embp (69%),
aap (29%) e bhp (12%), ndo sendo detectada correlacao entre estes e a producédo de
biofilme do tipo PIA-independente. Os genes aap (29%) e 1S256 (23%) mostraram
correlagdes significativas com: producdo de biofilme, presenca de ica, perfil
biofilme+/ica+, e producdo de nivel forte de biofilme. O gene 1S256 foi ainda
correlacionado significativamente com resisténcia a alguns antimicrobianos. Sub-
CIMs de etanol (2 e/ou 4%) determinaram aumento na producao de biofilme em 15
das 17 amostras PIA-dependentes e nas 8 PIA-independentes, mas nao induziram
producdo de biofilme em amostras originalmente ndo produtoras. Ao contrario do
etanol, sub-CIMs de clorexidina ndo somente ndo induziram producdo, como
determinaram reducéo da producéo de biofilme nas amostras biofilme-positivas. Nas
amostras PIA-dependentes, o etanol (1%) acarretou aumento da expressao relativa
de icaA e reducdo da expressdo de icaR, além de aumento da expressado dos
reguladores globais (sarA e sigB), enquanto a amostra PIA-independente mostrou
reducdo na expressdo destes reguladores globais. Ao contrario do etanol, a

clorexidina (0,5 pg/mL) determinou aumento da expressao de icaR e reducao de icaA



nas amostras PIA-dependentes, além de reducdo na expressao de sarA e sigB na
amostra PIA-independente. Os resultados indicaram que a producdo de biofilme
mostrou-se associada com alguns dos potenciais marcadores de viruléncia, sendo
também evidenciada associacdo de alguns desses marcadores com resisténcia a
certos antimicrobianos. As amostras PIA-dependentes foram prevalentes,
destacando-se, porém, o0 encontro de numero expressivo de amostras PIA-
independentes. Os genes aap, embp e bhp ndo se mostraram correlacionados com a
producao de biofilme proteico, indicando existéncia de outros mecanismos envolvidos
na formacdo desse tipo de biofilme. Nas amostras PIA-dependentes, etanol e
clorexidina mostraram efeitos opostos na expressao de icaA e icaR, corroborando
dados fenotipicos previamente obtidos, e enfatizando a necessidade de ampliacédo do

estudo da clorexidina, tendo em vista o potencial de aplicacao pratica deste achado.

Palavras-chave: Staphylococcus epidermidis, Biofilme, Operon ica, Biofilme PIA-

independente, Marcadores de viruléncia.



ABSTRACT

S. epidermidis is the main agent of infections associated with implanted medical
devices, being its ability to form biofilms on inert surfaces the determinant factor for the
persistence of this microorganism. Fifth two clinical isolates of this species were
evaluated for susceptibility to antimicrobials, biofilm production/chemical nature,
presence of genes related to virulence (atlE, capB, aap, embp, bhp, 1S256 and 1S257),
and the effect of subinibitory concentrations (sub-MICs) of ethanol and chlorhexidine
in biofilm production. Moreover, some of biofilm-positive samples were studied for the
effect of sub-MICs of these antiseptics in the expression of icaA, icaR, sigB and sarA.
Over 60% of the samples showed resistance to = 10 drugs and biofilm producers
showed, in general, a higher percentage of antimicrobial resistance. In microtiter plate
test (MTP), 23 strains were biofilm producers, being 4 of polysaccharide nature, 8
proteinaceous and 3 undetermined. In Congo Red Agar test, only biofilm
polysaccharide producer strains showed a positive reaction. ica operon genes were
detected in 23 isolates, being 17 of these classified as producers and 6 as non-biofilm
producers in MTP. The frequency of other production-related biofilm genes was: embp
(69%), aap (29%) and bhp (12%), no being detect a correlation between them and the
production of PIA-independent biofilm. The aap (29%) and 1S256 (23%) genes showed
significant correlations with: biofilm production, presence of ica biofilm, biofilm+/ica+
profile, and strong level of production of biofilm. The 1S256 gene was also significantly
correlated with resistance to some antibiotics. Sub-MIC of ethanol (2 and / or 4%) led
to an increase in biofilm production in 15 of 17 samples PIA-dependent and in the 8
PlA-independent, but did not induce biofilm production in not originally producing
samples. Unlike ethanol, sub-MICs of chlorhexidine not only did not induce production
as determined reduction of biofilm production in biofilm-positive samples. In PIA-
dependent strains, ethanol (1%) caused an increase in the relative expression of icaA
and reduced expression of icaR, in addition to increased expression of global
regulators (sarA and sigB), while the PIA-independent strain showed reduction in the
expression of these global regulators. Unlike ethanol, chlorhexidine (0.5 mg/mL)
determined increased expression of icaR and reduction of icaA in PIA-dependent
strains, besides a reduction in the expression of sarA and sigB in the PIA-independent
strain. The results indicated that biofilm production was associated with some of

potential virulence markers, and also evidenced some combination of these markers



and resistance to certain antibiotics. The PIA-dependent strains were prevalent,
highlighting, however, the encounter of significant number of PIA-independent strains.
The aap, embp and bhp genes were not correlated with the production of
proteinaceous biofilm, indicating the existence of other mechanisms involved in the
formation of such biofilms. In PIA-dependent strains, ethanol and chlorhexidine
showed opposite effects on the expression of icaA and icaR, corroborating phenotypic
data previously obtained, and emphasizing the need to expand the study of

chlorhexidine, in view of the potential of practical application of this finding.

Key-words: Staphylococcus epidermidis. Biofilm. ica Operon. PIA-independent biofilm.

Virulence markers.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DE Staphylococcus epidermidis

As espécies do género Staphylococus apresentam-se morfo-tintorialmente
como cocos Gram positivos, com diametros que variam de 0,5 a 1,5 um. S&ao imoveis,
anaerodbias facultativas e produtoras da enzima catalase. O nome do género foi
proposto por Ogston (1882), derivando do grego staphylé, pelo fato dos agrupamentos
celulares de culturas crescidas em meio sélido lembrarem a disposicéo de cachos de
uva, ao serem submetidos a coloracdo. Com base na capacidade de produzirem ou
ndo a enzima coagulase, classicamente os estafilococos sao divididos em dois
grupos: os coagulase-positivos, cuja espécie de importancia médica humana é
S. aureus, e 0s coagulase-negativos (ECNs), cuja espécie mais importante é
S. epidermidis.

Staphylococus epidermidis € encontrado na microbiota da pele e mucosas de
mamiferos, sendo a espécie deste género mais frequentemente isolada dos epitélios
superficiais do homem (OTTO, 2009). Esta espécie foi considerada por muito tempo
como nao patogénica para individuos imunocompetentes, em virtude da sua constante
presenc¢a na microbiota da pele e das mucosas, bem como por ndo produzir fatores
de viruléncia como toxinas e enzimas relacionadas a disseminagdo tecidual.
Eventualmente, era relatada sua associacdo com infeccbes em individuos
imunocomprometidos, como usuarios de drogas injetaveis, pacientes com Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) ou que recebiam terapia imunossupressora, e
em recém-nascidos prematuros (OTTO, 2008, 2009).

Contudo, nas ultimas décadas, S. epidermidis emergiu como patdégeno
oportunista e consolidou sua posicdo como uma das principais causas de Infeccoes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), em particular aquelas relacionadas a
implantacdo de dispositivos médicos como cateteres intravasculares, intratecais e
urinarios, eletrodos de marca-passos, lentes intraoculares e préteses articulares
(ZIEBUHR et al., 2006). Este tipo de infeccao provavelmente é favorecido pelo fato de
S. epidermidis ser um permanente e ubiquo colonizador da pele humana, o que resulta

em maior probabilidade de contaminacdo destes dispositivos durante sua insercao,



18

aliado ao fato desta bactéria ser capaz de sintetizar produtos estruturais e
extracelulares (acidos teicoicos, autolisinas bifuncionais AtIE e Aae, DNA extracelular
— eDNA, proteinas de ligacdo a matriz extracelular. SdrF — colageno, Fbe/SdrG —
fibrinogenio, Ebp — elastina) que auxiliam na colonizacdo de tais dispositivos (OTTO,
2009). Os dispositivos médicos implantaveis representam um dos mais notaveis
avanc¢os da medicina, cujo uso aumenta com a mudanca no perfil demogréafico da
populacdo. Uckay e cols. (2009), com base em dados obtidos na literatura, relataram
gue somente nos Estados Unidos da Ameérica (EUA) séo implantados por ano 150
milhdes de dispositivos intravasculares e 400 mil proteses de quadril e joelho.

Mesmo com todo progresso observado nas medidas de prevencao, 0 nimero
de infec¢cbes associadas aos dispositivos médicos implantaveis € cada vez mais
expressivo. Na Alemanha, por ano, o nimero estimado dessas infeccdes € superior a
2,5 milhdes (MACK et al., 2006). Nos EUA, ocorrem anualmente, cerca de 250 a 500
mil casos de Infec¢cdes da Corrente Sanguinea Relacionadas a Cateteres Venosos
Centrais (MAKI; KLUGER; CRNICH, 2006). Os ECNs s&do os patdégenos mais
frequentemente isolados das infec¢bes associadas a dispositivos médicos, tendo a
espécie S. epidermidis um papel de destaque, tornando-se atualmente um dos cinco
patdgenos mais importantes nas IRAS (ROHDE et al., 2010).

A colonizacdo dos dispositivos médicos implantaveis tanto pode ocorrer
durante sua insercdo cirdrgica, como apés alguns meses. Sendo 0s materiais
utilizados na confeccdo destes dispositivos na maioria das vezes hidrofobicos, a
colonizagdo no momento da sua implantacao é resultante de interagfes inespecificas,
em geral de natureza hidrofobica. A grande hidrofobicidade da sua superficie celular
€ apontada como um dos fatores que confere uma maior capacidade de aderéncia de
S. epidermidis a superficie dos dispositivos médicos, em particular aqueles
constituidos de polimeros plasticos, que sdo naturalmente hidrofébicos (ROHDE et
al., 2010). Certamente, a presenca significativa de S. epidermidis na superficie dos
epitélios dos pacientes e dos profissionais da area de saude, constitui uma vantagem
sobre outras bactérias na colonizacéo precoce dos dispositivos meédicos, conferindo
um carater oportunista a estas infecgbes (OTTO, 2008, 2009).

As infeccbes decorrentes da colonizacdo de dispositivos de implantes por
S. epidermidis em pacientes imunocompetentes se caracterizam por terem uma
evolucdo subaguda ou crbnica, contrastando com os quadros agudos observados em

processos infecciosos causados por outros patdégenos. Esta diferenca seria explicada
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pela falta de producéo por S. epidermidis de toxinas e outros fatores de viruléncia
tipicamente produzidos pelos outros patdégenos (SCHOENFELDER et al.,, 2010).
Contudo, nestas infeccOes existe caracteristicamente a formacdo de biofilme,
considerado o mecanismo de patogenicidade mais importante de S. epidermidis
(OTTO, 2008).

1.2 MECANISMO DE FORMACAO E COMPONENTES DO BIOFILME

Biofilme é uma associacdo de bactérias aderidas sobre uma superficie,
organizada em multicamadas finas, e envolvida por uma matriz polimérica amorfa e
hidratada, produzida pelos préprios micro-organismos. Essa estrutura dificulta a acéo
dos mecanismos de defesa do hospedeiro e confere maior resisténcia aos
antimicrobianos, resultando em infeccdes de dificil tratamento e que na maioria das
vezes exigem a remocdo do implante colonizado para resolucdo do processo
infeccioso (ROHDE et al., 2010, FEY; OLSON, 2010).

As propriedades dos biofilmes, que resultam em resisténcia do micro-
organismo a antibioticos, podem incluir um crescimento mais lento deste dentro do
biofilme, heterogeneidade fenotipica, inativacdo do antibidtico no interior da matriz
exopolissacaridica, e limitacdes na penetracédo da droga através da matriz do biofilme
(STEWART, 2002).

A formacédo do biofilme é um processo complexo e multifatorial, sendo que o
mecanismo exato requerido para a sintese de um biofilme funcional ainda nédo esta
totalmente esclarecido. Classicamente, tem sido descrito como um processo
composto por quatro etapas sequenciais: aderéncia, acumulagdo/maturacéo e
desprendimento, tendo como principal substancia envolvida na fase de acumulacéo
um polissacarideo de superficie, poli-B(1,6)-N-acetil-D-glicosamina (PNAG),
denominado Adesina Polissacaridica Intercelular (P1A) (MACK et al., 1996, ROHDE et
al., 2010).
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1.2.1 Etapa de aderéncia

A adesdo de S. epidermidis a superficies plasticas como a dos dispositivos
implantaveis envolve uma diversidade de fatores especificos e ndo especificos, e
representa o primeiro passo para o desenvolvimento de infeccbes associadas a
implantes. Esta etapa inicial da colonizacdo € dependente de caracteristicas fisico-
quimicas do dispositivo implantado e da superficie bacteriana, sendo este tipo de
ligagcdo governado por interacfes hidrofébicas ou eletrostéticas entre ambas as
superficies (OTTO, 2013).

Além destes fatores, a ligacdo direta a superficies hidrofébicas pode ser
mediada por moléculas da superficie bacteriana, tais como proteinas denominadas
autolisinas (Atl) (em estagio ndo processado) da parede celular. Estas moléculas
possivelmente atuam também na fase de acumulacdo do biofilme (HOUSTON et al.,
2011).

A autolisina E (AtIE) parece ser a molécula mais importante para a adeséo
direta a superficies hidrofébicas. Mutacdo por inser¢cdo de transposon para essa
autolisina em S. epidermidis acarretou perda da capacidade do micro-organismo de
aderir ao poliestireno, mas néo ao vidro (HEILMANN et al., 1996, HEILMANN et al.,
1997).

Estudos demonstraram que além de mediar a aderéncia diretamente a
dispositivos plasticos, AtlE apresenta também a capacidade de se ligar
especificamente a proteina vitronectina da matriz extracelular do hospedeiro
(HEILMANN et al., 1996, LI; LJUNGH, 2001), sendo, portanto, um integrante do grupo
dos componentes microbianos de superficie que reconhecem moléculas da matriz
extracelular (MSCRAMMSs - Microbial Surface Components Recognizing Adhesive
Matrix Molecules). Complementarmente, acidos teicoico e lipoteicoico podem também
auxiliar nesta ligacao inicial (GROSS et al., 2001).

Apesar da existéncia de evidéncias quanto a capacidade de S. epidermidis se
ligar diretamente a superficies plasticas, ndo estd ainda devidamente dimensionada a
contribuicdo deste processo para a formacéo de biofilme em dispositivos médicos,
uma vez que estes sdo prontamente revestidos com proteinas do hospedeiro ao
serem instalados (FRANCOIS; VAUDAUX; LEW, 1998).
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Este evento parece desempenhar importante papel na etapa inicial da formacao
do biofilme, uma vez que tais proteinas podem atuar como receptores para as
adesinas MSCRAMMSs da superficie de S. epidermidis. Assim, tdo logo o dispositivo é
introduzido, uma aderéncia especifica € estabelecida por meio de proteinas
pertencentes ao grupo das MSCRAMMSs, como SdrG (também conhecida como Fbe),
GehD e Embp, AtIE e Aae, as quais se ligam a proteinas da matriz extracelular e do
plasma (fibrinogénio, colageno, fibronectina, vitronectina e vitronectina,
respectivamente) (BOWDEN et al., 2002, DAVIS et al., 2001, HARTFORD et al., 2001,
HEILMANN et al., 1997, 2003, WILLIAMS et al., 2002).

Segundo Otto (2012) as proteinas de ligacdo ao fibrinogénio (SdrG/Fbe) e
fibronectina (Embp) representam MSCRAMMSs no senso estrito, com ancoragem
covalente ao peptideoglicano catalizada por sortase e funcdo primaria de adesina,
enquanto AtlIE e Aae sao autolisinas ligadas ndo covalentemente a superficie celular,
com funcdo adicional de adesina as suas fungdes primarias na recomposicdo da
parede celular. JA a GehD atua primariamente como uma lipase, com também
provavel funcéo de ligacéo ao fibrinogénio (BOWDEN et al., 2002).

Acredita-se que na fase de adeséao inicial do biofilme produzido por S.
epidermidis, também possa ser um fator importante a liberacdo de eDNA, através de
um processo envolvendo hidrolases de mureina, como a AtIE. Uma evidéncia disto é
gue o tratamento com DNase | pode inibir a formacao do biofilme nascente (IZANO et
al., 2008, QIN et al., 2007).

1.2.2 Etapa de acumulacdo/maturacao

Uma vez tendo sido estabelecida a ligacdo a uma superficie, os estafilococos
iniciam processo replicativo, se acumulando e formando aglomerados de células
dispostos em varias camadas. A distribuicdo em camadas faz com que a maioria dos
micro-organismos presentes nesta etapa ndo mantenha contato com a superficie
colonizada, mas sua inser¢cdo no biofilme é assegurada por mecanismos de
agregacéo intercelular, destacando-se para tal funcdo, tanto em S. epidermidis como
em S. aureus, a Adesina Polissacaridica Intercelular (P1A) (MACK et al., 1996, ROHDE
et al., 2010).
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As interag@es intercelulares mediadas por esse exopolissacarideo decorrem de
sua carga liquida positiva, que promove sua ligagdo a superficie negativamente
carregada das células bacterianas. Para promover as interacdes intercelulares, a PIA
pode ou nao interagir com acidos teicoicos e lipoteicoicos (O'GARA, 2007, VERGARA-
IRIGARAY et al., 2008).

Além da PIA, outros polissacarideos, como o PS/A (Capsular Polysaccharide
Adhesin - Adesina Polissacaridica Capsular), PNSG (Poly N-Succinyl Glucosamine -
Poli N-succinil Glicosamina), que posteriormente foi definido como PNAG (TOJO et
al., 1998, MAIRA-LITRAN et al., 2002) e SAA (Slime Associated Antigen - Antigeno
Associado ao Slime), ja foram apontados como estando envolvidos na fase de
acumulacéo do biofilme, ou com a adeséo inicial a superficies (CHRISTENSEN et al.,
1990; BALDASSARRI et al., 1996). Porém, andlises efetuadas posteriomente
apontaram que, a despeito de algumas variacdes, estes polissacarideos,
guimicamente, sdo estreitamente relacionados, senédo idénticos, e representam uma
mesma entidade, denominada PIA (GOTZ, 2002, MACK et al., 2009).

A importancia desse polissacarideo para a formacgéo de biofilme in vitro e in
vivo tem sido demonstrada em numerosos estudos (OTTO, 2013). Além da PIA, na
etapa de acumulagdo/maturacdo do biofilme estdo também presentes como
componentes essenciais proteinas e DNA (CUE; LEI; LEE, 2012). Um exemplo de
proteina importante na etapa de acumulagdo do biofiime é a Aap (Accumulation-
Associated Protein — Proteina Associada a Acumulacdo). Evidéncia inicial para o
papel desta proteina de 140 kDa foi fornecida por Schumacher-Perdreau e cols.
(1994), ao constatarem que um mutante de S. epidermidis, deficiente para Aap, se
mostrou incapaz de acumulagéo, quando ligado a superficie de plastico ou vidro.

Aap pode ser encontrada tanto ancorada a parede celular, como também no
meio extracelular, mediante excrecdo pelas células bacterianas ligadas no biofilme
(SUN; ACCAVITTI; BRYERS, 2005). Esta proteina parece ser capaz nao s6 de
aumentar a adesao de PIA, mediante ligacdo do polissacarideo aos seus dominios G5
(OTTO, 2009), como também atuar como um substituto da PIA na adesao intercelular
(ROHDE et al., 2005). Este aspecto é muito importante porque, embora a PIA tenha
sido considerada por um longo tempo indispensavel para a formacéo do biofilme
estafilococico, mais recentemente foram identificadas amostras destituidas do operon
codificante da PIA (icaADBC) que séo capazes de produzir biofilme in vivo e in vitro
(KOGAN et al., 2006, ROHDE et al., 2007). Assim, Aap é um importante exemplo de
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proteina que pode determinar a formacéo de biofilme PIA- independente, com matriz
de composicéo proteica.

Outra proteina que pode estar presente nesta etapa € a Bap (Biofilm Associated
Protein — Proteina Associada ao Biofilme), descrita por Cucarella e cols. (2001) em
amostras de S. aureus isoladas de casos de mastite bovina. Esta proteina mostrou-
se capaz de atuar ndo sO no processo de aderéncia direta a superficies abidticas,
como também na fase de acumulacdo do biofilme, onde a adeséo intercelular
desempenha importante papel. A presenca da Bap foi suficiente para induzir a
formacao de biofilme em amostras de S. aureus ica negativas (CUCARELLA et al.,
2004).

Em S. epidermidis, uma proteina homodloga da Bap, denominada Bhp (Bap
Homologue Protein), foi sugerida por Tormo e cols. (2005b) como provavelmente
envolvida na formacéo de biofilme devido a sua notéavel similaridade estrutural com a
Bap. Ao contrario de gene aap, que é encontrado em cerca de 90% das amostras de
S. epidermidis, bhp é detectado em aproximadamente 15 a 45% dos isolados,
dependendo do estudo realizado (ROHDE et al., 2007; BOWDEN et al., 2005).

Similarmente ao que se observa para a Aap, Embp (Extracellular Matrix-Binding
Protein — Proteina de Ligacdo a Matriz Extracelular) é outra importante proteina capaz
de atuar tanto na fase inicial do biofilme, mediante ligacédo a fibronectina, quanto na
fase de acumulacédo, funcionando como adesina intercelular (CHRISTNER et al.,
2010).

Portanto, um biofilme maduro de S. epidermidis consiste de uma variedade de
moléculas adesivas, que incluem ou ndo a PIA, fatores proteinaceos como Bhp, Aap
e Embp, acidos teicdicos e eDNA (FEY; OLSON, 2010), embora este ultimo pareca
atuar de modo mais importante na etapa de adesdao inicial da formacéao do biofilme
(QIN et al., 2007).

Além dos processos adesivos que promovem a ligacdo das bactérias durante
a etapa de acumulacdo, a maturacdo do biofilme envolve também a ocorréncia de
processos disruptivos que formam canais em sua estrutura (O'TOOLE; KAPLAN;
KOLTER, 2000), os quais sd0 necessarios para que as células localizadas nas
camadas mais profundas tenham acesso a nutrientes. Os processos disruptivos
participam também na estruturacdo do biofilme, acarretando o desprendimento de

agregados de células, o que controla a expanséao do biofilme.
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1.2.3 Etapa de dispersao

Com o amadurecimento do biofilme, células bacterianas ou secdes intactas de
biofime podem se desprender e, “metastaticamente”, atingir outros 06rgdos ou
sistemas, levando a disseminacéao sistémica do processo infeccioso. Entre os fatores
gue poderiam contribuir para o desprendimento de fracdes do biofilme foi aventada a
participacdo de agentes tensoativos, capazes de interromper as interacées nao
covalentes entre as moléculas agregativas do biofilme, conduzindo ao seu
descolamento.

Assim, em Staphylococcus foi caracterizada a producdo de uma familia de
peptideos com suposta capacidade surfactante, devido ao seu carater a-helicoidal
anfipatico. Estes peptideos foram denominados de modulinas soltveis em fenol
(phenol-soluble modulins [PSMs]), e descritos pela primeira vez em S. epidermidis
(MEHLIN et al., 1999).

As PSMs de S. epidermidis formam um complexo que determina uma variedade
de propriedades pro-inflamatdrias e consistem em pelo menos 4 componentes
peptidicos: PSMa, PSMB, PSMy (5-toxina) (MEHLIN; HEADLEY; KLEBANOFF, 1999)
e PSMd (OTTO et al., 2004). Entre estes peptideos, a 6-toxina foi sugerida como a
primeira PSMs envolvida no processo de desprendimento do biofilme em S.
epidermidis, inibindo as etapas de acumulacdo/maturacéo de sua formacédo (VUONG
et al., 2003).

A expressao das PSMs, bem como de outros fatores envolvidos na formacgéao
de biofilme e viruléncia de S. epidermidis e S. aureus, é regulada por um sistema
quorum sensing denominado agr (Accessory Gene Regulator — Gene Regulador
Acessorio) (VUONG et al., 2004a).

A expressao de todas as PSMs de S. epidermidis encontra-se sob controle
excepcionalmente estrito deste sistema quorum sensing, na medida em que tal
processo é realizado por meio da ligacdo direta da proteina reguladora de resposta
AgrA a promotores do operon psm. Assim, este controle € mais direto do que o de
muitos outros determinantes de viruléncia Agr regulados, os quais sao controlados por
meio de um RNA regulador (WANG et al., 2007, VUONG et al., 2004a, QUECK et al.,
2008).
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1.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL, REGULACAO DA PRODUCAO DA
ADESINA POLISSACARIDICA INTERCELULAR E EXPRESSAO DE icaADBC

1.3.1 Caracteristicas quimicas e estruturais da adesina polissacaridica intercelular

A estrutura da PIA foi originalmente descrita por Mack e cols. (1996), que
purificaram e caracterizaram um antigeno polissacaridico especifico obtido das
amostras produtoras de biofilme S. epidermidis 1457 e S. epidermidis RP62A.
Mediante analise de filtracdo em gel Sephadex G-200, seguida de separacdo por
cromatografia Q-Sepharose, foi observado que este polissacarideo é constituido por
duas fragBes: uma principal, representada pelo polissacarideo | (> 80%), e uma
menor, denominada polissacarideo Il, representando menos de 20% do polimero, e
gue se mostrou moderadamente anibnica.

O polissacarideo | € uma homoglicana linear, com pelo menos 130 residuos de
2-deoxi-2-amino-D-glucopiranosil -1,6-ligados. Em média 80 a 85% desses residuos
sdo N-acetilados, sendo o restante dos residuos da fracdo ndo N-acetilados e
positivamente carregados. A fragmentacéo do polissacarideo | por desaminagcédo com
acido nitroso revelou uma distribuicAo mais ou menos aleatéria dos residuos
glucosaminil ndo-N-acetilados. A estrutura polissacaridica ndo ramificada favorece
uma longa faixa de contato e interacdo entre as fitas polissacaridicas e as proteinas
da parede celular, levando a adeséo intercelular e acumulacédo do biofilme. A estrutura
homoglicana ndo ramificada é reminiscente de outros polissacaridos estruturais, tais
como celulose e quitina, mas a substituicdo de ligacbes B-1,4 por B-1,6 torna a
estrutura total do polissacarideo de S. epidermidis menos compacta e menos rigida
(MACK et al.,1996).

O polissacarideo Il € estruturalmente relacionado ao polissacarideo |, sendo
constituido exclusivamente por glicosamina, mas apresenta um menor conteudo de
residuos D-glicosaminil ndo N-acetilados, e contém fostato e succinato ligado a ester,
proporcionando seu carater anionico. Tal composi¢cao introduz, simultaneamente,
cargas negativas e positivas no polissacarideo. Acredita-se que sejam fatores

importantes para a adesao intercelular e formacéao de biofilme por S. epidermidis tanto
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a estrutura nao ramificada e os residuos de glicosamina positivamente carregados no
polissacarideo I, quanto os grupos de carga positiva e negativa no polissacarideo Il
(ROHDE et al., 2010).

1.3.2 Mecanismos genéticos envolvidos na sintese da Adesina Polissacaridica

Intercelular

A PIA é a molécula acumulativa mais prevalente e mais estudada em isolados
clinicos de S. epidermidis. Este polissacarideo € sintetizado, exportado e modificado
pelos produtos codificados pelo operon icaADBC, o qual foi identificado inicialmente
nesta espécie bacteriana (HEILMANN et al.,1996). A transcricdo deste operon é, em
parte, controlada por um regulador transcricional denominado icaR, o qual codifica um
repressor com papel central na regulacdo da expressédo desse operon (CONLON;
HUMPHREYS; O'GARA, 2002).

O operon icaADBC codifica as proteinas IcaA, IcaD, IcaB e IcaC, sendo que
IcaA e icaD sdo proteinas transmembrana que apresentam atividade de N-
acetilglicosaminil-transferase, tendo UDP-N-acetilglicosamina como substrato. Essas
duas proteinas trabalham em conjunto para sintetizar oligdbmeros de [-1,6-N-
acetilglicosamina. IcaD é requerida para a completa atividade de IcaA in vitro, atuando
como uma chaperona que dirige a insergéo de IcaA na membrana, podendo atuar
também na ligacdo entre IcaA e IcaC (GERKE et al., 1998). Quando somente 0 gene
icaA é expresso, ocorre indugdo de uma baixa atividade desta enzima. Porém, quando
0 gene icaA é co-expresso com o gene icaD, observa-se um aumento de cerca de 20
vezes na atividade da transferase, que atua determinando a formagéao de oligbmeros
com 10 a 20 residuos de B-1,6-N-acetilglicosamina (GERKE et al.,1998).

O produto do gene icaC é também uma proteina de membrana, com 10
dominios transmembrana, cuja atuacdo € igualmente essencial para uma PIA
inteiramente  funcional. Aparentemente, esta proteina est4d envolvida na
externalizacdo e alongamento do polissacarideo crescente (GERKE et al.,1998).
Enquanto a co-expressdo de icaA e icaD permite a producéo de oligdbmeros de N-
acetilglicosamina com comprimento maximo de somente 20 residuos, a co-expressao

destes com icaC determina a sintese de cadeias mais longas, de cerca de 130
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residuos, e que reagem com anti-soro PIA-especifico, ao contrario do que ocorre com
oligdmeros curtos (GERKE et al.,1998).

Diferentemente do observado para icaA, icaD e icaC, o produto de icaB é
encontrado principalmente no sobrenadante das culturas, estando também associado
a superficie da célula, sendo responsavel pela deacetilagdo e atividade da PIA
(VUONG et al., 2004b). A deacetilacdo da PIA é o fator que resulta em um polimero
positivamente carregado, o que é importante para sua interagcdo com a superficie
negativamente carregada da célula bacteriana. Em cepas mutantes de S. epidermidis
nas quais o gene icaB foi suprimido, a PIA mostrou-se escassamente retida na
superficie da célula, provavelmente devido a perda de seu carater catinico, pela

auséncia de acetil-glicosamina ndo-N-acetilada (VUONG et al., 2004b).

1.4 FATORES REGULATORIOS QUE AFETAM A EXPRESSAO DO OPERON ica

A regulacédo do operon icaADBC é bastante complexa e numerosos fatores
regulatérios tem se mostrado implicados em seu controle. Muitos desses fatores
atuam como reguladores transcricionais globais, enquanto outros, como o gene icaR,
parecem afetar a expressao de, relativamente, poucos genes. As diferentes proteinas
reguladoras que afetam a expressao do operon ica foram revisadas por Cue e cols.
(2012).

1.4.1 Fatores regulatérios que afetam negativamente a expressao do operon ica

7z

O gene icaR, situado antes do gene icaA, € um regulador que apresenta
transcricdo num sentido divergente daquele que ocorre nos genes do operon ica. O
produto codificado por esse gene € uma proteina com cerca de 22 kDa da familia TetR
de reguladores transcricionais. Existem evidéncias que sugerem que o produto do
gene icaR pode atuar como um repressor transcricional que desempenha um papel

adaptativo na formacédo de biofilme de S. epidermidis, mediante modulacdo da
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regulacdo da expressdo do operon ica, em resposta a condicbes ambientais
especificas (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2002).

Conlon e cols. (2002) estudando o efeito do estimulo da glicose, cloreto de
sédio e etanol na expressédo do operon ica em amostras variantes de S. epidermidis
icaR* e icaR", observaram que a inducédo da expressao desse operon por etanol foi
icaR dependente, ao contrario da inducéo por glicose-cloreto de sddio, cuja regulacao
mostrou-se icaR independente.

O mecanismo de atuacdo da proteina IcaR provavelmente envolve a ligacao
direta desse repressor ao promotor do operon ica (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA,
2002). Por sua vez, o gene icaR pode ter sua transcricdo reprimida pelo fator o, um
importante regulador de resposta global ao estresse.

Outros reguladores negativos de ica sdo as proteinas TcaR (JEFFERSON et
al., 2004), LuxS (XU et al., 2006) e Spx (WANG, 2010).

1.4.1.2 Variacdo de fase em S. epidermidis

Vérios estudos tém demonstrado um fenbmeno pelo qual uma parcela da
populacdo de amostras de S. epidermidis produtoras de biofilme PIA-dependente
passa a ndo expressar este fenotipo. Este processo foi denominado de variacao
fenotipica ou variacdo de fase, e € usualmente detectado com o emprego do meio
Agar Vermelho Congo (AVC) (FEY; OLSON, 2010).

Segundo Handke e cols. (2004) a variagao de fase ocorre em uma frequéncia
razoavelmente elevada (102 a 10#) em quase todas as amostras de S. epidermidis,
quando cultivadas durante um longo periodo de tempo (5-7 dias).

Ziebuhr e cols. (1999) foram os primeiros autores a demonstrar que em uma
parcela expressiva de casos desta variagdo fenotipica existia a insercao reversivel do
elemento de insergéo 1S256 no locus ica, resultando em uma mudancga fenotipica de
biofilme-positivo para biofilme-negativo.

Posteriormente, Conlon e cols. (2004) e Handke e cols. (2004) apontaram que
insercdes do 1S256 no gene rsbU do operon sigB ou no locus sarA (ambos reguladores
globais que afetam a expresséo de ica), também resultaram em expressao diminuida

do operon ica, e foram associadas com a mudanca fenotipica na producgéo de biofilme.
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A frequéncia significativamente maior da presenca do 1S256 em isolados de
origem clinica tem sido considerada como um fator sugestivo para o seu emprego
como um marcador para discriminar cepas invasivas de amostras comensais de
S. epidermidis (KOZITSKAYA et al., 2004, KIEM et al., 2004, GU et al., 2005).

Deve-se ressaltar ainda que, embora a expressdao do operon ica em
S. epidermidis possa ser “ligada” ou “desligada” pela alternancia de insercao/excisao
do 1S256 em sitios especificos do genoma (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2004,
HANDKE et al., 2004, ZIEBUHR et al., 1999), e desse modo abolir ou restaurar a
capacidade de sintese de PIA, este elemento transponivel ndo tem sido tratado como
um regulador tipico do operon.

1.4.2 Fatores regulatérios que afetam positivamente a expresséao do operon ica

Os fatores regulatérios que determinam efeito positivo na expresséo do operon

ica-ADBC englobam as proteinas da familia Sar, o®, Rbf, SrrAB, Ygs, GdpS e CcpA.

1.4.2.1 Regulador Acessorio de Estafilococos - Sar

A familia Sar (Staphylococcal Accessory Regulator- Regulador Acessorio de
Estafilococos) é constituida por, pelo menos, onze diferentes proteinas, sendo que
algumas, como SarA, SarR e SarX, sdo encontradas tanto em S. epidermidis quanto
S. aureus (CUE; LEI; LEE, 2012).

SarA, a proteina que tem sido mais estudada, apresenta agdo regulatéria
global, afetando a expressao de multiplos genes em S. aureus, inclusive muitos genes
envolvidos na patogenicidade dessa bactéria. Sua atuacao pode se dar tanto ao nivel
da ativacao quanto da transcricdo (BAYER; HEINRICHS; CHEUNG, 1996, BEENKEN;
BLEVINS; SMELTZER, 2003, TORMO et al., 2005a, OSCARSSON et al., 2006).

A atuacao de SarA como um regulador positivo na transcricéo do locus ica de
S. epidermidis foi demonstrada por Tormo e cols. (2005a). Em duas diferentes
amostras clinicas de S. epidermidis (O-47 e CHB845), a eliminagdo do gene que
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codifica essa proteina tornou os mutantes sarA negativos completamente defectivos
na formagdo de biofilme, tanto nas condi¢cfes de teste em estado estacionario (placa
de microtitulacdo), como nas condi¢fes de fluxo em microfermentador. A proteina
SarA purificada mostrou alta afinidade de ligacdo a regido promotora de icaA,
enquanto a transcricao de icaR néo foi afetada.

Deve-se destacar, porém, que nem sempre a proteina codificada por este gene
determina um papel positivo na regulacdo do biofilme estafilocécico. Em caminho
inverso aos dados anteriores, Christiner e cols. (2012) identificaram sarA como um
regulador negativo para a formacéo de biofilme dependente da proteina Embp e de
eDNA. Com base no fato de que expressiva propor¢céo de isolados invasivos de
S. epidermidis ndo formou biofilme in vitro, os autores testaram a hipotese de que
sistemas regulatorios sobrepostos podem atuar suprimindo esta expressao.
Mutagénese de uma amostra clinica de S. epidermidis biofilme-negativa por meio de
insercao de Tn917 em sarA revelou que a inativacdo desse gene induziu formacao de
biofilme através da sobre-expressdo da proteina gigante de ligacdo a matriz
extracelular, Embp, a qual atuou nessa amostra como uma adesina intercelular. Além
do aumento da expressao de Embp, observou-se pronunciada liberacdo de eDNA,
que contribuiu significativamente para a formacdo de biofiime no mutante sarA
negativo. Os autores concluiram que a liberagdo de eDNA resultou indiretamente da
regulacédo positiva da metaloprotease SepA, levando ao processamento aumentado
de autolisina AtlE, que, por sua vez, induziu aumento da autdlise e liberacdo de eDNA.
Estas regulacdes permitiriam que S. epidermidis pudesse mudar os mecanismos e a
natureza do biofilme produzido, garantindo sua adaptacdo a ambientes hostis.

Outros componentes da familia Sar que se destacam por atuarem na formacao
de biofilme em Staphylococcus sao as proteinas SarX e SarZ, ambas atuando sobre
o promotor de agr (MANNA; CHEUNG, 2006, ROWE et al., 2011).

1.4.2.2 Fator sigma B alternativo - ¢®

Outro agente global que regula a formacéao de biofilme e outros processos por

diferentes caminhos é oB, um fator sigma alternativo encontrado em estafilococos e
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outras bactérias Gram positivas (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2004; CUE; LEI;
LEE, 2012).

Entre os fatores sigma alternativos, o o é um dos mais estudados em bactérias
Gram positivas, atuando como um regulador central e modulando a expresséo de
numerosos genes, em resposta ao estresse ambiental e apds a entrada na fase
estacionaria, em bactérias como Staphylococcus, Bacillus e Listeria (BECKER et al.,
1998, KULLIK; GIACHINO; FUCHS, 1998). Além de atuar em respostas de resisténcia
ao estresse, o fator o esta envolvido em expressdes de viruléncia, por exemplo, a
formacéo de biofilme em bactérias como S. epidermidis e S. aureus (GOMES et al.,
2011, SHAW et al., 2006).

S. epidermidis possui um operon sigB altamente homdlogo ao de S. aureus,
com a mesma ordem dos genes (rsbU, rsbV, rsbW, sigB), codificando o fator sigma
alternativo o, e trés proteinas regulatérias (KNOBLOCH et al., 2001). Na auséncia de
estresse o fator oB é inativo, devido a sua associacdo com RsbW, que atua como um
fator anti-o. Além disso, RsbW atua também fosforilando o fator anti-anti o, RshV,
inativando-o. Sob condicbes de estresse RsbU atua como uma fosfatase
defosforilando RsbV. Este ultimo pode entdo se ligar a RsbW, interrompendo a
associacdo deste com o®, o qual, uma vez liberado, pode se associar com o cerne da
RNA polimerase (KNOBLOCH et al., 2004). Portanto, a ativacdo de o envolve a
participacdo de um fator anti-sigma (RsbW) e de um fator anti-anti-sigma (RsbV).

Knobloch e cols. (2001) demonstraram que a inativacdo por insersdo do
elemento de transposicdo Tn917 no primeiro gene do operon of (rsbU) em
S. epidermidis diminuiu drasticamente a transcricdo do operon icaADBC, sintese PIA,
e a formacéao de biofilme.

Posteriormente foi demonstrado que esta influéncia do fator o® no operon ica
decorria da repressao da transcricdo de icaR, via um regulador intermediario nédo
identificado (KNOBLOCH et al., 2004). Vérias condi¢cdes de estresse ambiental
estimulam a formacédo do fator o®, levando a repressédo de icaR, o que favorece a
transcricdo do operon ica e a producédo de PIA. Porém, podem existir vias distintas de
regulacdo do operon ica dependendo do agente estressante. Por exemplo, a
regulacdo positiva de RsbU sobre o fator oB é essencial para a producédo de PIA em
condicbes de estresse por altas concentracdes salinas, mas em condi¢cdes de
estresse por etanol, a producgéo de PIA ocorre por um mecanismo independente deste
(KNOBLOCH et al., 2001, 2004).
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1.4.2.3 Ciclo dos acidos tricarboxilicos e expressao do operon ica

Diferentes investigagdes ja apontaram que certas condi¢des ambientais, além
da disponibilidade de nutrientes no meio de cultura, representam variaveis que podem
influenciar fortemente a expressao de diversos fatores de viruléncia, a formacao de
bioflme e a sintese de exopolissacarideos (DEIGHTON; BORLAND, 1993,
DOBINSKY et al., 2003, VUONG et al., 2005).

Em S. epidermidis existem relatos de que a formacao de biofilme é dependente
do estado metabdlico da célula (CRAMTON et al., 2001, SADYKOV et al., 2008,
SCHLAG et al., 2007, VUONG et al., 2005). Nesta espécie bacteriana, por exemplo,
a formacéo de biofilme € aumentada durante o crescimento em meio suplementado
com glicose, sugerindo participacdo de um regulador responsivo a catabolitos de
carbono que é capaz de ativar genes necessarios para a formacgao de biofilme, e/ou
reprimir genes que inibem a formacéo de biofilme (DOBINSKY et al., 2003).

Vuong e cols. (2005) observaram que certos fatores determinadores de
estresse (como aumento da osmolaridade, exposicdo ao etanol ou aumento da
temperatura), conhecidos por aumentarem a expressao do operon ica e a produgao
de PIA, sdo também condi¢cdes que podem promover alteracbes nos niveis de
produtos intermedidrios do ciclo dos acidos tricarboxilicos e inibi-lo. Os autores
demonstraram que a inibicdo deste ciclo com fluorocitrato, um inibidor da enzima
aconitase, determinou acentuado aumento na producao de PIA em S. epidermidis,
sem comprometer o catabolismo da glicose e a taxa de crescimento. Isto os levou a
especular que um mecanismo pelo qual os estafilococos percebem a mudanca
ambiental externa seria através de alteracdes na atividade do ciclo dos acidos
tricarboxilicos, levando a mudancas nos niveis intracelulares de intermediarios
biossintéticos, ATP ou do estado redox da célula. Tais mudancas no estado
metabdlico podem afetar a expresséo de ica e resultar na atenuacdo ou aumento da

producéo de PIA.

1.4.2.4 Ygs e GdpS
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As proteinas Ygs e GdpS também sédo apontadas como indutoras da formacao
de biofilme em S. epidermidis. A proteina Ygs contém 127 aminoacidos e é codificada
por um novo gene descrito em S. epidermidis 1457, sendo expressa em uma resposta
geral ao estresse. Segundo Wang e cols. (2011), a atuacdo desta proteina se da de
modo icaR independente.

GdpS (GGDEF Domain Protein from Staphylococcus — proteina do dominio
GGDEF de Staphylococcus) é uma proteina estafilocécica descrita por Holland e cols.
(2008) gque mostrou aumentar a producao de biofilme, a expressédo de icaADBC e a
producdo de PIA em meio suplementado com cloreto de sédio. A expresséao de icaR,
bem como de outros reguladores (SarA, TcaR, and LuxS) nao foi afetada por esta
proteina, mas o modo como se da a regulacdo da expresséo de icaADBC ndo ficou

claramente compreendido pelos autores.

1.5 Biofilmes PIA-independentes

Cucarella e cols (2001) foram os primeiros pesquisadores a sinalizar para a
possibilidade de existéncia de formacdo de biofilme por um mecanismo ica
independente. Como anteriormente mencionado, estes autores identificaram em
amostras de S. aureus implicadas em casos de mastite bovina uma proteina de
superficie denominada Bap, que se mostrou envolvida ndo s6 no processo de adeséo
primaria a superficies abidticas, como também na segunda etapa da formacdo do
biofilme, onde a adesao intercelular desempenha importante papel. Assinala-se nesse
caso, portanto, uma diferenca relacionada a atuacéo do produto do operon ica, ja que
este ndo intervém na etapa priméria da formacao do biofilme.

Com base na constatacdo de que amostras de S. aureus portadoras do gene
bap sédo produtoras fortes de biofiime, Tormo e cols. (2005b) investigaram a
capacidade de producao de biofilme de amostras de S. epidermidis isoladas de casos
de mastite de ovinos e caprinos, além de isolados de portadores humanos.
Adicionalmente, varias outras espécies de ECNs foram analisadas. Nenhuma das
amostras humanas e somente 4 isolados de mastite animal apresentaram fenétipo de

biofilme forte. Analise por southern blot sugeriu a presenca de um gene similar ao bap
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de S. aureus em 3 das 4 amostras produtoras, o qual ndo se mostrou presente em
nenhuma das amostras ndo produtoras investigadas. O gene bap de um dos isolados
foi clonado e sequenciado, constatando-se que a interrupcdo deste gene aboliu a
capacidade para produzir biofilme, ao passo que a complementacdo heteréloga com
a proteina Bap de S. epidermidis em uma amostra de S. aureus biofilme-negativa
conferiu a esta a capacidade para produzir biofilme. Um achado interessante neste
estudo foi a auséncia do operon ica em todos os estafilococos coagulase negativos-
Bap positivos investigados. Outro resultado relatado pelos autores foi a deteccdo da
proteina Bhp em isolados humanos de S. epidermidis. Ao pesquisarem bancos de
dados com o genoma de eubactérias em busca de sequéncias de homologia com a
proteina Bap de S. aureus, os autores encontraram em S. epidermidis RP62A, uma
amostra produtora forte de biofilme PIA-dependente, uma proteina semelhante a Bap,
a qual denominaram de Bhp. Um relato adicional sobre a presenca do gene bhp em
isolados humanos de S. epidermidis foi feito por Bowden e cols (2005), envolvendo
tanto amostras clinicas quanto colonizadoras de pele.
Outra evidéncia de formacéao de biofilme PIA-independente foi obtida por Rohde
e cols. (2005), ao estudarem uma amostra de S. epidermidis isolada de um caso de
infecc@o persistente de cateter de derivacao liquérica. Este isolado revelou fenétipo
biofilme-negativo em decorréncia da presenca do elemento de insercao 1S257,
inserido na posicao bpl301 do gene icaA, que suprimia a transcricdo do operon
icaADBC. Durante esta investigacao 0s autores obtiveram uma amostra revertente
que apresentou fendtipo biofilme-positivo, apesar da presenca do 1S257 inserido na
mesma posi¢cado da amostra parental. No biofilme produzido por essa amostra né&o foi
detectada imunologicamente a presenca de PIA, nem obtida a sua desagregacao pelo
metaperiodato de sodio, um agente quimico que atua sobre polissacarideos. Estudos
complementares mostraram que o biofilme formado pela amostra revertente sofreu
desagregacdo com proteinase K, indicando sua natureza proteica. A andlise das
proteinas de superficie da amostra, com SDS-PAGE, revelou a presenca de uma
proteina de 140 kDa, similar a uma proteina descrita anteriormente por Hussain e cols.
(1997), denominada de Aap, e que estaria envolvida na etapa de acumulacao
bacteriana.
Segundo Rohde e cols. (2005), Aap requer processamento proteolitico por

proteases de estafilococos para obter a funcao adesiva, uma vez que a adicdo de a-
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2-macroglobulina, um inibidor de protease de amplo espectro, determinou inibicdo da
formacéo de biofilme.

Ao lado da proteina Aap, merece também destaque na formacéo de biofilme
em S. epidermidis o papel da Embp, uma proteina gigante (1 MDa) que se liga a
fibronectina, participando assim do processo de aderéncia primaria do micro-
organismo. Adicionalmente, Embp atua na fase de acumulacéao do biofilme, uma vez
que, tal como a PIA e Aap, apresenta a propriedade de promover adesao intercelular.

A evidéncia inicial da atuacdo de Embp como adesina intercelular proteica, com
capacidade para, por si s6, mediar a formacao de biofilme, foi encontrada por Christner
e cols. (2010). Estes autores obtiveram uma variante de S. epidermidis biofilme
positiva (1585v), a partir de um isolado clinico operon ica negativo / aap negativo
(1585), cujo biofilme era facilmente degradado pelo tratamento com proteinase K, mas
nao com dispersina B, um agente degradador de PIA. A insercdo de elementos
transponiveis no gene embp da amostra 1585v permitiu o isolamento de mutantes
com expressao negativa para producdo de biofilme e, reforcando este achado,
antisoro especifico anti Embp inibiu a formacéo de biofilme em S. epidermidis 1585v.
Por outro lado o tipo selvagem 1585 formou biofilme apds indugédo da expressao de
Embp pela adicdo de 25% de soro de cabra no meio de cultura, enquanto um mutante
correspondente Embp-negativo permaneceu como nao produtor de biofilme.

1.6 FATORES DE VIRULENCIA PRESENTES NO BIOFILME E OUTROS
POTENCIAIS DETERMINANTES DA VIRULENCIA DE S. epidermidis

Em uma etapa inicial da infeccdo, previamente a sintese de PIA ou outros
produtos estruturantes do biofilme, como ja apontado previamente, a participacdo de
componentes que contribuem para a viruléncia de S. epidermidis envolvem fatores
como a hidrofobicidade de sua superficie e uma grande diversidade de moléculas que
atuam como adesinas. Estes componentes medeiam a aderéncia do micro-organismo
diretamente a polimeros plasticos e/ou proteinas receptoras presentes na matriz
extracelular do hospedeiro, e que normalmente revestem a superficie dos dispositivos
de poliestireno logo apos seu implante. Sdo exemplos destas moléculas adesivas
AtlIE, Bhp, EmbP, Fbe (SdrG), GehD, Aae, SdrF, Ssp-1 e Ssp-2 (VAN MELLAERT et
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al., 2012). Entre estas, convém assinalar que a autolisina AtlE foi descrita também
como estando envolvida na internalizacdo de S. epidermidis em células endoteliais, 0
que pode proporcionar a este patdgeno nosocomial um novo mecanismo para se
evadir do sistema imune do hospedeiro (HIRSCHHAUSEN et al., 2010). Incluem-se
ainda no grupo de componentes que medeiam a aderéncia inicial os acidos teicoicos
(HOLLAND; CONLON; O'GARA, 2011).

Uma vez estabelecida a aderéncia sobre a superficie de dispositivos medicos
de permanéncia prolongada, a capacidade para produzir um biofilme aderente e
altamente organizado, é sem duvida o0 processo que mais se destaca entre 0s
componentes envolvidos na viruléncia de S. epidermidis. Na maioria dos casos a PIA
€ encontrada como o principal composto estrutural da matriz do biofilme,
determinando, entre outras acdes, protecdo das bactérias contra a fagocitose por
leucécitos polimormonucleares e contra a acdo de peptideos antimicrobianos do
hospedeiro.

O mecanismo de protecdo da PIA aos mecanismos da resposta imune inata foi
atribuido a natureza catidnica desse polissacarideo quando deacetilado, o que &
importante ndo somente para as interagdes intercelulares bacterianas, mas também
por promover uma barreira mecéanica que inibe acdo de células fagocitarias e bloqueia
a passagem de peptideos antibacterianos. Amostras ica negativas de S. epidermidis
mostraram aumentada sensibilidade para leucocitos e peptideos antimicrobianos
cationicos da pele (LL37, 3-defensina B e dermicidina). Suscetibilidade comparavel foi
detectada em mutantes icaB negativos de S. epidermidis. A protecdo contra peptideos
antibacterianos catidnicos provavelmente estd baseada, em parte, na repulséo
eletrostatica, mas mesmo 0 peptideo anidnico dermicidina pode ser aprisionado e
inativado dentro da rede catibnica de PIA (VUONG et al., 2004b).

Ja a acédo dos neutrdfilos é contida por sua imobilizacdo no biofilme
estafilococico, de modo que a fagocitose ocorre somente para células bacterianas na
vizinhanca imediata destes fagocitos (GUENTHER, 2009). Nestas condi¢des, Kristian
e cols. (2008) apontaram que, apesar de uma maior ativacdo do sistema
complemento, existe uma menor deposi¢do de Cspb, assim como de IgG, na superficie
das bactérias dentro da matriz do biofilme, o que as protege da morte por
polimorfonucleares.

Além da PIA, outro exopolimero associado a viruléncia de S. epidermidis € o

acido poli-y-DL-glutamico (PGA), um pseudopeptideo anibnico extracelular que foi
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originalmente descrito em bactérias como Bacillus anthracis, Leptospira interrogans e
Fusobacterium nucleatum (KAPATRAL et al., 2002, REN et al., 2003). Em B. anthracis
o PGA é considerado um importante fator de viruléncia antifagocitico (KOEHLER,
2009).

A possibilidade de producdo deste polimero em S. epidermidis foi detectada
por estudos de sequenciamento realizados por Gill e cols. (2005) que,
surpreendentemente, revelaram em uma ilha genémica de S. epidermidis RP62A e
S. epidermidis American Type Culture Collection (ATCC) 12228 a presenca do
operon capBCAD, que codifica a sintese do PGA. A presenca deste operon em S.
epidermidis foi atribuida a transferéncia de genes mediada por plasmidio, a partir do
B. anthracis.

Kocianova e cols. (2005) mostraram que o PGA protegeu eficientemente
S. epidermidis contra peptideos antimicrobianos e da fagocitose por neutrofilos,
ambos componentes-chave do sistema imune inato, além de se mostrar indispensavel
para a persisténcia do micro-organismo em infeccdo experimental em cateteres
implantados subcutaneamente. Adicionalmente, foi demonstrado que o PGA protegia
S. epidermidis contra altas concentracdes de cloreto de sédio, uma das adversidades
enfrentadas pela bactéria no seu ambiente natural, a pele humana.

Na etapa de acumulacao, além da especial atuacdo da PIA que propicia evasao
da resposta imune do hospedeiro, outros produtos estruturantes nesta fase de
formacédo do biofilme podem atuar com a mesma funcéo. Christner e cols. (2010)
demonstraram que a formacé&o de biofilme mediada por Embp protegeu S. epidermidis
da fagocitose por macréfagos, o que indica um papel multifuncional desta proteina de
superficie, permitindo a ligacdo a receptores na matriz extracelular do hospedeiro e
na superficie de dispositivos de implantes, acumulacdo do biofilme, e evasdo da
resposta imune. Schommer e cols. (2011) mostraram também que biofilme formado
por Aap protegeu S. epidermidis da fagocitose por células macrofagicas de
camundongo com eficiéncia similar aos biofilmes de PIA ou Embp.

Em contraste com o vasto repertério de toxinas de S. aureus, a producgéo de
toxina por S. epidermidis € limitada principalmente as PSMs (OTTO, 2009). Estas
moléculas, como ja descrito na secdo 1.2.3 (etapa de dispersdo do biofilme),
consistem em um grupo de peptideos anfipaticos sollveis em fenol, que apresentam
atividade pro-inflamatoria, e por vezes, funcédo citolitica. Com excecdo de cepas

naturalmente agr disfuncionais, todas as amostras de S. epidermidis produzem PSMs.
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Uma PSM de S. epidermidis a ser destacada é a &-toxina (também chamada
PSMy), um peptideo de 24 aminoéacidos, que difere do seu homélogo de S. aureus
apenas na posicdo de um aminoacido, e que tem sido sugerido como envolvido na
enterocolite necrotizante neonatal (SCHEIFELE et al., 1987).

Embora algumas PSMs de S. epidermidis estejam relacionadas com as
congéneres de S. aureus, estas Ultimas apresentam pronunciada capacidade para
lisar neutréfilos humanos (WANG et al., 2007), enquanto a ©-toxina seria
moderadamente citolitica. Assim, o padrdo de producdo de PSMs, em adicdo a
auséncia geral de toxinas altamente agressivas em S. epidermidis, contrasta com o
elevado potencial citolitico de S. aureus, 0 que da sustentacdo ao modelo proposto
por Massey e cols. (2006), referente a uma vantagem evolutiva para a baixa
agressividade de S. epidermidis.

A comparacao anterior referente a toxinas, estabelecida entre S. aureus e
S. epidermidis, de certo modo, também pode ser estendida para exoenzimas. Entre
as enzimas com potencial de viruléncia relatadas em S. epidermidis podem ser
destacadas as proteases SepA, que degradam peptideos antimicrobianos humanos,
e Esp, que degrada fibrinogénio e o fator Cs do complemento. Foi relatada ainda uma
enzima modificadora de acidos graxos (FAME - Fatty-acid modifying enzyme), capaz

de atuar sobre acidos graxos prejudiciais ao micro-organismo (OTTO, 2012).

1.7 METODOS DE ESTUDO E CARACTERIZACAO DE BIOFILMES

Existe uma grande diversidade de procedimentos metodoldgicos in vivo e in
vitro para o estudo de biofilme, os quais podem ser complementados por métodos
moleculares (MCLANDSBOROUGH et al., 2006, LEBEAUX et al.,, 2013). Os

procedimentos para deteccéo de biofilmes incluem:

a) Métodos Microscopicos, 0s quais se baseiam na andlise direta de imagens de
biofilme geradas por diferentes tipos de microscopia (eletronica de transmissao ou

de varredura, confocal de varredura a laser e de epifluorescéncia);
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b) Métodos Dinamicos, que empregam sistemas de crescimento do tipo “fed-batch”,
desenvolvimento de biofilme em reatores capilares, reatores de fluxo celular, e

outros reatores similares;

c¢) Estudo de Biofilmes em Microcosmos e Modelos In Vivo;

d) Sistemas Estaticos, onde o desenvolvimento do biofilme é feito sobre membranas
de policarbonato, no sistema BioFilm Ring Test e pelos métodos em tubo e da placa

de microtitulacéo de poliestireno (MTP);

e) Cultivo em Agar Vermelho Congo (AVC), onde sdo analisadas as reacdes das

bactérias no meio de cultura.

Os métodos estéticos, por sua praticidade, apresentam ampla aceitacdo e
utilizacao, destancando-se, entre estes, 0 MTP. Outro método rotineiramente utilizado

€ o do cultivo em AVC.

1.7.1 Método da placa de microtitulacéo de poliestireno

O teste de producdo de biofilme em placa de microtitulacdo foi proposto
originalmente por Christensen e cols. (1985), ao verificarem que esta técnica
apresentou desempenho muito superior ao meétodo qualitativo do tubo, desenvolvido
anteriormente pela mesma equipe (CHRISTENSEN et al., 1982). Inumeras
modificagdes foram introduzidas na técnica, sendo estas consolidadas e avaliadas por
Stepanovi¢ e cols. (2007).

A relativa simplicidade e custo acessivel, a obtencdo de resultados
guantitativos e desempenho favoravel quando comparado com outros métodos, faz
com que a técnica da placa de microtitulagéo seja apontado por muitos investigadores
que trabalham rotineiramente com biofilme como o método padrédo-ouro (HASSAN et
al., 2011, LOS et al., 2010, MATHUR et al., 2006).
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1.7.2 Método do cultivo em Agar Vermelho Congo

O vermelho congo € um corante acido anionico, quimicamente constituido por
um sal sodico do acido benzidinodiazo-bis-1-naftilamina-4-sulfénico. Por sua forte
afinidade de ligacao a fibras de celulose ja foi muito utilizado na industria de tingimento
de produtos a base de celulose. Porém, apresenta significativa toxicidade, sendo
considerado um produto com potencial carcinogénico, além de determinar outras
manifestacdes prejudiciais a saude (YANEVA; GEORGIEVA, 2012). A despeito disso,
o corante ainda apresenta diferentes aplicagées na area meédica e de pesquisa, como
por exemplo, no diagndéstico histopatolégico da amiloidose, uma vez que emite uma
caracteristica birrefringéncia de tonalidade verde ao exame em luz polarizada ao se
ligar a proteina amiloide presente nesta doenca (FALK; COMENZO; SKINNER, 1997).

Adicionalmente, o vermelho congo tem sido utilizado em investigacoes de
tipagem e patogenicidade de diferentes tipos de bactérias (MAURELLI; BLACKMON;
CURTISS, 1984, BERKHOFF; VINAL, 1986, QADRI et al., 1988, NUNES; HOFER,
1994, PEREIRA et al., 2014).

O método do AVC para a pesquisa de biofilme foi proposto por Freeman,
Falkiner e Keane (1989), em estudo com estafilococos coagulase negativos, como
uma alternativa ao método do tubo elaborado por Christensen e cols. (1982). Este
teste qualitativo foi descrito pelos autores como de facil execucéo, rapido, sensivel e
reprodutivel, apresentando como uma das vantagens adicionais o fato das col6nias
permanecerem viaveis no meio.

O teste se baseia no cultivo das amostras em BHI (Brain Hearth Infusion —
Infusdo de Cérebro e Coracéo) adicionada de agar, sacarose e do corante vermelho
congo. A interpretacdo das reacdes das colonias que se desenvolvem no meio de
cultura leva em conta a morfologia (aspecto liso ou rugoso) e coloracao (variagdes do
rosa ao preto) (FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989, ARCIOLA et al., 2002).

A adicdo de substancias que potencialmente induzem a producéo de biofilme
pelas bactérias quando crescidas no meio de cultura, como a vancomicina e o cloreto
de sédio e de calcio, substituicdo da sacarose por glicose e diferentes atmosferas de
incubacéo ja foram avaliadas como modificacbes ao método originalmente proposto
(KAISER et al., 2010, MARIANA et al., 2009)
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Embora o mecanismo envolvido nas reacdes das colbnias n&o seja
completamente conhecido, acredita-se que as alteracées na morfologia e tonalidade
do cultivo sejam resultantes da ligacdo do corante ao exopolissacarideo bacteriano,
cuja producdo € intensificada pelo suplemento nutricional do meio (FREEMAN;
FALKINER; KEANE, 1989). A grande correlacao da positividade do teste em AVC com
a deteccdo da presenca do operon ica reforcaria esta hipotese (ARCIOLA;
BALDASSARRI; MONTANARO, 2001, ARCIOLA et al., 2002, 2005, LOS et al., 2010,
OLIVEIRA; CUNHA, 2010).

Héa que se considerar, porém, a existéncia de amostras produtoras de biofilme
de outra natureza que néao a polissacaridica (PIA-independente), e que, portanto, ndo
seriam detectadas como positivas pelo teste molecular para pesquisa de genes do

operon ica, ou pelo teste em AVC.

1.8 INFLUENCIA DE FATORES AMBIENTAIS E NUTRICIONAIS DA PRODUCAO DE
BIOFILME

Além dos fatores genéticos que determinam e regulam a formacao de biofilme
em Staphylococcus, esta expressao também é influenciada por uma diversidade de
fatores ambientais e nutricionais. Entre estes, pode-se destacar o aumento da
concentragédo de glicose no meio (RACHID et al., 2000, CONLON; HUMPHREYS;
O’'GARA, 2002), a osmolaridade (RACHID et al.,, 2000, KNOBLOCH et al., 2001),
limitacdo de oxigénio (CRAMTON et al., 2001), temperatura (RACHID et al., 2000),
presenca de heparina (SHANKS et al., 2005), concentracédo de ferro (DEIGHTON;
BORLAND, 1993), exposicdo a concentracdes sub-inibitérias de certas drogas
antimicrobianas (RACHID et al.,, 2000) e baixas concentracbes de alcbois
(KNOBLOCH et al., 2002).

A acéo indutora da producéo de biofilme por fatores ambientais ou nutricionais
decorre, em muitos casos, de sua atuagdo como agente promotor de estresse,
determinando, por diferentes caminhos de ativacéo, aumento da expressao do operon
ica (KNOBLOCH et al., 2001, CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2002). Porém,
algumas investigacdes apontam que o efeito de fatores ambientais estimuladores da

producdo de biofilme pode ocorrer também em amostras desprovidas do operon
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icaADBC. Agarwal e Jain (2013) observaram, por exemplo, que a suplementacéo do
meio de cultura com cloreto de sédio e/ou glicose aumentou significativamente a
producdo de biofilme em diferentes espécies de Staphylococcus de procedéncia
clinica, sendo que, além dos isolados ica positivos, algumas amostras ica negativas
converteram-se em produtoras de biofilme em pelo menos uma das condi¢cdes
testadas.

A estimulacdo da producéo de biofilme por agentes causadores de estresse é
complexa e envolve multiplas variaveis. Um dos agentes que exerce papel chave na
resposta ao estresse ambiental em Staphylococcus é o fator alternativo oB. Esse fator
nao responde diretamente aos sinais ambientais, sendo ativado por transdugéo de
sinais em resposta a situacdes como alta temperatura, osmolaridade, antibioticos, ou
extremos de pH. No controle da formacéao de biofilme por S. epidermidis, além de o®,
é também importante como regulador global de resposta ao estresse a participacéo
de RsbU, uma vez que este atua como um regulador positivo de o8 (KNOBLOCH et
al., 2001).

Embora a maioria dos estudos seja referente ao papel de o® como agente
indutor da ativacdo do operon ica, deve-se levar em consideracao o fato de que este
fator sigma também pode ativar a formacdo de biofilme por via ica-independente
(LAUDERDALE et al., 2009).

Além do papel indutor exercido por reguladores como o na formacéo de
biofilme por S. epidermidis, outro fator que pode influenciar esta expressao é o estado
metabdlico da célula. Particularmente, isto diz respeito & atuagédo de certos agentes
determinadores de estresse que podem atuar promovendo a inibicdo do ciclo dos
acidos tricarboxilicos. Consequentemente, esta inibicdo pode acarretar o aumento da
expressdo do operon ica e da producdo de biofilme (VUONG et al.,, 2005). Tais
eventos podem contar com a participacdo da proteina A de controle de catabolitos
(CcpA - Catabolite control protein A), que atua como um efetor positivo para
transcricdo de icaADBC e como repressor do ciclo dos acidos tricarboxilicos
(SADYKOV et al., 2011).
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1.9 PRODUTOS ANTISSEPTICOS

Os produtos antissépticos séao rotineiramente utilizados nos estabelecimentos de
assisténcia a saude com objetivo de controlar a transmissao de micro-organismos,
objetivando, particularmente, eliminar ou restringir o crescimento dos micro-
organismos na pele e mucosas. Tais produtos possuem constituintes com atividade
antimicrobiana intrinseca, sendo os mais frequentemente utilizados os alcoois,
clorexidina, iod6foros, compostos quaternarios de amonio e triclosan (O’'GRADY et al.,
2002). Sua utilizagcdo comumente esta voltada para procedimentos como antissepsia
da pele das méaos ou no preparo pré-operatério da pele de sitios cirtrgicos, assim
como das maos e antebracos da equipe cirargica envolvida em procedimentos
invasivos que determinam a perfuracdo de pele e mucosas. Adicionalmente, seu
emprego € necessario quando ocorre o0 contato com tecidos estéreis, em
procedimentos invasivos como punc¢des venosas e arteriais, cateterismo vascular e
vesical, ou qualquer outro onde haja a ruptura das barreiras normais de defesa do
individuo (PADOVANI, 2008).

A clorexidina é uma biguanida catiénica, que possui atividade microbicida e acdo
microbiostética residual importante. Geralmente € apresentada na concentracao de 2
a 4%, em formulacdes aquosas ou contendo detergentes (O'GRADY et al., 2002). E
um dos biocidas mais amplamente utilizados em produtos antissépticos, em especial
na lavagem das maos, e na forma de produtos enxaguatorios para uso oral. Isto se
deve principalmente a sua eficacia como um agente de amplo espectro, boa
persisténcia na pele e baixa capacidade para causar irritacdes. Sua acao bactericida
envolve rapida absorcao pelo micro-organismo e ocorréncia de danos a membrana
celular, o que acarreta perda de constituintes intracelulares. Em concentragbes mais
elevadas este agente determina precipitagdo de proteinas e acidos nucleicos
(McDONNELL; RUSSELL, 1999).

O etanol, o isopropanol e o n-propanol estao entre os alcoois mais utilizados em
produtos antissépticos, sendo recomendada sua utilizacdo na forma de solugbes
contendo 60 a 95% (p/p) de alcool. Sua acédo é microbicida e rapida, ndo possuindo
acao persistente (residual). Os produtos a base de alcool, de uso hospitalar, estdo
disponiveis como solu¢des liquidas com baixa viscosidade, apresentados sob a forma
de gel ou espuma (O'GRADY et al., 2002).
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Muitos produtos alcodlicos incluem niveis baixos de outros biocidas, em
particular a clorexidina, que permanecem sobre a pele apds a evaporacgéo do alcool.
PVP-1, compostos quaternarios de amonio e triclosan, por sua acdo microbiostatica
residual, também comumente compde estas formulacfes. Outro componente que
pode estar presente sao os excipientes (incluindo emolientes) que aumentam o tempo
de evaporacdo do alcool, podendo aumentar significativamente a eficacia do produto
(McDONNELL; RUSSELL, 1999).

Com base no aumento da eficacia dos alcoois na presenca de agua, acredita-
se que o modo especifico de acdo destas substancias envolva a ocorréncia de danos
na membrana celular e rapida desnaturacdo de proteinas, com subsequente
interferéncia no metabolismo e lise de células (McDONNELL; RUSSELL, 1999).

Um aspecto importante referente aos antissépticos €& que diferentes
investigacbes tém apontado que, em concentracdes nao inibitorias, varios destes
produtos podem influenciar na producao de biofilme por S. epidermidis (KNOBLOCH
et al., 2001, KNOBLOCH et al.,, 2002, MILISAVLJEVIC et al., 2008, HOUARI;
MARTINO, 2007, ODUWOLE et al., 2010, CHAIEB et al., 2011).

1.10 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS EM ESTAFILOCOCOS

A emergéncia e disseminacao de cepas de Staphylococcus multirresistentes a
antimicrobianos nas ultimas décadas tem se tornado cada vez mais um sério problema
terapéutico, particularmente no que se refere ao tratamento das infec¢des adquiridas
no ambiente hospitalar.

A resisténcia de S. aureus as penicilinas naturais, devido a producao de beta-
lactamases, foi observada ainda na década de 1940, pouco tempo apds sua
introducéo na clinica em 1941, como consequéncia de seu uso continuado. Entre 1944
e 1945 os indices de resisténcia atingiram taxas de 12% a 22% (MOREIRA; DAUM,
1995), e em 1950 ja alcancavam cerca de 30% em amostras hospitalares norte-
americanas. A partir dai, a resisténcia a essas penicilinas mostrou aumento
vertiginoso, atingindo valores de cerca de 80% nas amostras hospitalares de S.
aureus isoladas nos EUA. Durante a década de 1950, na medida em que os indices

de resisténcia as penicilinas naturais iam aumentando, novas drogas foram
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introduzidas na pratica clinica. A consequéncia disto foi que, ja em 1957, muitas
amostras de S. aureus apresentavam resisténcia multipla envolvendo drogas como
penicilina, tetraciclina, estreptomicina, cloranfenicol e eritromicina (SHANSON, 1981).

A necessidade de antimicrobianos alternativos para contornar o problema da
resisténcia mediada por beta-lactamases levou ao desenvolvimento das penicilinas
semi-sintéticas. Desse modo, no inicio dos anos 1960 foi introduzida a meticilina, uma
droga de primeira geracao das penicilinas estaveis a acéo de beta-lactamases. A esta,
seguiu-se o lancamento de outras drogas penicilinase-estaveis, como a oxacilina que,
inclusive, veio a substituir a primeira, devido a sua maior estabilidade em pH acido,
possibilitando a administracao tanto por via oral quanto parenteral.

Infelizmente, pouco tempo depois ja foram detectadas cepas de S. aureus
resistentes a meticilina e outras penicilinas penicilinase-estaveis (JEVONS, 1961,
HOLT; STEWART, 1963). Estas amostras ficaram conhecidas universalmente pelo
acronimo MRSA (Meticillin-Resistant Staphylococcus aureus — Staphylococcus
aureus resistente a meticilina) e, embora a meticilina tenha sido substituida na pratica
terapeutica, esta denominacao ainda € utilizada. Alids, convém ressaltar que ha muito
tempo vem se empregando a oxacilina para a caracterizagdo fenotipica das cepas
MRSA, e ndo a meticilina. O mesmo se aplica as cepas de ECNSs.

Tal como ocorre com 0 S. aureus, a resisténcia a meticilina em ECNs se tornou
amplamente disseminada entre isolados hospitalares, e particularmente em
S. epidermidis (MRSE), com ocorréncia de um fendbmeno denominado de
heterorresisténcia, que também € encontrado em S. aureus, no qual apenas uma entre
10% e 108 células expressam nivel elevado de resisténcia a meticilina (OTTO, 2012,
TOMASZ; NACHMAN; LEAF, 1991).

Resisténcia a drogas como aminoglicosideos e macrolideos, e, em menor
medida, a tetraciclina, cloranfenicol e clindamicina, frequentemente sdo também
observadas nas cepas de S. epidermidis causadoras de IRAS. Em relacdo a drogas
mais recentes, como linezolida e estreptograminas, as taxas de resisténcia tém sido
baixas (OTTO, 2012), e para daptomicina ou tigeciclina, embora ja detectadas
(BRZYCHCZY-WLOCH, 2013), ainda sé&o raras.

A emergéncia e ampla disseminagdo mundial das cepas MRSA e de ECNs
resistentes a meticilina, frequentemente expressando resisténcia multipla a outras
drogas além das [-lactamicas, foi um fator determinante para a escolha de

antimicrobianos glicopeptidicos (vancomicina e teicoplamina) para o tratamento das
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infeccdes causadas por estes agentes microbianos, uma vez que, até por volta de
meados dos anos 1990, estas drogas eram consideradas as Unicas disponiveis
uniformemente ativas contra os estafilococos multirresistentes. A vigilancia para a
emergéncia de resisténcia dos estafilococos a estas drogas passou entéo a configurar
uma situagao estratégica.

ApoOs diferentes relatos sobre o isolamento de amostras de S. aureus com
resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) em todo o mundo, incluindo o Brasil
(HOWDEN et al., 2010), entre os anos 2002 e 2006 foram notificados sete casos de
infeccbes causadas por S. aureus com resisténcia completa a vancomicina (VRSA)
(SIEVERT et al., 2008), e em 2014 foi descrito o primeiro caso de resisténcia completa
a esta droga no Brasil, envolvendo um caso de 6bito em Séao Paulo (ROSSI et al.,
2014).

Quanto aos ECNSs, diferentes casos de isolados com reduzida suscetibilidade
a glicopeptideos foram identificados entre os anos de 1996 e 1999 (CERCENADO et
al., 1996, SIERADZKI; VILLARI; TOMASZ, 1998, DEL'ALAMO et al., 1999).
Posteriormente, novos relatos de suscetibilidade reduzida a estas drogas neste grupo
bacteriano foram publicados (MA et al., 2011, IWERIEBOR et al.,, 2013), mas
amostragens com completa suscetibilidade também foram encontradas (PAIVA et al.,
2010).

Embora a evolucdo para a resisténcia a glicopeptideos ndo venha
demonstrando a mesma dindmica que se observa para S. aureus, € interessante notar
gue o primeiro caso notificado de resisténcia estafilococica a vancomicina, em um
isolado clinicamente significante, ndo se referiu a S. aureus, mas a um ECN
(S. haemolyticus) (SCHWALBE; STAPLETON; GILLIGAN, 1987).

1.11 JUSTIFICATIVA

Staphylococcus epidermidis € uma bactéria onipresente nos epitélios do
homem. Nas ultimas décadas, se destacou como 0 oportunista mais importante e
frequente em infeccbes associadas a implantes de dispositivos médicos, apesar de

nao dispor de um conjunto de mecanismos de agressdo ao hospedeiro comum aos
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patégenos classicos. A relevancia médica e a importancia do estudo deste micro-
organismo se inserem neste cenario de aparente paradoxo.

A capacidade de formar biofilme é apontada como o principal fator responsavel
pela sobrevivéncia de S. epidermidis as defesas do hospedeiro, ndo podendo ser
desvinculada da crescente multirresisténcia a antimicrobianos apresentada pela
bactéria.

Métodos qualitativos, como o Teste em Agar Vermelho Congo, e quantitativos,
como o Teste em Placa de Microtitulagdo sdo empregados na deteccéo laboratorial
da producdo de biofilme. Estes métodos, muito utilizados por sua praticidade,
possuem principios de deteccdo do biofilme diferentes e, quando utilizados
conjuntamente, podem apresentar resultados contraditorios. A complementacdo da
investigacdo da producao de biofilme, com a determinacdo da sua natureza quimica
e a pesquisa de genes relacionados com sua formacédo, pode contribuir para uma
melhor abordagem desse problema.

Até o momento, o estudo fenotipico e genotipico dos marcadores de viruléncia
de S. epidermidis n&o possibilitou a distingdo de amostras tipicamente oportunistas
das meramente comunitarias. Evidéncias de que fatores como concentracdes
subinibitérias de antissépticos e antimicrobianos, agentes comuns no ambiente
hospitalar, podem induzir a formacdo de biofilme, introduzem uma variavel néo
prevista nos métodos fenotipicos para sua deteccao.

Neste contexto, o estudo da formacdo e natureza quimica do biofilme,
juntamente com a deteccdo de marcadores de viruléncia e a expressédo dos genes
diretamente ligados a estas caracteristicas, podem contribuir para o entendimento do
comportamento desta bactéria, e das estratégias de prevencédo e tratamento de

infeccbes causadas por este micro-organismo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar, por meio de métodos fenotipicos e genotipicos, a producédo de biofilme
por amostras de S. epidermidis, provenientes de materiais clinicos, direta ou
indiretamente relacionados com implantes de dispositivos médicos, de um hospital
federal do Rio de Janeiro com nivel de atencdo a saude terciario, buscando
correlacionar esta expressdo com a presenca de potenciais fatores de viruléncia e

resisténcia a antimicrobianos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e identificar, fenotipicamente e genotipicamente, amostras de
S. epidermidis isoladas a partir de materiais de hemoculturas e culturas

semiquantitativas de catéteres venosos centrais;

- Pesquisar a producdo de biofiime nas amostras de S. epidermidis
empregando um meétodo quantitativo, o teste em placas de microtitulacdo de

poliestireno, e um método qualitativo, o teste em cultivo em Agar Vermelho Congo;

- Avaliar o desempenho do método da placa de microtitulagdo, mediante
comparacao das leituras da Densidade Otica sem alcool (DOsa) com a da Densidade
Otica do extrato do biofilme (DOeb), visando determinar a sensibilidade do teste para
discriminagdo entre os resultados referentes a diferentes niveis de producédo de

biofilme;

- Determinar a natureza polissacaridica ou proteica dos tipos de biofilmes
produzidos pelas amostras de S. epidermidis, através de testes de desagregag¢ao com
solucédo de metaperiodato e proteinase K, correlacionado o tipo de biofilme com o seu

nivel de sua producao;
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- Pesquisar a presenca dos genes do operon ica e do gene icaR,
correlacionando sua frequéncia com o fenétipo produtor e ndo produtor de biofilme,

bem como com o nivel de producdo expresso pelas amostras;

- Determinar a frequéncia de genes associados a viruléncia de S. epidermidis
(aap, bhp, embp, atlE e capB), bem como dos genes das Transposases das
Sequéncias de Insercao 1S256 e 1S257, e correlacionar suas presengas com 0S
fendtipos produtor/ndo produtor de biofilme, nivel de producdo de biofilme e a

presenca do operon ica;

- Avaliar a frequéncia de resisténcia a antimicrobianos nas amostras de
S. epidermidis e sua correlagdo com a producdo de biofilme, bem como com os

determinantes de viruléncia pesquisados;

- Estudar o efeito da exposicdo das amostras de S. epidermidis a

concentracdes subinibitorias de etanol e clorexidina na producéo de biofilme;

- Por meio da utilizacdo da técnica de PCR quantitativa em tempo real,
analisar a expresséo dos genes icaA, icaR, sarA e sigB nas amostras produtoras de
biofilme PIA-dependente, sob acdo de concentracbes subinibitérias de etanol e
clorexidina, assim como de sarA e sigB nas amostras produtoras de biofilme PIA-
independente.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram estudadas 52 amostras de S. epidermidis isoladas no periodo de 2011
e 2012, a partir de materiais clinicos de pacientes internados em um hospital de
atendimento terciario da rede publica da cidade do Rio de Janeiro.

Quarenta e oito amostras foram isoladas de sangue periférico, a partir de
hemoculturas realizadas no sistema BacT / Alert ™ (bioMérieux, Inc., Durham, NC), e
quatro amostras, a partir de pontas de cateteres venosos centrais que apresentaram
contagens significativas (= 100 ufc), quando analisadas pelo método semiquantitativo
de rolagem em placa de agar sangue (MAKI; WEISE; SARAFIN, 1977).

ApoOs confirmacéo da identificacdo em nivel de espécie das amostras isoladas,
fenotipica e genotipicamente, procedeu-se a conservacdo em temperatura de -20°C
em caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid, Hampshire, England) adicionado de
10% de glicerol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). No momento da utilizagdo, as amostras
foram ativadas por meio de repique para Caldo Triptona de Soja (TSB, HiMedia,
Mumbai, India), e incubadas a 35°C por 18 h, seguido da confirmag&o de pureza por
semeadura da cultura em Agar Triptona de Soja (TSA, HiMedia, Mumbai, India).

Como controles nos experimentos fenotipicos e genotipicos, quando aplicavel,
foram utilizadas as cepas de S. epidermidis ATCC 12228, nédo produtora de biofilme,
e S. epidermidis ATCC 35984 (RP62A), produtora de biofilme PIA-dependente.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital dos

Servidores do Estado, com o nimero de referéncia 000.417.
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3.2 IDENTIFICACAO FENOTIPICA E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA DE ANTIMICROBIANOS

O sistema Microscan® WalkAway®-96 (Microscan® WalkAway®-96 System -
Dade Behring Inc., West Sacramento, CA 96) foi utilizado para identificacao fenotipica
e determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de antimicrobianos das
amostras incluidas nesse estudo.

Na determinagdo da CIM, foram testados os seguintes antimicrobianos:
amoxicilina / &cido clavulanico (AMC), ampicilina / sulbactam (SAM), ampicilina (AMP),
ceftriaxona (CRO), clindamicina (DA), daptomicina (DAP), eritromicina (E),
gentamicina (GM), levofloxacina (LVX), linezolida (LZD), a moxifloxacina (MXF),
oxacilina (OX), penicilina (P), quinupristina/dalfopristina (SIN), rifampicina (RD),
tetraciclina (TE), sulfametoxazol/trimetoprima (SXT) e vancomicina (VA).

3.3 METODO DE DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME EM PLACA DE
MICROTITULACAO

A determinacéao da producéao de biofilme pelas amostras estudadas, bem como
sua quantificacdo nas amostras produtoras, foi realizada por meio do método da placa
de microtitulacdo, seguindo as recomendacdes de Stepanovic e cols. (2007), com
pequenas modificacdes nas etapas de lavagem e coloracdo-extracdo. Em vez de 300
pL de tampéo fosfato-salina (pH 7,2), como originalmente preconizado, a lavagem dos
pocos foi feita com 200 pL de agua destilada. Além disso, os volumes do corante e do
extrator utilizados foram aumentados de 150 pL para 200 pL.

Nos experimentos foram empregadas placas estéreis de poliestireno, com 96
pocos, de fundo plano e tampa (Nunc™ MicroWell™ 96-Well Microplates, cat. 167008,
Nunc, Roskilde, Denmark). Como indculo, foram utilizadas suspensdes bacterianas
preparadas a partir da diluicdo 1/100 em caldo TSB de uma cultura da amostra ativada

e crescida por 18 h a 35°C. Trés aliquotas de 200 pL da suspensao bacteriana de
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cada amostra foram transferidas para poc¢os da placa de microtitulacdo, sendo esta
tampada e incubada a 35°C por 24 h, em aerobiose e condi¢fes estéticas.

ApoOs a incubacdo, o grau de crescimento das amostras foi avaliado pela
determinacdo da densidade o6ptica (DO) a 620 nm em um leitor de placas de
microtitulacdo (modelo TP - Reader, Thermo Plate Devices, China), sendo o resultado
obtido denominado Densidade Optica da cultura (DOC).

Imediatamente apos as leituras da DOc, as culturas da placa de microtitulacéo
foram removidas e os pocos foram lavados 3 vezes com 200 pL agua destilada, para
remocao do material ndo aderido as paredes dos pogos. A placa de microtitulagéo foi
entdo colocada em posi¢do invertida para a drenagem completa da agua de lavagem,
sendo, a seguir, adicionados 200 puL de metanol em cada poco, visando a fixacao do
biofilme eventualmente presente. Apos 20 min, o metanol foi removido e a placa de
microtitulacdo foi mantida em temperatura ambiente para secagem. Em seguida,
foram colocados 200 pL de solucéo de cristal violeta de Hucker a 2% em cada poco.
Apoés 15 min de contato, o corante foi removido por meio de inversdo da placa de
microtitulacdo, e os pocos foram lavados com agua destilada corrente. A placa de
microtitulacdo foi entdo mantida em temperatura ambiente para secagem e, em
seguida, a densidade Oéptica dos pocos foi determinada no leitor de placas de
microtitulagéo, sendo os resultados obtidos denominados de Densidade Optica sem
alcool (DOsa).

ApoOs a determinacédo da DOsa, 200 uL de alcool etilico a 95% (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) foram colocados em cada poc¢o, visando a ressolubilizacdo do corante
ligado as células eventualmente presentes no biofilme fixado a parede dos pocgos.
Apods 30 minutos a temperatura ambiente, a densidade Optica a 570 nm do extrato
alcoolico foi determinada no leitor de placas de microtitulagdo, sendo os resultados
obtidos denominados de Densidade Optica do extrato do biofilme (DOeb).

Os experimentos foram executados em triplicata e o resultado considerado para
as amostras estudadas foi a média dos resultados de 3 experimentos independentes.
O controle da reprodutibilidade da metodologia foi realizado com base nos resultados
das amostras de referéncia, S. epidermidis (ATCC) 12228 e S. epidermidis ATCC
35984.

Por meio da metodologia utilizada, a caracterizacdo da producdo ou ndo de
biofilme pelas amostras foi estabelecida com base no valor da Densidade Optica do

“ponto de corte” (DOpc). Quando o resultado da DOsa foi empregado nesta avaliagéo,
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o valor da DOpc foi de 0,100, seguindo o recomendado por Stepanovic e cols. (2007).
J& para o resultado da DOeb utilizado nesta caracterizacdo, a DOpc foi determinada
a partir da média dos resultados da DOeb de 10 experimentos independentes com a
amostra de S. epidermidis ATCC 12228 (controle néo produtor), acrescida de 3 vezes
o valor do desvio padréo dos resultados.

As amostras com DOsa ou DOeb abaixo do “ponto de corte” correspondente
foram caracterizados como nao produtores de biofilme, enquanto que os que
apresentaram resultados superiores ao da DOpc foram classificados como
produtores.

Com base no valor do ponto de corte as amostras produtoras foram
classificadas quanto ao nivel de producéo de biofilme em fraco, moderado e forte. Foi
considerado como nivel fraco quando o resultado da DO da amostra foi de até duas
vezes o0 valor da DOpc, moderado quando de duas a quatro vezes, e forte quando
este resultado foi superior a 4 vezes.

3.4 METODO DE DETERMINACAO DA PRODUGCAO DE BIOFILME EM AGAR
VERMELHO CONGO

O meio AVC, proposto por Freeman, Falkiner e Keane (1989), possibilita a
deteccdo de amostras formadoras de biofilme de natureza polissacaridica, com base
nas caracteristicas apresentadas pelas col6nias.

O meio AVC foi preparado pela mistura de uma solucdo aquosa a 3% de
vermelho congo (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) ao meio-base, sendo ambos
previamente esterilizados, separadamente, por autoclavagcdo durante 15 min a
121°C. O meio base foi constituido de 37 g do extrato de caldo BHI (Oxoid, Hampshire,
England), 50 g de sacarose (Merck, Darmstadt, Germany), 10 g de agar (Agar N°1,
Oxoid, Hampshire, England) e 1 L de agua destilada. Apés a esterilizacdo do meio-
base, seguida de resfriamento a 55°C e adigao assepticamente de 27 mL da solucao
de vermelho congo, o meio foi vertido em placas de Petri estéreis.

A semeadura das placas de meio AVC foi realizada, na forma de spots, com 10
uL de culturas crescidas por 24 h a 35°C em caldo TSB. A seguir, as placas semeadas

foram incubadas aerobicamente durante 24 h a 35°C, permanecendo, ap0s esse
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periodo, por 24 h a temperatura ambiente. Os resultados do teste foram interpretados
com base nas caracteristicas dos crescimentos desenvolvido no meio de cultura.

As amostras cujos spots apresentaram coloragcdo negra e consisténcia seca
foram consideradas como tendo uma reacao positiva no teste, enquanto as que se
apresentaram vermelhas e lisas foram caracterizadas como negativas. Os
crescimentos com coloragcédo vermelha que apresentaram progressivo escurecimento,
contudo sem apresentar consisténcia seca, foram considerados como tendo resultado
indeterminado (FREEMAN; FALKINER; KEANE, 1989). Para esta ultima reacéo, foi

utilizada a denominacéo bordeau, introduzida por Arciola e cols. (2002) (ANEXO A).

3.5 TESTE DE DESAGREGACAO DO BIOFILME

A natureza quimica da matriz extracelular do biofilme formado pelas amostras
foi determinada por meio da avaliacdo de sua degradacédo ou ndo com metaperiodato
de sddio ou proteinase K. O metaperiodato de sddio é um agente oxidante capaz de
quebrar ligacdes 1-6 de polimeros de glicosamina como a PIA (poli-N-acetil-(1—6)-[3-
D-glucosamina), sendo, portanto, eficaz na desagregacdo de biofiimes PIA-
dependentes. A proteinase K € uma serina endopetidase de amplo espectro, com
especificidade para ligacbes peptidicas adjacentes ao grupo carboxilico de
aminoacidos alifaticos e aromaticos, sendo capaz, assim, de promover a
desagregacao de biofilmes PIA-independentes, de natureza proteica (KOGAN et al.,
2006, QIN et al., 2007).

A metodologia do teste de desagregacdo de biofilme foi baseada naquela
descrita por Kogan e cols. (2006) e assemelha-se a do teste de producéo de biofilme
em placa de microtitulacdo, descrito no item anterior. A principal diferenca é a inclusao
de uma etapa, na qual o biofilme formado no poc¢o tem a sua estabilidade avaliada
frente as solucbes dos agentes de desagregacdo. Nessa avaliagcdo, foram
empregadas a solucdo de metaperiodato de sodio a 10 mM (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) preparada em tampao acetato de sodio (50 mM, pH 4,5) (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), e a solucéo de proteinase K (100 ug mL%, pH 7,5) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) preparada em tampao Tris-NaCl (20 mM de Tris - 100 mM de NaCl) (Tris
Base - Hexapur® Amsterdam, Netherlands; NaCl - Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).
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Na execucao do teste, 200 uL do indculo bacteriano, preparado pela diluicdo
1:100 da cultura em caldo TSB, foram distribuidos em 12 pocos da placa de
microtitulacdo. Apds o crescimento das amostras a 35°C por 24 h, em aerobiose e
condicOes estaticas, as culturas foram removidas e os poc¢os foram lavados com 200
uL de agua destilada. Foram colocados entdo, a cada 3 pocos, as seguintes solugdes:
tampdo acetato de sodio, solugdo de metaperiodato de sodio, tampédo Tris-NaCl e
solucéo de proteinase K. A placa de microtitulacdo foi incubada a 35°C por 2 h e, apos
esse periodo, os pocos foram lavados duas vezes com 200 pL de agua destilada. Em
seguida, procedeu-se a fixagdo com metanol por 20 min, seguido de remoc¢éo do
agente fixador, coloracado com solucao de cristal violeta de Hucker a 2% por 15 min, e
lavagem dos pocos com agua destilada corrente. Apdés secagem em temperatura
ambiente, foram adicionados 200 pL de etanol em cada poco, sendo as placas
mantidas em temperatura ambiente por periodo de 30 min. A densidade éptica a 570
nm do extrato alcodlico foi entdo determinada no leitor de placas de microtitulacéo.

Os experimentos foram realizados em triplicata e a interpretacéo dos resultados
foi feita por meio de comparacao da média dos resultados da DO dos pocos tratados
com o agente de desagregacdo com a média dos resultados dos pogos tratados com
0os tampdes correspondentes utilizados no preparo das solugcdes dos agentes
desagregantes. Uma redugé&o igual ou superior a 50% foi indicativa de biofilme
dependente de polissacarideo quando determinada pelo metaperiodato de sédio, e de

biofilme dependente de proteina, no caso da proteinase K.

3.6 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DAS AMOSTRAS

3.6.1 Extracdo do DNA

O DNA, das amostras de origem clinica e das amostras de referéncia, utilizado
nas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para caracterizacdo genotipica das
bactérias foi extraido pela técnica do choque térmico (NININ et al., 2006).

Uma suspensao bacteriana com turbidez equivalente ao tubo de valor 1,0 da
escala de McFarland foi preparada em agua ultrapurificada estéril, a partir de colénias

crescidas em TSA por 24 h a 35°C. A sequir, 600 pL dessa suspensdo foram
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transferidos para um microtubo com capacidade de 1,5 mL e, apos centrifugacéo a
12.000 xg por 5 min a 4°C, o sobrenadante da suspenséo foi descartado e as células
sedimentadas ressupensas em 200 pL de agua ultrapurificada estéril. O microtubo foi
mantido, entdo, por 5 min em banho-maria com agua em ebulicdo e, em seguida, por
5 min em banho de gelo. A suspenséo foi entdo novamente centrifugada a 12.000 xg
por 5 min a 4°C, visando a remocéao dos debris celulares. Trés aliquotas de 50 pL do
sobrenadante contendo o DNA bacteriano foram transferidas para microtubos de 0,6

mL, os quais foram mantidos congelados em freezer a -20°C até sua utilizacao.

3.6.2 Identificacdo molecular das amostras

A andlise molecular das amostras foi realizada pelo emprego da técnica de
PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para o fragmento de DNA gendmico
de 705 pb especifico da espécie S. epidermidis (FDGESe), descrito por Martineau e
cols. (1996). Os oligonucleotideos iniciadores, a temperatura de anelamento e o
tamanho dos produtos amplificados na reacéo estao descritos na tabela 1.

3.6.3 Condicbes de amplificacéo da técnica de PCR simples

As reacfes de amplificacdo dos fragmentos génicos das amostras pela técnica
de PCR foram feitas com emprego do reagente Taq DNA polimerase Ampligon 2x
Master Mix (Ampligon A/S, Denmark). Este reagente é composto por Tris-HCI (pH 8,5),
(NH4)2S04, 0,2 U/pL de Taq DNA polimerase, 0,4 mM de cada dNTP, 0,2% de Tween
20 e MgClz para um concentragdo final de 1,5 mM. As misturas de reacdo foram
preparadas para um volume final de 25 pL contendo 12,5 pL do reagente Taq DNA
polimerase Ampligon 2x Master Mix, 2 pL da mistura dos oligonucleotideos iniciadores
(10 mM), 1 pL de DNA bacteriano e 9,5 pL de agua ultrapurificada estéril.

As misturas de reacao foram submetidas a amplificacdo em um termociclador
LifePro (Hangzhou Bioer Technology Co., China). O equipamento foi programado para

desenvolver um ciclo de desnaturacao inicial a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos
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de desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento por 1 min nas temperaturas de cada
oligonucleotideo iniciador especificadas na tabela 1, extenséo a 72°C por 1 min, € um
ciclo final de extensdo a 72°C por 5 min.

A analise dos produtos da PCR foi realizada através de eletroforese em gel de
agarose padrdo de baixa eletroendosmose (Agargen, Hispanagar S.A., Espafa) a
1,5% em tampao tris-borato-EDTA (TBE) 0,5 X (TBE 1 X =0,089 M Tris, 0,089 M acido
bdrico, 0,002 M EDTA, pH 8,0) (Tris base, boric acid, EDTA - Hexapur® Amsterdam,
Netherlands). A mistura termociclada foi misturada com tampéao de carregamento (6
X Bromophenol Blue/Xylene Cyanol DNA Loading Dye, Norgen, Biotek Corp, Ontario,
Canada) e solucéo 1:500 de GelRed™ (Biotium Inc., Hayward, CA, USA), aplicada no
gel de agarose e submetida a uma corrente elétrica de 100 V por 30 a 45 min,
dependendo do tamanho do produto amplificado. Apos a eletroforese, procedeu-se a
vizualizagdo dos produtos amplificados por meio de um fotodocumentador (L-PIX ,
Loccus Biotecnologia Ltda, Sdo Paulo, Brasil) com transiluminacé&o por luz UV, sendo
o tamanho dos produtos amplificados estimados por comparacdo com marcador de
tamanho de DNA de 100 a 1500 pb (100 bp DNA Ladder, Invitrogen™ -Life
Technologies, Canada). Em todas as reacdes realizadas, foi incluido um controle
negativo, no qual o DNA bacteriano foi substituido por igual volume de &agua
ultrapurificada estéril.

3.6.4 Deteccao de genes relacionados a viruléncia das amostras

A técnica de PCR simples foi utilizada na deteccédo dos genes do operon ica
(icaA, icaD, icaB e icaC), do seu gene regulador icaR, do gene codificador da
transposase dos elementos de insercdo 1S256 e I1S257, e dos genes codificadores das
proteinas Aap, AtIE, Bhp e Embp, assim como do gene cap codificante de PGA. Os
oligonucleotideos iniciadores, a temperatura de anelamento da técnica de PCR e o
tamanho dos produtos amplificados na reacdo empregados nas reacfes também
estdo descritos na tabela 1.



Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos produtos amplificados dos genes envolvidos no estudo e analisados

através da técnica de PCR simples

Elemento Sequéncia do Oligonucleotideo Iniciador Temperatura de Produto Referénci
Pesquisado (5-3) Anelamento Amplificado (pb) elerencia
ATCAAAAAGTTGGCGAACCTTTTCA
FDGESe 55°C 124 MARTINEAU et al., 1996
CAAAAGAGCGTGGAGAAAAGTATCA
, GACCTCGAAGTCAATAGAGGT
icaA 60°C 814
CCCAGTATAACGTTGGATACC
: ATGGCTTAAAGCACACGACGC
icaB TATCGGCATCTGGTGTGACAG 59°C 526 ZIEBUHR et al., 1999
, ATAAACTTGAATTAGTGTATT
icaC 45°C 989
ATATATAAAACTCTCTTAACA
, AGGCAATATCCAACGGTAA
icaD 59°C 371 DE SILVA et al., 2002
GTCACGACCTTTCTTATATT
_ TAATCCCGAATTTTTGTGAA
icaR 54°C 469 ARCIOLA et al., 2004

AACGCAATAACCTTATTTTCC

58



Tabela 1(cont.) - Oligonucleotideos iniciadores, temperatura de anelamento e tamanho dos produtos amplificados dos genes envolvidos no estudo e

analisados através da técnica de PCR simples

Elemento Sequéncia do Oligonucleotideo Iniciador Temperatura de Produto Referéncia
Pesquisado (5-3) Anelamento Amplificado (pb)
AAACGGTGGTATCTTACGTGAA
aap 60°C 150
CAATGTTGCACCATCTAAATCAGCT
ROHDE et al., 2004
ATGGTATTAGCAAGCTCTCAGCTGG
bhp 61°C 466
AGGGTTTCCATCTGGATCCG
AGCGGTACAAATGTCAATATC
[e]
embp AGAAGTGCTCTAGCATCATCC 52°C 455 WILLIAMS et al., 2002
atlE CAACTGCTCAACCGAGAACA 55°C 682 ROHDE et al., 2004
TTTGTAGATGTTGTGCCCCA N
CATGAAGCTGAGAATGCACTTGTATT
capB 56°C 85 KOCIANOVA et al., 2005
CTATCCCTTCTATGAATTCCGCTATT
TGAAAAGCGAAGAGATTCAAAGC
Transposase do 520C 1102 ZIEBUHR et al., 1999
1S256 ATGTAGGTCCATAAGAACGGC
CTATCTAAGATATGCATTGAG
Transposase do 51°C 576 GU et al., 2005

1S257

TTAACTTGCTAGCATGATGC

59
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3.7 AVALIACAO DA INFLUENCIA DE CONCENTRACOES SUBINIBITORIAS DE
ANTISSEPTICOS NA PRODUCAO DE BIOFILME

O método de determinacéo da producéo de biofilme em placa de microtitulacdo
foi utilizado para avaliar a influéncia dos antissépticos (etanol e clorexidina) na
formacéao de biofilme pelas amostras estudadas.

Cada linha da placa de microtitulacéo foi dividida em trés setores, com quatro
pocos cada um. SuspensOes bacterianas preparadas pela diluicdo 1:100 de uma
cultura da amostra bacteriana, ativada e crescida por 18 h a 35°C em TSB, foram
preparadas em TSB (condic&o controle) e TSB adicionado dos antissépticos (condi¢cao
teste). O meio de cultura foi adicionado de 2 e 4% de etanol absoluto (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil) (KNOBLOCH et al., 2002) ou de clorexidina (Smaart Pharmaceultticals,
Jalgoan, India) (HOUARI; DI MARTINO, 2007), sob a forma de digluconato de
clorexidina, nas concentracdes de 0,5 e 1,0 ug/mL. Volumes de 200 uL de TSB e do
meio adicionado dos antissépticos foram transferidos para os pocos de cada setor da
microplaca. As etapas seguintes do teste seguiram o protocolo descrito no método de
determinacao da producéao de biofilme em placa de microtitulacéo.

Os resultados da DOsa e da DOeb nas condi¢cbes controle e de teste foram
determinados por meio do calculo da média dos resultados dos 4 pocos de cada setor
da placa de microtitulacdo. A influéncia dos antissépticos testados na producao de
biofilme das amostras testadas foi avaliada com base na variagdo percentual entre os
resultados da DOsa e da DOeb obtidos nos cultivos em caldo TSB, em comparacao
aos resultados do meio adicionado de antisséptico.

As amostras que apresentaram aumento da producéo de biofilme, induzido
pelos antissépticos estudados, foram submetidas novamente ao teste de
desagregacao do biofilme descrito na secao 3.5. Neste teste, 0 meio de cultura
empregado foi adicionado da concentracdo de antisséptico que determinou os
maiores aumentos na DOsa e/ou DOeb da amostra, com objetivo de verificar se a
composicdo quimica do biofilme formado sob inducdo do antisséptico permaneceu

similar a observada na condicao controle.
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3.8 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA PELA TECNICA DE PCR
QUANTITATIVO EM TEMPO REAL

3.8.1 Extragao do RNA total

A extracdo do RNA total para ser empregado nos experimentos de PCR
Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) foi realizada com base no método do fenol-
cloroférmio a 70°C descrito por Atshan e cols. (2012). Apés ativacdo e confirmacao de
pureza, realizada como descrito na secao 3.1, a amostra foi repicada em TSB e
incubada a 35°C por 18 h. A cultura foi entdo diluida 1/100 em TSB, ou em TSB
adicionado de antissséptico. Volumes de 3 mL da cultura diluida foram distribuidos
em tubos 13 x 100 mm estéreis e incubados a 35°C por 16 h. Os antissépticos foram
adicionados ao TSB imediatamente antes da sua inoculacdo e as concentracdes
utilizadas foram de 1% de etanol ou 0,25 g de clorexidina. Em experimentos prévios,
estas concentragfes foram determinadas como sub-inibitérias para as amostras
estudadas com base na DO do crescimento nas condigdes de teste.

Para extracao do RNA total, a cultura foi agitada vigorosamente em um agitador
mecanico, apos o que 1 mL da cultura foi transferido para um microtubo, de fundo
conico e capacidade de 1,5 mL, que foi centrifugado a 8000 xg por 3 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado por inversédo do tubo e a massa de células ressuspensa
em 100 uL de agua ultrapurificada tratada com 0,1% de dietilpirocarbonato (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) (Agua-DEPC). O microtubo foi entio agitado
vigorosamente por 3 min e em seguida foram adicionados a suspensao bacteriana,
100 ul de uma mistura 1:1 de fenol &cido saturado com tampao citrato (pH 4,3) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e cloroférmio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) saturado
com Agua-DEPC. O microtubo foi agitado por 1 min e colocado a 70°C por 30 min,
sendo agitado por 1 min a cada 5 min. A mistura foi entdo centrifugada a 12000xg por
10 min e a fase aquosa transferida para um novo microtubo, sendo adicionada de 200
ML de isopropanol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) para precipitacdo do RNA. Apds
agitacao por 3 min, o microtubo foi centrifugado a 12000 xg por 10 min a 4°C e o
sobrenadante foi descartado por inversao do tubo. Um volume de 200 uL de solucéo

de etanol a 70% em Agua-DEPC foi transferido para o microtubo que foi centrifugado
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a 8000 xg por 5 min a 4°C. Esta etapa de lavagem do RNA precipitado, com a solucéo
de etanol a 70%, foi repetida por mais duas vezes. A solucéo de etanol foi descartada
por inversdo do tubo e o seu residuo completamente removido com o emprego de
uma centrifuga a vacuo (Concentrator Plus, Eppendorf North America, New York,
USA). O RNA extraido foi ressuspenso em 23 uL de Agua—DEPC e conservado a -
20°C até o momento do uso.

3.8.2 Pureza, integridade, quantificacao e tratamento do RNA com DNase

A eventual contaminacao do RNA total extraido com fenol, por DNA e proteinas
foi avaliada espectrofotométricamente pela razdo da absorbancia a 260/280 e 260/230
nm no sistema NanoDrop2000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA).
Extratos que apresentaram uma razao 260/280 e 260/230 nm entre 1,80 e 2,00 foram
considerados de pureza adequada para a continuidade do experimento.

A integridade do RNA extraido foi avaliada pela visualizagdo das bandas 23S e
16S de RNA em gel de agarose submetido a eletroforese (100 V por 35 min). Para
isso, em um gel de agarose (Agargen, Hispanagar S.A., Espafa) a 1,4% em TBE 1X,
foram aplicados 2 ul do extrato de RNA adicionado de 2 ul solucdo 1:500 de GelRed™
(Biotium Inc., Hayward, CA, USA) e 2 ul de tampao de carregamento, composto por
0,25% p/v de Azul de Bromofenol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 30% v/v de
Glicerol (Merck, Darmstadt, Germany) em Agua-DEPC. Ap0s a eletroforese, o gel foi
observado em um fotodocumentador (L-P1X, Loccus Biotecnologia Ltda, S&o Paulo,
Brasil) com transiluminac&o de luz UV.

Confirmada a integridade do RNA do extrato, a sua concentracdo foi
determinada utilizando um Kit (Qubit® RNA BR Assay Kit, Invitrogen,New York, USA)
com leitura da reagdo em Fluorimetro (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life Technologies
Corporation, New York, USA) seguindo as especificacbes dos fabricantes.

Para eliminar o DNA eventualmente presente no extrato de RNA, destinado a
reacao de transcricdo reversa, foi empregada DNase | recombinante (Recombinant
DNase |, Ambion®, Life Technologies Corporation, New York, USA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Um volume contendo 450 ng de RNA do extrato foi

transferido para um microtubo de 0,2 mL sendo em seguida adicionados ao extrato
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0,1 U de DNase | recombinante, 0,8 pl tampédo de reacdo (10X DNase | Reaction
Buffer, Ambion®, Life Technologies Corporation, New York, USA) e Agua-DEPC na
quantidade suficiente para completar 8 uL. A mistura foi incubada a 37°C por 30 min,
para potencializar a acdo da enzima, e em seguida aquecida a 70°C por 10 min, para
inativacao da DNase. Esse extrato de RNA tratado com DNAse foi entdo utilizado para
a sintese de DNA complementar (cCDNA).

3.8.3 Sintese de cDNA

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita com 0 emprego do kit de transcricao
reversa (TagMan Reverse Transcription Reagents, Life Technologies Corporation,
New York, USA) seguindo as recomendacfes do fabricante. Para a reacao de sintese
um volume contendo 450 ng de RNA do extrato de RNA total, tratado com DNAse, foi
misturado com 1,0 yL de tampéao (10X RT Buffer), 2,2 yL de MgClz (25 mM), 2,0 uL
de uma mistura de dNTPs (2,5 mM), 0,5 yL de iniciadores randémicos (50 uM), 0,2 uL
de inibidor de RNAse (20 U/uL), 0,25 pL de transcriptase reversa (50 U/uL)
(MultiScribe™ Reverse Transcriptase) e Agua-DEPC para um volume final de 10 pL.
Em um termociclador (LifePro, Hangzhou Bioer Technology Co., China), a mistura foi
incubada por 10 min a 25°C, seguidos de 30 min a 48°C e 5 minutos a 95°C, sendo

entdo armazenada a -20°C até o momento do uso.

3.8.4 Técnica de PCR quantitativa em tempo real

A técnica de gRT-PCR foi utilizada para analise da expressao dos genes icaA,
icaR, sarA e sigB nas amostras EP48, EP54 e EP40 que apresentavam,
respectivamente, niveis fraco, moderado e forte de biofilme PIA-dependente. Na
amostra EPO5, produtora fraca de biofiime PIA-independente, foi analisada a
expressao dos genes sarA e sigB. Em todos os experimentos o gene gyrB foi utilizado
como gene normalizador (controle enddgeno) das reacbes. Os oligonucleotideos

iniciadores empregados estao descritos na tabela 2.
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Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores empregados na técnica de PCR quantitativa em tempo real

Elemento Sequéncia do .
Pesquisado ) ) o , , Referéncia

a Oligonucleotideo Iniciador (5° - 3’)

) AACAAGTTGAAGGCATCTCC

icaA CONLON et al., 2004

GATGCTTGTTTGATTCCCT

) CATTGACGGACTTTACCAGTTTT

icaR WANG et al., 2011
ATCCAAAGCGATGTGCGTAG
TCAGCTTTGAAGAATTTGCAG

sarA WANG et al., 2011

TCTTTCATCGTGTTCATTACGTTT

. TCACCTGAACAAATTAACCAATG WU et al. 2012
9 CACCTATTAGACCAACCATACC g

TGACGAGGCATTAGCAGGTT
gyrB WANG et al., 2011
GTGAAGACCGCCAGATACTTT

As reacoes foram realizadas em um termociclador para PCR em Tempo Real
StepOnePlus™ (Life Technologies Corporation, New York, USA), sendo utilizado
como reagente de amplificacdo-deteccao o Power SYBR®GreenPCR Master Mix (Life
Technologies Corporation, New York, USA). A analise dos resultados das reac¢des foi
feita com o auxilio do software StepOne™ v2.3 (Life Technologies Corporation, New
York, USA).

Inicialmente, foram realizados ensaios para determinacdo das concentracdes
Otimas da primeira fita de cDNA e avaliagdo do método de quantificacdo. Nestes
ensaios foram empregadas placas de 96 pocos de RT-PCR (MicroAmp® FastOptical
96-Well Reaction Plate with Barcode, 0.1 mL - Life Technologies Corporation, New
York, USA). Nos pocos da placa foram colocados 15 pL de uma mistura 1:2 do
reagente de amplificacdo-detec¢cdo com uma solugéo 0,8 uM dos oligonucleotideos
iniciadores, sendo adicionados a essa mistura, em triplicata, 5 yL da primeira fita de
cDNA de uma das amostras produtoras de biofilme PIA-dependente estudadas (EP11)
e das suas diluicdes (1/2, 1/4 e 1/8). Em seguida, os pocos foram selados com filme
adesivo optico (MicroAmp /Optical Adhesive Film — Life Technologies Corporation,
New York, USA), as placas centrifugadas rapidamente e colocadas no termociclador,

sendo empregada a seguinte programacao: desnaturacéo inicial a 95°C por 10 min;
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40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 s, anelamento a 60°C por 1 min. Na
sequéncia, para verificar a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados,
foi feita a curva de dissociacdo pelo emprego de desnaturacdo a 95°C por 15 s,
anelamento a 60°C por 1 min e aquecimento progressivo, com incrementos de 0,3°C
a cada 15 s, até 95°C.

A analise dos resultados obtidos foi feita pela construcdo de uma curva
correlacionando a concentracao da primeira fita de cDNA com a média dos valores de
Ct (threshold cycle) da triplicata para cada oligonucleotideo iniciador. Com base nos
resultados obtidos, a diluicdo 1/4 da primeira fita foi selecionada para ser utilizada nos
experimentos de qRT-PCR por apresentar a melhor relacdo de “custo-beneficio” na
reacao.

Os experimentos de qRT-PCR foram feitos de maneira semelhante ao descrito
nas reacdes para determinacdo das concentracfes 6timas da primeira fita de cDNA e
avaliacdo do méetodo de quantificacdo. Nestes, 5 pyL da primeira fita de cDNA diluida
1.4 das amostras estudadas foram adicionados a 15 pL da mistura 1:2 de
oligonucleotideos iniciadores (0,8 uM) com o reagente de amplificacdo-deteccédo. Esta
reacdo foi feita em triplicata nos pocos da placa de RT-PCR, sendo feitos também
controles negativos para cada um dos oligonucleotideos iniciadores, onde 5 pL de
agua ultrapurificada foram utilizados no lugar da primeira fita de cDNA. As placas
foram entdo seladas com filme adesivo 6ptico, centrifugadas rapidamente e colocadas
no termociclador.

Para amplificacdo de todos os genes estudados foi utilizada a programacéao
padrao do termociclador que consistia de: desnaturacao inicial a 95°C por 10 min; 40
ciclos de desnaturagéo a 95°C por 15 s, anelamento a 60°C por 1 min. Em seguida,
para verificar a especificidade dos oligonucleotideos iniciadores utilizados, foi feita a
curva de dissociacao pelo emprego de desnaturacédo a 95°C por 15 s, anelamento a
60°C por 1 min e aquecimento progressivo, com incrementos de 0,3°C a cada 15 s,
até 95°C.

A analise dos dados gerados na reacdo de gRT-PCR foi feita com o auxilio do
software StepOne™ v2.3 (Life Technologies Corporation, New York, USA), sendo
empregado o método de quantificacao relativa da expressao génica normalizada pelos

niveis do controle endégeno (2-24C€T),
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

Nas correlacfes entre aspectos fenotipicos, genotipicos e/ou de resisténcia a
antimicrobianos das amostras estudadas foi empregado o teste do qui-quadrado ou
teste exato de Fischer, com auxilio software BioEstat 5.0, sendo valores de p < 0,05
considerados estatisticamente significantes.

O teste t pareado foi utilizado na avaliagdo da significancia (p < 0,05) dos
resultados da expressdo génica obtidos nos experimentos de qRT-PCR, tendo sido

empregado o programa GraphPad Prism 5.
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4 RESULTADOS

4.1 AMOSTRAS BACTERIANAS

As 52 amostras bacterianas incluidas neste estudo foram isoladas na rotina
de trabalho do laboratério do hospital participante desta pesquisa. O isolamento das
amostras foi realizado a partir de sangue periférico analisado em hemoculturas (48),
e de culturas semiguantitativas de cateteres venosos centrais (4).

Metade das amostras recebidas teve como origem espécimes clinicos e
materiais coletados nos diferentes centros de tratamento intensivo (CTI) do hospital:
CTI de adultos, Unidade Coronariana, Unidade de Tratamento Intensivo (UTI)
Neonatal e CETIP (Terapia Intensiva Pediatrica) (Tabela 3).

Os cateteres de onde foram isoladas as quatro amostras estudadas tiveram
origens distintas, sendo trés de unidades de tratamento intensivo e uma do setor de

Clinica Médica.

Tabela 3: Origem das amostras de S. epidermidis

Setor do Hospital Numero de Amostras
Centros de Tratamento Intensivo 26
CTI* Adultos 9
Unidade Coronariana 8
UTI** Neonatal 6
CETIP*** - Terapia Intensiva Pediatrica 3
Nefrologia 3
Transplante Renal 2
Hemodidlise 2
Doencas Infecciosas e Parasitarias 4
Clinica Médica 4
Outros Setores 11
Total 52

* CTIl = Centro de Tratamento Intensivo; ** UTI = Unidade de Tratamento Intensivo; ***
CETIP= Setor de Terapia Intensiva Pediatrica
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4.2 IDENTIFICACAO FENOTIPICA E DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA DE ANTIMICROBIANOS

Todos as amostras bacterianas utilizadas neste estudo foram identificadas
fenotipicamente como S. epidermidis, e tiveram a concentracdo inibitdria minima
(CIM) dos antimicrobianos determinada pelo sistema automatizado Microscan®
WalkAway®-96. Os resultados da CIM serdo apresentados na secdo 4.7

correlacionados com a presenca e o tipo de biofilme produzido pela amostra.

4.3 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME EM PLACA DE
MICROTITULACAO

A producao de biofilme pelas amostras estudadas foi determinada por meio de
testes quantitativos em placas de microtitulagdo de poliestireno. Inicialmente,
procedeu-se a padronizagdo visando diferenciar as amostras produtoras e nao
produtoras de biofilme. Para isso, o “ponto de corte” para os resultados da DOsa foi
arbitrado em 0,100 com base nos valores referenciados em diferentes estudos
revisados por Stepanovic e cols. (2007). Ja o valor de 0,330 foi empregado como
“ponto de corte” para os resultados da DOeb, sendo este determinado com base nos
resultados da amostra ndo produtora S. epidermidis ATCC 12228, valor este acrescido
de 3 vezes o valor do desvio padrdo dos resultados.

Considerando o valor do “ponto de corte” da DOsa, 17 (33%) amostras foram
consideradas produtoras de biofilme, enquanto que com base nas leituras da DOeb,
25 amostras (48%) foram classificadas como produtoras. Em virtude do maior
percentual de amostras produtoras de biofilme obtido com a utilizacdo do resultado da
DOeb, a determinacdo por este método foi empregada como referéncia para
classificagdo das amostras, bem como para as correlagbes estabelecidas nas
proximas secoes deste estudo.

As 25 amostras caracterizadas como produtoras de biofilme foram classificadas

quanto ao nivel de producdo de biofiime (Tabela 4). A maioria destas (56%)
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apresentou forte producgéo de biofilme, enquanto que niveis fraco e moderado foram
observados, respectivamente, em 24% e 20% das amostras.

Tabela 4: Classificacdo das amostras de S. epidermidis produtoras de biofilme, com base no resultado

da Densidade Optica do extrato do biofilme pelo método da placa de microtitulacéo

Nivel de Producéo NUmero
de Biofilme no MTP* de Amostras
Fraco 6 (24%)
Moderado 5 (20%)
Forte 14 (56%)
Total 25 (100%)

*MTP= Método da Placa de Microtitulacdo; Fraco= DOpc<DOeb<2xDOpc; moderado=
2xDOpc<D0eh=4xDO0eb; Forte= DOeb>4xDOpc

4.4 DETERMINACAO DA PRODUCAO DE BIOFILME EM AGAR VERMELHO
CONGO

A producéo de biofilme das amostras foi também avaliada em Agar Vermelho
Congo (AVC). Das 52 amostras testadas, 14 (27%) apresentaram reacao positiva, 35
(65%) reacado negativa, e 3 (6%) resultado bordeaux.

Das 25 amostras classificadas como produtoras de biofilme pelo MTP,
somente 14 (56%) apresentaram reacao positiva no AVC, sendo que, entre as 11
amostras restantes, 8 (32%) apresentaram reacdo negativa e 3 (12%) resultado
bordeaux. Por outro lado, todas as 27 amostras classificadas como néo produtoras de

biofilme no MTP apresentaram também reacdo negativa em AVC (Tabela 5).

Tabela 5: Apresentacéo dos resultados obtidos em Agar Vermelho Congo e no teste de producéo de

biofilme pelo método da placa de microtitulagdo em 52 amostras de S. epidermidis

Produc&o de Biofime NGmero de Reag&o em Agar Vermelho Congo
no MTP* Amostras Positiva Negativa Bordeaux
Produtora 25 14 (56%) 8 (32%) 3 (12%)
N&o Produtora 27 0 27 (100%) 0

*MTP= Método da Placa de Microtitulacéo;
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Na tabela 6 podem ser observados os resultados obtidos em AVC em relagao
ao nivel de producao de biofilme das amostras. A associacdo da reacdo positiva no
AVC com a producdo de um nivel forte de biofilme foi observada em 13 (93%)
amostras, ndo tendo sido observada esta associacdo em nenhuma das 6 amostras
que apresentaram nivel fraco de producao de biofilme. Somente uma das 5 amostras
produtoras de nivel moderado apresentou reacdo positiva em AVC.

Tabela 6: Apresentacéo dos resultados obtidos em Agar Vermelho Congo e os niveis de producéo de

biofilme determinados pelo método da placa de microtitulagdo em 25 amostras de S.

epidermidis
Nivel de Producéo de Numero de Reagéo em Agar Vermelho Congo
Biofilme no MTP* Amostras Positiva Negativa Bordeaux
Fraco 6 0 5 (83%) 1 (17%)
Moderado 5 1 (20%) 3 (60%) 1 (20%)
Forte 14 13 (93%) 0 1 (7%)

* MTP= Método da Placa de Microtitulagdo; Fraco= DOpc<DOeb<2xDOpc; Moderado=
2xD0Opc=D0eb=<4xDO0eb; Forte= DOeb>4xDOpc

4.5 TESTE DE DESAGREGACAO DO BIOFILME

A composicao polissacaridica, tipica de biofilmes PIA-dependentes, foi avaliada
por meio da desagregacdo com solucdo de metaperiodato de sodio, enquanto a
composicao proteica, prevalente em biofilmes PIA-independentes, foi avaliada por
meio da desagregacéao por solucao de proteinase K.

Considerando o total de amostras produtoras de biofilme (25), biofilmes de
natureza polissacaridica foram encontrados em 14 amostras (56%) e de natureza
proteica foram 8 (32%), enquanto que em 3 (12%) nado foi possivel determinar a
natureza quimica do biofilme.

Das 14 amostras produtoras fortes de biofilme, 13 (93%) tiveram o biofilme
degradado por solucdo de metaperiodato, indicando sua natureza polissacaridica. Na
amostra restante, o nivel de degradacdo ndo atingiu o valor minimo de 50%,
necessario para a caracterizacdo da natureza quimica do biofilme produzido,

apresentando, assim, um resultado indeterminado pelo método utilizado (Tabela 7).
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Biofilmes de natureza proteica foram encontrados em 5 (83%) das amostras
produtoras fracas e em 3 (60%) das produtoras moderadas. Uma das amostras com
nivel de producéo fraco (17%) e uma das com nivel moderado (20%) apresentaram

biofilme de natureza indeterminada (Tabela 7).

Tabela 7: Apresentacdo da relacdo entre a natureza quimica e os niveis de producdo de biofilme

determinados pelo método da placa de microtitulacdo em 25 amostras de S. epidermidis

Nivel de Produco de NGmero de Natureza Quimica do Biofilme
Biofilme no MTP* Amostras Polissacaridica Proteica N&o Determinada
Fraco 6 0 5 (83%) 1 (17%)
Moderado 5 1 (20%) 3 (60%) 1 (20%)
Forte 14 13 (93%) 0 1 (7%)

* MTP= Método da Placa de Microtitulagdo; Fraco= DOpc<DOeb<2xDOpc; Moderado=
2xDOpcsD0eb=4xDO0eb; Forte= DOeb>4xDOpc

A natureza quimica do biofilme, determinada pelo método de desagregacéao, foi
correlacionada com os resultados da reagcdao em AVC, tendo em vista que uma reacéo
positiva em AVC seria, presuntivamente, indicativa de biofilmes de natureza
polissacaridica (Tabela 8). Como pode ser observado nesta tabela, somente
apresentaram reacdo positiva em AVC aquelas amostras cujo biofilme foi
caracterizado como de natureza polissacaridica. As amostras cujo biofilme foi de
natureza proteica, bem como os de composicdo indeterminada pelo teste de
desagregacao, apresentaram reacao negativa ou bordeaux em AVC.

Os resultados do nivel de producéo de biofilme no MTP, do teste em AVC e do
teste de desagregacdo por metaperiodato ou proteinase, de cada amostra

individualmente, sdo apresentados no ANEXO B.
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Tabela 8: Apresentacéo da relacéo entre a natureza quimica do biofime e a reacdo em Agar Vermelho

Congo em 25 amostras de S. epidermidis

Numero de Natureza Quimica do Biofilme*
Reacgéo em AVC Amost : - - -
mostras Polissacaridica Proteica N&o Determinada
Positiva 14 14 (100%) 0 0
Negativa 8 0 8 (100%) 0
Bordeaux 3 0 0 3 (100%)

*Teste de desagregagdo com metaperiodato de sédio e proteinase K

4.6 CARACTERIZACAO GENOTIPICA DAS AMOSTRAS

4.6.1 Identificacdo molecular das amostras

As amostras isoladas a partir dos materiais clinicos foram caracterizadas
fenotipicamente como pertencentes a espécie S. epidermidis pelo sistema
automatizado Microscan® WalkAway®-96. Esta identificagdo foi confirmada
molecularmente pela técnica de PCR simples, mediante pesquisa de um fragmento
espécie-especifico da regido 16S do DNA gendmico. Foi observada plena
concordancia entre as identificacbes fenotipica e genotipica para todas as 52

amostras utilizadas neste estudo.

4.6.2 Pesquisa dos genes do operon icaADBC e do gene icaR

Por sua relacdo direta com a producdo de PIA e, consequentemente, a
formacao de biofilme PIA-dependente, os genes que formam o operon icaADBC (icaA,
icaB, icaC e icaD) foram pesquisados nas amostras estudadas pela técnica de PCR
simples. O gene regulador (icaR), por sua acdo de controle da expressao génica do
operon ica, também foi pesquisado.

Todos os genes do operon ica, assim como o gene icaR, foram detectados

concomitantemente em 23 (44%) amostras. A correlacdo da presenca destes genes
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com a producao de biofilme determinada pelo MTP através da DOeb é apresentada

na tabela 9.

Tabela 9: Correlacéo entre a presenca dos genes do operon icaADBC, do gene icaR e a producéo de

biofilme determinada pelo método da placa de microtitulagdo em 52 amostras de

S. epidermidis
Produc&o de Biofiime NGmero de Deteccdo do operon ica + gene icaR*
no MTP* Amostras Positiva Negativa
Produtora 25 17 (68%) 8 (32%)
N&o Produtora 27 6 (22%) 21 (78%)

* MTP= Método da Placa de Microtitulagdo; Deteccdo pela técnica de PCR simples

A presenca do operon ica e do gene icaR foi observada em 17 (68%) amostras
produtoras de biofilme, sendo significativamente maior (p= 0,0024) que nas amostras
nao produtoras 6 (22%).

Considerando-se o nivel de producao de biofilme expresso pelas amostras, a
correlacao da presenca do operon ica e do gene icaR com a producéo de biofilme fica
ainda mais evidente, sendo ambos os elementos génicos encontrados em todas as
amostras produtoras fortes (Tabela 10). No ANEXO B, além destes dados séo
apresentados também os resultados do teste em AVC e do teste de desagregacéao

por metaperiodato ou proteinase, de cada amostra individualmente.

Tabela 10: Apresentacdo da relacdo entre a presenca dos genes do operon icaADBC, do gene icaR
e o nivel de producao de biofilme determinado pelo método da placa de microtitulacdo em

25 amostras de S. epidermidis

Deteccao do operon ica + gene icaR**

Nivel de Producéo de Numero de
Biofilme no MTP* Amostras Positiva Negativa
Fraco 6 1 (17%) 5 (83%)
Moderado 5 2 (40%) 3 (60%)
Forte 14 14 (100%) 0

* MTP= Método da Placa de Microtitulagdo; Fraco= DOpc<DOeb<2xDOpc; Moderado=
2xDOpc=<D0eb<4xDO0eb; Forte= DOeb>4xDOpc; ** Deteccéo pela técnica de PCR simples
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4.6.3 Pesquisa dos Genes aap, bhp e embp

O genes aap, bhp e embp foram pesquisados pelo fato de poderem determinar
a formacéao de biofilme PIA-independente. Os percentuais de deteccao destes genes
nas amostras estudadas sédo apresentados na tabela 11.

Tabela 11: Frequéncia dos genes aap, bhp e embp em 52 amostras de S. epidermidis e sua associacao

com a producéo de biofilme determinada pelo método da placa de microtitulacdo

Gene Ndmero de Biofilme (MTP)
Pesquisado* Amostras Positivas Produtoras N&o Produtoras
aap 15 (29%) 11 (44%) 4 (15%)
bhp 6 (12%) 0 6 (22%)
embp 36 (69%) 18 (72%) 18 (67%)

* MTP= Método da Placa de Microtitulagéo; Detecc¢édo pela técnica de PCR simples

O gene embp foi 0 mais frequentemente observado (69%) na amostragem
estudada, contudo, ndo foram notadas diferencas estatisticamente significativas de
sua presenca entre amostras produtoras (72%) e ndo produtoras (67%) de biofilme.

A deteccdo do gene aap, apesar de relativamente baixa (29%), foi
significativamente maior em amostras produtoras (44%; p= 0,0317) do que em nao
produtoras (15%). A presenca desse gene também pode ser correlacionada com
caracteristicas genotipicas e/ou fenotipicas das amostras, sendo esta correlacéo
apresentada na secao 4.6.5.

O gene bhp foi 0 menos frequentemente observado (12%), sendo detectado

somente em amostras ndo produtoras de biofilme.
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4.6.4 Deteccdo de outros genes relacionados a viruléncia (atlE e capB) e das

transposases das sequéncias de insercéo 1S256 e 1S257

Os genes atlE e capB, e as sequéncias de insercdo 1S256 e 1S257 foram
selecionados para serem pesquisados neste estudo por sua relagdo com a viruléncia
e/ou com a resisténcia a antimicrobianos em amostras de S. epidermidis. A frequéncia
de deteccdo destes elementos génicos nas amostras estudadas é apresentada na
tabela 12.

O gene atlE foi detectado em todas as amostras estudadas,
independentemente de seu fenotipo de produtora ou ndo de biofiilme. O gene da
transposase do 1S257 também apresentou elevada frequéncia, ndo sendo encontrado
somente em uma amostra ndo produtora de biofilme, enquanto que o gene da
transposase do 1S256 foi detectado em 23% da amostragem estudada, sendo
significativamente maior em amostras produtoras de biofilme (36%; p=0,0490). Outra
caracteristica importante observada em relacéo a este ultimo gene foi sua correlacéo
com a presenca dos genes do operon ica, ndo tendo sido ele encontrado em amostras
negativas para este operon.

Quanto ao gene capB, sua frequéncia foi de 81%, sendo esta discretamente
mais elevada em amostras produtoras de biofilme (84%) do que nas n&o produtoras
(78%).

Tabela 12: Frequéncia de deteccdo dos genes atlE e capB, e das transposases das sequéncias de
insercdo 1S256 e I1IS257 em 52 amostras de S. epidermidis

Gene NUmero de Producéo de Biofilme
Pesquisado* Amostras Positivas Produtoras (25) N&o Produtoras (27)
atlE 52 (100%) 25 (100%) 27 (100%)
capB 42 (81%) 21 (84%) 21 (78%)
1S256 12 (23%) 9 (36%)* 3 (11%)
1S257 51 (98%) 25 (100%) 26 (96%)

*Deteccdao pela técnica de PCR simples; ** Valor de p < 0,05 para presenca do gene entre amostras
produtoras e ndo produtoras
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4.6.5 Correlacédo do gene aap e da sequéncia de insercao 1S256 com a producéo de

biofilme pelas amostras

A correlacdo do gene aap e da sequéncia de insergcédo 1S256 com as
principais caracteristicas fenotipicas e genotipicas relacionadas a producdo de
biofilme pelas amostras estudadas é apresentada na tabela 13.

A presenca do gene aap foi observada em 44% (p= 0,0317) das amostras
produtoras de biofilme, sendo significativamente maior em amostras positivas para o
operon ica (48%; p= 0,0126) do que nas amostras em que este elemento génico nao
foi detectado (14%).

Quando consideradas as amostras produtoras de biofilme nas quais a presenca
do operon ica foi positiva, o percentual de detecgdo de aap aumentou para 59% (p=
0,0421), e para 64% (p= 0,0419) quando se considera as amostras com nivel forte de
producao de biofilme, cujo genotipo € exclusivamente ica positivo.

O gene da transposase de 1S256 foi detectado em 9 (36%; p = 0,0490) das
amostras produtoras de biofilmes e em 12 (52%; p< 0,001) das amostras positivas
para o0 operon ica, ndo sendo encontrado em nenhum isolado ica negativo. A
associacdo do gene da transposase de 1S256 com a presenca do operon ica ficou
mais realgcada quando se considera a sua relagdo com o perfil de biofilme positivo /
ica positivo (53%; p= 0,0218), e com as produtoras de nivel forte de biofilme (57%; p=
0,0330).

Tabela 13: Correlacdo da Presenca do Gene aap e da sequéncia de insercao 1S256 com
caracteristicas fenotipicas e genotipicas relacionadas a producéo de biofilme em amostras

de S. epidermidis

Presenca de

Caracteristica Fenotipica e/ou Genotipica

Gene aap 1S256*
Produgéo de Biofilme (n= 25) 11 (44%)** 9 (36%)**
Presenca do Operon ica (n= 23) 11 (48%)** 12 (52%)**
Producéo de Biofilme + Operon ica (n= 17) 10 (59%)** 9 (53%)**
Producéo de Biofilme Forte (n= 14) 9 (64%)** 8 (57%)**

* Gene da transposase do 1S256; ** Valor de p < 0,05 para presenca do gene entre amostras que
apresentam a caracteristica fenotipica/genotipica especificada
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4.7 RESISTENCIA DAS AMOSTRAS A ANTIMICROBIANOS

4.7.1 Frequéncia de resisténcia a antimicrobianos e sua correlacdo com a producéo

de biofilme

A CIM de 18 antimicrobianos para as amostras estudadas foi determinada pelo
sistema automatizado Microscan® WalkAway®-96. A distribuicdo dos resultados da
CIM e sua correlagcdo com a produgéo e o tipo de biofilme das amostras estudadas
esta apresentada na tabela 14.

Nenhuma das amostras estudadas foi resistente a vancomicina ou a linezolida,
e baixos percentuais de resisténcia foram observados para daptomicina (2%),
quinupristina-dalfopristina (13%), tetraciclina (13%), rifampicina (17) e moxifloxacina
(21%). Para a maioria dos outros antimicrobianos testados, os percentuais de
resisténcia foram superiores a 50%. Com relacdo aos antibidticos beta-lactamicos
utilizados, incluindo a sua combinagdo com inibidores de beta-lactamase, os
percentuais de resisténcia obtidos foram expressivos, variando de 83 a 96%.
Especificamente em relacdo a oxacilina, 85% das amostras foram resistentes.

Para a grande maioria dos antimicrobianos testados o0s percentuais de
resisténcia das amostras produtoras de biofilme foram ligeiramente superiores aos
das amostras nao produtoras. As excessOes ficaram por conta de quinupristina-
dalfopristina e tetraciclina.

Quando se compara as amostras, produtoras de biofilme PIA-dependente e
PlA-independente, os percentuais de resisténcia foram muito préximos para a maioria
dos antimicrobianos testados. Contudo, para quinupristina-dalfopristina, as trés
amostras que apresentaram resisténcia eram PIA-dependentes e o percentual de
resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprima foi significativamente superior nas amostras
PIA-dependentes (p=0,0472).

Por outro lado, a resisténcia a gentamicina foi observada em todas as amostras
produtoras de biofilme PIA-independente, enquanto nas amostras produtores de
biofilme PIA-dependente o percentual de resisténcia para essa droga foi somente de
43% (p= 0,0029).



Tabela 14: Relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos em amostras de S. epidermidis produtoras e ndo produtoras de biofilme

Nao Produtora

Produtora de Biofilme

o : Total e
Antimicrobiano (n= 52) de(rI]3_|0£|;r)ne Total PIA-Dependente PIA-Independente
(n=25) (n=14) (n=11)
Amoxicilina-Acido clavulanico 43 (83%) 21 (78%) 22 (88%) 12 (86%) 10 (91%)
Ampicilina-Sulbactan 43 (83%) 21 (78%) 22 (88%) 12 (86%) 10 (91%)
Ampicilina 50 (96%) 25 (93%) 25 (100%) 14 (100%) 11 (100%)
Ceftriaxona 44 (85%) 21 (78%) 23 (92%) 13 (93%) 10 (91%)
Clindamicina 34 (65%) 14 (52%) 20 (80%) 12 (86%) 8 (73%)
Daptomicina 1 (2%) 0 1 (4%) 1 (7%) 0
Eritromicina 38 (73%) 18 (67%) 20 (80%) 12 (86%) 8 (73%)
Gentamicina 32 (62%) 15 (56%) 17 (68%) 6 (43%) 11 (100%)*
Levofloxacina 39 (75%) 17 (63%) 22 (88%) 12 (86%) 10 (91%)
Linezolida 0 0 0 0 0
Moxifloxacina 11 (21%) 5 (19%) 6 (24%) 3 (21%) 3 (27%)
Oxacilina 44 (85%) 21 (78%) 23 (92%) 13 (93%) 10 (91%)
Penicilina 50 (96%) 25 (93%) 25 (100%) 14 (100%) 11 (100%)
Quinupristina-Dalfopristina 7 (13%) 4 (15%) 3 (12%) 3 (21%) 0
Rifampicina 9 (17%) 3 (11%) 6 (24%) 4 (29%) 2 (18%)
Sulfametoxazol-Trimetoprima 22 (42%) 9 (33%) 13 (52%) 10 (71%)* 3 (27%)
Tetraciclina 7 (13%) 4 (15%) 3 (12%) 2 (14%) 1 (9%)
Vancomicina 0 0 0 0 0

* Valor de p < 0,05 para a apresentacéo de resisténcia ao antimicrobiano entre amostras produtoras de biofiime PIA-dependente e PIA-independente
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4.7.2 Marcadores de resisténcia a antimicrobianos

Na amostragem estudada somente duas amostras foram sensiveis a
todos os antimicrobianos testados. As restantes, apresentaram resisténcia a
dois ou mais dos antimicrobianos testados.

O numero de antimicrobianos, para os quais as amostras produtoras e
nao produtoras de biofilme foram resistentes é apresentado na figura 1 . Pode
ser observado que 33 (63%) amostras estudadas apresentaram resisténcia a 10
ou mais antimicrobianos, sendo 19 (58%) produtoras de biofilme e 14 (42%) n&o

produtoras.

Figura 1: NUmero antimicrobianos para os quais as 52 amostras de S. epidermidis, produtoras

e ndo produtoras de biofilme apresentaram resisténcia

de S. epidermidis

NUmero de Amostras
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N&o Produtoras M Produtoras

A tabela 15 apresenta o perfil de resisténcia a antimicrobianos das
amostras que apresentaram 10 ou mais marcadores de resisténcia. Pode-se
observar que 100% das amostras deste grupo apresentaram resisténcia a todos
0s antimicrobianos beta-lactamicos testados (amoxicilina-acido clavulanico,

ampicilina, ceftriaxona, oxacilina, penicilina).
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Do mesmo modo, todas as amostras nao produtoras de biofilme do grupo,
com 10 ou mais marcadores de resisténcia, foram resistentes a eritromicina,
gentamicina e levofloxacina.

Entre as amostras produtoras e ndao produtoras de biofilme com 10 ou
mais marcadores de resisténcia, a diferenca mais expressiva foi observada entre
0S percentuais de resisténcia para gentamicina, que foram de 74% e 100%,
respectivamente. Esta diferenca no percentual de resisténcia a gentamicina foi
estatisticamente significativa (p=0,0445) quando se comparam amostras
produtoras de biofilme PIA-dependente (55%) e PIA-independente (100%).
Outra diferengca observada nestas amostras, foi a resisténcia a associagao
sulfametoxazol-trimetoprima, observada em 9 (82%) das amostras PIA-

dependentes e somente em 3 (38%) das PIA-independentes.



Tabela 15: Resisténcia a antimicrobianos nas amostras de S. epidermidis, com 10 ou mais marcadores de resisténcia, produtoras e nao produtoras de biofilme

Amostras Resistentes a 10 ou mais Antimicrobianos (%%)

Nao Produtoras Produtoras de Biofilme

Antimicrobiano Total o
(n= 33) de B_|0f|lme Total PIA-Dependente PIA-Independente

(n=14) (n=19) (n=11) (n=18)
Beta-lactamicos™* 33 (100%) 14 (100%) 19 (100%) 11 (100%) 8 (100%)
Clindamicina 30 (91%) 12 (86%) 18 (95%) 11 (100%) 7 (88%)
Daptomicina 1 (3%) 0 1 (5%) 1 (9%) 0
Eritromicina 32 (97%) 14 (100%) 18 (95%) 11 (100%) 7 (88%)
Gentamicina 28 (85%) 14 (100%) 14 (74%) 6 (55%) 8 (100%)**
Levofloxacina 32 (97%) 14 (100%) 18 (95%) 10 (91%) 8 (100%)
Linezolida 0 0 0 0 0
Moxifloxacina 7 (21%) 3 (21%) 4 (21%) 2 (18%) 2 (25%)
Quinupristina-Dalfopristina 6 (18%) 4 (29%) 2 (11%) 2 (18%) 0
Rifampicina 9 (27%) 3 (21%) 6 (32%) 4 (36%) 2 (25%)
Tetraciclina 4 (12%) 2 (14%) 2 (11%) 1 (9%) 1(13%)
Sulfametoxazol-Trimetoprima 20 (61%) 8 (57%) 12 (63%) 9 (82%)** 3 (38%)
Vancomicina 0 0 0 0 0
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* Amoxicilina-acido clavulanico, ampicilina, ceftriaxona, oxacillina e penicilina; ** Valor de p < 0,05 para a apresentacio de resisténcia a 10 ou mais antimicrobianos
entre amostras produtoras de biofilme PIA-dependente e PIA-independente
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4.7.3 Associacdo da sequéncia de insercdo 1S256 com a resisténcia a

antimicrobianos

Como pode ser observado na figura 2 , a presenca do gene da transposase da
sequéncia de insercao 1S256 apresentou associagao positiva aos percentuais de
resisténcia mais elevados para quase todos os antimicrobianos testados. A Unica
excecao foi a resisténcia a gentamicina, cujo percentual nas amostras 1S256 negativas
foi ligeiramente superior.

Além disso, todas as amostras positivas para a presenca do 1S256
apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos beta-lactamicos avaliados. Foi
observada também uma associacdo significativa entre a presenca deste elemento
genético e a resisténcia as quinolonas testadas, levofloxacina (p= 0,0243) e
moxifloxacina (p= 0,0113), bem como com a associacao sulfametoxazol-trimetoprima
(p=0,0019).

Figura 2: Associacdo entre a presenca da sequéncia de insercdo 1S256 e a

resisténcia a antimicrobianos em 52 amostras de S. epidermidis
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4.8 AVALIACAO DA INFLUENCIA DE CONCENTRACOES SUBINIBITORIAS DE
ANTISSEPTICOS NA PRODUCAO DE BIOFILME

A producdo de biofilme pelas amostras de S. epidermidis foi avaliada na
presenca de concentracfes subinibitorias de 2 e 4 % de etanol, e de 0,5 e 1,0 pg/mL
de clorexidina. Ensaios prévios (dados nédo apresentados) de determinacdo da CIM
pelo método da placa de microtitulagdo mostraram que concentracdes superiores as
citadas acima determinaram reducé&o do crescimento da maioria das amostras.

A influéncia dos antissépticos sobre a producéo de biofilme foi avaliada pela
comparacao dos resultados da producéo de biofilme em TSB (condi¢c&o controle) com
0s obtidos na presenca dos agentes testados (condi¢cdes teste). A variacao percentual
da producéo de biofilme foi determinada tanto para os resultados da DOsa como para
os da DOeb.

Para facilitar a apresentacédo dos resultados, as amostras foram divididos em

grupos, de acordo com o perfil de producao de biofilme / presencga do operon ica.

4.8.1 Influéncia do etanol em amostras biofilme positivo / operon ica positivo

Este grupo foi constituido por 17 amostras, das quais 14 foram classificadas
como produtoras forte de biofilme, 2 como moderadas e 1 como fraca. A diferenca
percentual dos valores da DOsa e DOeb entre as condi¢cdes teste e controle é
apresentada na figura 3 .

A adicao de etanol nas concentragdes de 2 e 4% determinou aumento dose-
dependente nos resultados da DOsa e da DOeb em 15 das 17 amostras deste grupo,
sendo 14 produtores fortes de biofilme e 1 (EP54) moderado. Duas amostras diferiram
deste padréao (EP48 e EP63).

EP48, uma amostra produtora fraca de biofilme, apresentou um pequeno
aumento da DOsa e reducdo da DOeb na presenca de etanol a 2%, e reducéo da
DOsa/ DOeb na concentracéo de 4%. EP63, uma amostra produtora forte de biofilme,
apresentou aumento na DOsa e na DOeb na presenca de etanol a 2% e uma
expressiva reducéo (-90 e -93%) nos resultados DOsa e DOeb na condigéo teste com
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etanol a 4%. Contudo, foi observada nestas amostras uma diminui¢do da DOg (dados
nao apresentados) na presenca de etanol a 4%, mostrando uma acéo inibidora sobre

o crescimento da amostra, fugindo do carater subinibitorio pretendido no teste.
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Figura 3: Variacdes percentuais dos resultados da DOsa e DOeb das amostras de S. epidermidis biofilme positivo/operon ica positivo crescidas em TSB adicionado

de 2 e 4% de etanol (a barra de erros indica o desvio padréo dos resultados)
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Na maioria das amostras, os aumentos induzidos pelo etanol nos resultados da
DOsa foram superiores aos da DOeb, sendo esta diferenca muitas vezes expressiva,
atingindo valores cerca de 14 vezes maiores na concentracado de 2 %, e de 29 vezes
em 4 %. Esta desproporcdo no aumento dos valores de DOsa e DOeb foi muito
expressiva, particularmente, em algumas amostras que apresentavam niveis
consideravelmente elevados de produgé&o de biofilme.

Esta desproporcéo entre os resultados da DOsa e DOeb nas condi¢cdes teste
poderia ser decorrente de uma limitacdo do método em detectar aumentos na
concentracdo de corante do extrato alcodlico do biofilme. Em virtude disso, foram
realizados experimentos com diluicdes em alcool da solucdo de cristal violeta de
Hucker a 2%. A densidade Optica a 570 mm de uma diluicdo seriada (1/2) do corante
em uma placa de microtitulacdo foi determinada em experimentos realizados em

quintuplicada, e os resultados sao apresentados na figura 4 .

Figura 4. Densidade Optica da diluigdo seriada (1/2) em alcool da solugédo de cristal violeta de Hucker

a 2% (barra de erros indica o desvio padréo)
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4.8.2 Influéncia do etanol em amostras biofilme positivo / operon ica negativo

Esse perfil foi apresentado por 8 amostras, sendo que 5 apresentavam um nivel
de producéo de biofilme fraco, e 3 moderado.

Todas as amostras com este perfil, biofilme positivo / operon ica negativo,
apresentaram aumento da producéo de biofilme na presenca de etanol a 2% (Figura
5). Nesta condicéo teste, os percentuais de aumento, determinados com base nos
resultados da DOsa e da DOeb, foram relativamente préximos para a maioria das
amostras, nao existindo entre estes resultados a desproporcionalidade observada nas
amostras com perfil biofilme positivo / operon ica positivo (Figura 3).

Os resultados da DOsa e da DOeb na condicao teste com 4% de etanol também
indicaram aumento da producéo de biofiime em 6 amostras (EPO5, EPO7, EP18,
EP22, EP33 e EP61). Contudo, as amostras EP15 e EP33 apresentaram variacoes

positivas da DOsa, enquanto que para DOeb estas foram negativas.

Figura 5: Variacdes percentuais dos resultados da DOsa e DOeb das amostras de S. epidermidis
biofilme positivo / operon ica negativo crescidas em TSB adicionado de 2% e 4% de etanol

(a barra de erros indica o desvio padrao dos resultados)
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4.8.3 Influéncia do etanol em amostras nao produtoras de biofilme

As amostras classificadas como ndo produtoras de biofilme (6 operon ica
positivas e 21 operon ica negativas), na presenca das concentracbes de etanol
testadas ndo apresentaram aumento nos resultados da DOsa ou da DOeb que
fizessem esses valores superarem aqueles estabelecidos como ponto de corte,

permanecendo assim, na condicao teste, como nao produtoras de biofilme.

4.8.4 Influéncia da clorexidina em amostras biofilme positivo / operon ica positivo

Das 17 amostras com perfil biofilme positivo / operon ica positivo, 13
apresentaram reducdo da producéo de biofilme em funcéo da adicdo de clorexidina
ao meio de cultura, sendo os resultados apresentados na figura 6 .

As 4 amostras restantes ndo apresentaram variagdes superiores a 10% nos
percentuais dos resultados da DOsa e DOeb na presenca de clorexidina, sendo estas
variacfes consideradas inerentes a propria técnica. Estas amostras apresentavam em
comum a producéo de niveis extremamente elevados de biofilme, mesmo quando
comparadas com outras amostras classificadas como produtoras forte de biofilme.

Os percentuais de reducéo da producéo de biofilme nas concentracdes de 0,5
e 1,0 pyg/mL de clorexidina foram dose dependentes, tanto para DOsa como para
DOeb, sendo contudo mais pronunciados na DOsa.

As reducbes observadas na DOsa e DOeb nas duas concentragdes de
clorexidina testadas, mesmo em amostras cujo nivel de producéo de biofilme foi
classificado como moderado (EP11 e EP54) e fraco (EP48), ndo atingiram valores da
densidade Optica de ponto de corte que caracterizariam as amostras como nao

produtoras de biofilme.
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Figura 6: Reduc8es percentuais dos resultados da DOsa e DOeb das amostras de S. epidermidis biofilme positivo / operon ica positivo crescidas em TSB

% de Variacdo na DOsa/DOeb

adicionado de 0,5 e 1,0 uyg/mL de clorexidina (a barra de erros indica o desvio padrédo dos resultados)
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* DOsa - Densidade Optica Sem Extracdo com Alcool; DOeb - Densidade Optica do Extrato Alcodlico



90

4.8.5 Influéncia da clorexidina em amostras biofilme positivo / operon ica
negativo

Este grupo foi constituido de 8 amostras, todas com um nivel de produc¢éo
de biofilme fraco (5) ou moderado (3). A adicdo de concentracdes subinibitérias
de clorexidina ao meio de cultura resultou na reducéo da producéo de biofilme
em 5 amostras (Figura 7 ), sendo que os resultados da variacdo dos percentuais
da DOsa e DOeb das 3 amostras restantes foram inferiores a 10%, n&o sendo
considerados indicativos de redugéo da formacao de biofilme.

Os percentuais de reducao da producéo de biofilme determinados pelas
concentracbes de 0,5 e 1,0 pg/mL de clorexidina foram dose dependentes,

exceto na DOsa da amostra EP18.

Figura 7: Reducbes percentuais dos resultados da DOsa e DOeb das amostras de
S. epidermidis biofilme positivo / operon ica negativo crescidas em TSB adicionado
de 0,5 e 1,0 yg/mL de clorexidina (a barra de erros indica o desvio padrdo dos

resultados)
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% de Variagdo na DOsa/DOeb

Amostras de S. epidermidis biofilme positivo / operon ica positivo

DOsa* 0,5 ug/mL = DOeb 0,5 pg/mL mDOsa 1,0 pg/mL mDOeb 1,0 pg/mL

* DOsa - Densidade Optica Sem Extracéo com Alcool; DOeb - Densidade Optica do Extrato Alcodlico
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4.8.6 Influéncia da clorexidina em amostras biofilme negativo

O crescimento das amostras classificadas como ndo produtoras de
biofilme (6 operon ica positivas e 21 operon ica negativas), na presenca das
concentracfes de clorexidina testadas das condi¢cdes teste, ndo determinou
aumento nos resultados da DOsa ou da DOeb de modo que estes superassem
os valores estabelecidos como ponto de corte, permanecendo estas amostras
classificadas como n&o produtoras de biofilme.

4.9 AVALIACAO DA INFLUENCIA DE CONCENTRACOES SUBINIBITORIAS
DE ANTISSEPTICOS NA EXPRESSAO GENICA

A expressdo génica das amostras de S. epidermidis foi avaliada pela
técnica de gRT-PCR, empregando o método de quantificacdo relativa da
expressdo génica, tendo o gene gyrB como controle enddgeno (2-24CT),

Para esta avaliagcdo foram selecionadas trés amostras produtoras de
biofilme PIA-dependente (EP48 — fraco; EP54 — moderado, e EP40 — forte) e
uma amostra produtora de biofilme PIA-independente (EPO5 - fraca).

Uma consolidacdo das principais caracteristicas das amostras
selecionadas para avaliacdo da expressao génica, relacionando suas principais
caracteristicas e os resultados dos testes de influéncia de antissépticos na
producéo de biofilme em MTP sédo apresentados na tabela 16 .

Nos experimentos iniciais de avaliacdo da expressao génica foram
empregadas as mesmas concentracdes de etanol (2 e 4%) e de clorexidina (0,5
e 1,0 pg/mL) utilizadas no teste de MTP. Contudo, foi observada em alguns
destes experimentos de RT-PCR uma reducdo expressiva da Ct (cycle
threshold) do controle endégeno. Para o etanol, este efeito foi observado nas
duas concentracbes avaliadas (2 e 4%). Para clorexidina, somente a
concentracdo de 1,0 pg/mL determinou uma reducdo consideravel do Ct do
controle endogeno.
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Como os resultados da Ct da gyrB sdo empregados em todos os calculos
de quantificacdo relativa da expressdo génica, foi necessaria a reducdo das
concentracfes dos antissépticos utilizados nas culturas a serem empregadas no
gRT-PCR. Para isso, foi avaliado o crescimento bacteriano, mensurado pela DO
a 620 nm das culturas em presenca de concentracbes seriadas dos
antissépticos, nas mesmas condigcbes dos experimentos de gRT-PCR. As
concentracdes de etanol a 1% e clorexidina a 0,5 pg/mL foram selecionadas por
nao interferirem na DO das amostras. Estes dados foram complementados com
experimentos de gRT-PCR, onde foi observado que a interferéncia na Ct da gyrB

nas culturas com antissépticos foi consideravelmente minimizada.
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Tabela 16: Consolidagao dos resultados do tipo e nivel de producéo de biofilme, e da influéncia do etanol (2 e 4%) e da clorexidina (0,5 e 1,0 pg/mL) na

producédo de biofilme determinada pelo método da placa de microtitulacdo das amostras de S. epidermidis cuja expresséo génica foi avaliada por

gRT-PCR
o Influéncia dos antissépticos determinada pelo MTP*
Biofilme —
Cédigo da Etanol Clorexidina
Amostra Tipo Nivel de 2% 4% 0,5 pg/mL 1,0 pg/mL
Produgéo DOsa* DOeb* DOsa DOeb DOsa DOeb DOsa DOeb
EP48 PIA-dependente Fraco 10 -17 -18 -37 -25 -22 -31 -23
EP54 PIA-dependente Moderado 43 161 63 124 -24 -19 -46 -38
EP40 PIA-dependente Forte 101 16 139 16 -37 -15 -57 -32
EPO5 PIA-independente Fraco 33 39 143 111 -11 -10 -15 -24

*MTP= Método do Teste em Placa de Microtitulagao; *DOsa= Densidade 6ptica sem alcool; DOeb= Densidade oOptica do extrato do biofilme
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4.9.1 Influéncia do etanol nas amostras produtoras de biofilme PIA-dependente

Na figura 8 séo apresentados os resultados da influencia do etanol a 1% na
expressao relativa dos genes icaA, icaR, sarA e sigB das amostras EP48, EP54 e
EP40, todas produtoras de biofilme PIA-dependente.

A expressao relativa do gene icaA na condicao teste da amostra EP48 mostrou
aumento de 4,4 vezes (p= 0,0308) em relagédo a condigé&o controle, com meio n&o
adicionado do antisséptico. Nestas mesmas condicbes, 0 aumento da expressao
deste gene na amostra EP54 foi de 6,5 vezes (p= 0,005) e na EP40 de 4,8 vezes (p=
0,0014).

Na condicéo teste, a amostra EP48 apresentou um aumento de 1,7 vezes (p=
0,0472) na expressao relativa do gene icaR, enquanto EP54 e EP40 apresentaram
aumento de 0,74 e 0,65, respectivamente. Para as duas ultimas amostras estes
resultados indicam, respectivamente, reducdes de 26% e 35% na expresséao de icaR
na condicdo teste em relacdo a condicdo controle, ndo sendo considerados
estatisticamente significantes.

Para a expressao relativa do gene sarA, as amostras EP48 e EP40
apresentaram aumentos na condigéo teste de 2,1 (p=0,0187) e 2,4 (p=0,019) vezes
em relacdo a condicdo controle. Ja a amostra EP54 na condi¢ao teste apresentou um
aumento, nao significativo, de 1,2 vezes em relacao a condi¢ao controle.

Em relacdo ao gene sigB, os resultados da expressao génica das amostras
EP48 e EP54 na condicao teste foram proximos, isto é de 1,7 (p= 0,0308) e 1,6 (p=
0,0351) vezes maiores que os da condigao controle. A amostra EP40 apresentou um
aumento inferior a estes, aumento de 1,3 (p= 0,0153), mas também significativo

estatisticamente.
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Figura 8: Expressao relativa dos genes icaA, icaR, sarA e sigB, estudada por gRT-PCR, das amostras

de S. epidermidis crescidas em TSB adicionado de etanol a 1% (a barra de erros indica o

desvio padrao dos resultados)
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4.9.2 Influéncia do etanol na amostra produtora de biofilme PIA-independente

Para a amostra EP05, na condicao teste com o meio de cultura adicionado de

etanol a 1%, a expressao génica relativa foi de 0,39 (p= 0,0077) para 0 gene sarA e

0,78 para sigB (p=0,0128).

4.9.3 Influéncia da clorexidina nas amostras produtoras de biofilme PIA-dependente

Os resultados da expressdo genica relativa das amostras PIA-dependentes

EP48, EP54 e EP40, crescidas na presenca de

apresentados na figura 9 .

clorexidina a 0,5 pg/mL sao
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A amostra EP48 apresentou uma expressao relativa de 0,85 para o gene icaA,
indicando uma reducgéo da expressao desse gene na condicdo teste com clorexidina,
enquanto que para icaR foi observado um um aumento de 1,5 vezes (p= 0,0039)
em comparacdo a condicdo controle. Reducdes significativas na expressao genica
relativa foram observadas para os genes sarA (0,63; p= 0,0082) e sigB (0,84; p=
0,0377).

Na condicao teste com clorexidina, a amostra EP54, apresentou reducado da
expressao relativa de icaA (0,60; p=0,0202) e um aumento 2,6 vezes (p= 0,0029) na
expressdo de icaR. Para sarA, a expressao relativa foi de 0,70 indicando uma
reducdo, ndo significativa, da expressao do gene na condicéo teste. Ja para sigB, a
amostra ndo apresentou diferencas na expressao genica entre as condi¢cdes controle
e teste.

A amostra EP40, na condigcédo teste, apresentou reducdes significantes na
expressao relativa de icaA (33%; p= 0,0099) e de sigB (53%; p=0,0153). A expressao
relativa de icaR mostrou um aumento de 1,6 vezes (p= 0,0234) e sarA apresentou

uma expressao relativa proxima (1,13 vezes) da condi¢do controle.

Figura 9: Expressdao relativa dos genes icaA, icaR, sarA e sigB, estudada por gRT-PCR, das amostras
de S. epidermidis crescidas em TSB adicionado de clorexidina a 0,5 pg/mL (a barra de erros

indica o desvio padréo dos resultados)
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4.9.4 Influéncia da clorexidina na amostra produtora de biofilme PIA-independente

A expressao relativa da amostra EP0O5 dos genes sarA e sigB indicou uma
reducdo esttisticamente significante da expressdo destes genes. Para sarA a
expressao relativa foi de 0,40 (p=0,0046) e para sigB foi de 0,71 (p= 0,0458).
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5 DISCUSSAO

Os ECNSs representam importante parcela dos micro-organismos componentes
da microbiota da pele humana, em particular S. epidermidis, espécie de ECN
considerada como a mais frequente na superficie corporal, e que parece
desempenhar papel benéfico na pele, mediante competicdo com micro-organismos
potencialmente nocivos, como S. aureus (OTTO, 2012). Outrora tido apenas como
in6cuo comensal da pele, nas ultimas décadas S. epidermidis despontou como um
patégeno oportunista dos mais importantes e frequentes em IRAS, especialmente as
gue envolvem implantes de dispositivos médicos.

Pelo fato de ser um colonizador da pele, o acesso facilitado do micro-organismo
aos dispositivos médicos durante o implante seria uma explicacdo para tal fenébmeno
(VON EIFF et al., 1999), aliado a sua capacidade de produzir fatores especificos de
viruléncia, que transformam esta bactéria comensal em um dos mais bem sucedido
oportunista da medicina moderna. Tais fatores englobam uma vasta gama de produtos
que permitem sua fixacdo a superficie de biomateriais, diretamente ou mediado por
proteinas do hospedeiro, bem como sua capacidade de proliferar liberando produtos
extracelulares que levam a formacdo de biofilme. Este parece ser um processo
fundamental para o sucesso de S. epidermidis como patégeno potencial, uma vez que
contribui para a resisténcia do micro-organismo a mecanismos de defesa da
imunidade inata e adquirida, além de propiciar a sobrevivéncia a terapia
antimicrobiana (MACK, 2013). Porém, os relatos referentes a presenca, a frequéncia
e a distribuicdo de potenciais produtos relacionados a patogenicidade deste micro-
organismo, bem como de fatores genéticos ligados a sua expressao, ainda se
mostram insuficientes para nitidamente delimitar a fronteira que distingue o comensal
do patdgeno.

Neste estudo procedeu-se ao isolamento e identificacdo de 52 amostras
clinicas de S. epidermidis oriundas de sangue periférico (48) e de culturas
semiquantitativas de cateteres venosos centrais (4), a partir de coletas realizadas em
diferentes centros de tratamento intensivo e outras unidades de um hospital publico
de atendimento terciario do Rio de Janeiro. As amostras foram submetidas a
identificacdo molecular pela técnica de PCR simples, mediante pesquisa de um

fragmento espécie-especifico presente no DNA gendmico, e os resultados mostraram
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100% de concordancia com a identificagéo fenotipica, realizada previamente por meio
do sistema automatizado Microscan® WalkAway®-96.

Com base na importancia atribuida a capacidade de producéo de biofilme como
um dos fatores determinantes para a patogenicidade de S. epidermidis, as amostras
foram investigadas quanto a esta expressao.

Um dos métodos mais utilizados para este estudo é o da placa de
microtitulacdo, um teste quantitativo proposto por Christensen e cols. (1985), que se
baseia na leitura direta da densidade 6ptica (DOsa) do biofilme corado, aderido ao
fundo dos pocos da placa de poliestireno.

Deve-se atentar para o fato, porém, que o emprego da técnica, tal como
originalmente preconizada, pode levar a obtencéo de valores incorretos de densidade
optica, caso o biofilme produzido no fundo do poco nao seja homogéneo ou seja muito
espesso. Isto pode ocorrer porque o instrumento de leitura utilizado mede a densidade
Optica em apenas um “ponto” na regiao central do fundo do poco (ANEXO C).

Para contornar este problema, foram sugeridas modificacdes na técnica, sendo
o corante, aderido as paredes do poco, ressolubilizado com agentes como etanol,
metanol ou 4cido acético (STEPANOVIC, 2000, 2007), e o extrato obtido utilizado para
a quantificacdo do biofilme produzido, mediante determinacdo da densidade Optica do
extrato (DOeb).

A distincdo entre amostras nao produtoras e produtoras de biofilme nesta
técnica é feita com base em um valor da DO considerado como ponto de corte. A
maioria dos estudos emprega a determinacéo direta da DO, sendo os valores do ponto
de corte, em geral, predefinidos (DO= 0,1 a 0,2) com base em dados da literatura. Nos
estudos que empregam um agente de ressolubilizacdo do corante, o valor do ponto
de corte é definido com base nos resultados obtidos com uma amostra
reconhecidamente ndo produtora de biofilme (STEPANOVIC, 2007).

Em nossos procedimentos de padronizacéo dos experimentos, foi estabelecido
em 0,100 o “ponto de corte” para os resultados da DOsa, com base nos valores
utilizados em diferentes estudos (STEPANOVIC, 2007). Para os resultados da DOeb
foi empregado o valor de 0,330, sendo este determinado com base nos resultados da
amostra ndo produtora S. epidermidis ATCC 12228, acrescido de 3 vezes o valor do
desvio padréo dos resultados.

Comparando os dois tipos de leitura utilizados em nossa amostragem, foi

observado que a DOeb apresentou maior sensibilidade para a deteccéo da producéo
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de biofilme que a DOsa (48% e 33% de amostras produtoras, respectivamente). Para
44 (85%) amostras foi obtida concordancia entre os resultados, sendo 16 classificadas
como produtoras e 28 como néo produtoras. As 8 restantes (15%) foram consideradas
produtoras somente quando a interpretacao foi baseada no valor da DOeb. Deve ser
destacado que este Ultimo grupo apresentou caracteristicas particulares, sendo
constituido por 6 produtoras fracas e 2 produtoras moderadas de biofilme, cuja
natureza quimica foi identificada como proteica. Possivelmente, a falha na
caracterizacdo destas amostras como produtoras de biofilme, quando apenas os
resultados da DOsa sdo empregados, seja uma razdo para a falta ou baixo
reconhecimento deste grupo em outros estudos.

Uma excecédo a ser considerada refere-se ao estudo de Rohde e cols. (2007),
que detectaram expressivo percentual (27%) de amostras produtoras de biofilme
proteico, apesar de empregarem a DOsa como critério de reconhecimento da
producdo de biofilme. Porém, como observado em nosso estudo, os autores
detectaram que a producéo de biofilme nestas amostras foi notavelmente mais baixa
do que a de amostras produtoras de biofilme PIA-dependentes. Outro importante
aspecto destacado, que pode também influenciar no reconhecimento destas
amostras, foi que aquelas produtoras de biofilme proteico apresentaram variagcéo
fenotipica com frequéncia mais elevada que as amostras PIA-dependentes, e
mostraram maior variabilidade na producao de biofilme em testes subsequentes.

Certamente uma das maiores dificuldades enfrentadas na deteccdo de
amostras produtoras de biofilme por meio do método da placa de microtitulagdo esta
relacionada com as condi¢des rotineiramente empregadas no teste, que muitas vezes
nao sao adequadas a expressao desta caracteristica. Apesar do TSB ser o meio de
cultura mais utilizado nos estudos sobre a producéo de biofilme que empregam esta
metodologia, compara¢cbes com resultados obtidos no meio de BHI, assim como a
suplementacdo destes meios com carboidratos (glicose ou sacarose) ou cloreto de
sodio, permitiram evidenciar a influéncia de tais fatores na producéo de biofilme PIA-
dependente (STEPANOVIC, 2007).

No caso da deteccdo dos biofilmes proteicos pelo método da placa de
microtitulacdo, a complexidade do problema aumenta, uma vez que certos fatores que
influenciam a producéo deste tipo de biofilme ndo sdo passiveis de resolucdo por
modificacdes que atendam a todos os tipos de biofilmes proteicos descritos. Por

exemplo, Aap, uma das proteinas envolvidas na formacéo de biofilme proteico, para
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expor os dominios envolvidos na aderéncia intercelular requer protedlise limitada,
mediante adi¢éo de tripsina, elastase ou cathepsina G ao meio de cultura (ROHDE et
al., 2005). Embp, outra proteina envolvida na formacao de biofilme, pode necessitar
da adicado de 50% (v/v) de soro de cabra ao meio de cultura e tempo de incubacéo
prolongado (48 h), para que o fendtipo biofilme-positivo seja detectado por meio deste
teste (CHRISTNER et al., 2010). Ja a adicdo de 1,5 M de NaCl ao meio de cultura
aumentaria a expressao do gene embp, originando um biofilme heterogéneo e mais
espesso. No entanto, este parece ser menos aderente ao poliestireno e se desprende
facilmente da superficie dos pogos da placa de microtitulacéo, o que pode dificultar
sua deteccao (LINNES; MA; BRYERS, 2013).

Em virtude do melhor desempenho da DOeb como método de leitura para
deteccdo das amostras produtoras de biofilme, a sua determinacéo foi empregada em
nosso estudo como referéncia para classificagdo das amostras.

O percentual geral de amostras positivas para producéo de biofilme (48%) foi
quase idéntico ao obtido por Liduma e cols. (2012), em amostras clinicas de
S. epidermidis provenientes de sangue e cateter intravenoso, testadas pelo método
da placa de microtitulagéo. Resultado similar (54%) foi relatado na india (PRASAD et
al. 2012) para amostras desta espécie bacteriana isoladas de infec¢gbes associadas a
dispositivos médicos.No Brasil, percentual semelhante (52%) foi obtido por Rito (2008)
em estudo com cepas de Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (MRSE)
isoladas de pacientes de um hospital universitario, enquanto Lazzarotto (2010)
encontrou positividade para esta expressdao em 64% dos isolados de S. epidermidis
obtidos de cateter venoso central. Valor ainda maior (76%) foi relatado por De Araujo
(2006) em cepas MRSE de pacientes de um hospital universitario no Rio de Janeiro,
ressaltando-se, neste caso, que o TSB utilizado foi acrescido de 1% de glicose.

A maioria das amostras produtoras foi classificada como de nivel forte de
producéo (56%), sendo que os niveis fraco e moderado ndo mostraram diferencas
discrepantes (24% e 20%, respectivamente). Resultados opostos a estes foram
encontrados por Lazzarotto (2010), que evidenciou, em amostragem de S. epidermidis
produtora de biofilme isolada de cateter venoso central, o percentual de 62% para o
nivel fraco de producédo, enquanto os niveis forte e moderado apresentaram-se com
valores de 15% e 21%, respectivamente.

Além dos testes quantitativos para producao de biofilme, as amostras foram

avaliadas quanto as reacdes no AVC. Este método foi proposto por Freeman, Falkiner
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e Keane (1989) com o objetivo de ser um procedimento rapido, sensivel e reprodutivel,
superando o0s problemas relacionados ao método em tubo de Christensen
(CHRISTENSEN et al.,, 1982). Sua simplicidade permite o estudo de um grande
namero de amostras, sem a demanda de recursos técnicos ou equipamentos
diferenciados. Além disso, o teste se mostrou extremamente Util no estudo da variacao
fenotipica apresentada por amostras de estafilococos (NURYASTUTI et al., 2008;
ZIEBUHR et al.,, 2001) e de outras bactérias (IZANO et al.,, 2008) produtoras de
biofilme.

Apesar de amplamente utilizado, o mecanismo especifico da resposta
envolvida neste método ainda ndo estd totalmente esclarecido. Contudo, alguns
dados indicam que a reacdo positiva, evidenciada pelo escurecimento da colbnia
produtora de biofilme, decorreria da constituicdo polissacaridica da matriz extracelular
do biofiime. O vermelho congo parece estabelecer uma forte interagdo com
polissacarideos contendo residuos p-D-glucanas (TEATHER; WOOD, 1982), o que
poderia explicar sua ligagdo com a PIA, uma homoglicana linear de residuos de acetil-
glicosamina. A correlacdo da producéo de PIA com a reacao positiva no teste de AVC
pode ser observada em S. epidermidis produtores de biofilme e que possuem genes
do operon ica, assim como em outras espécies do género Staphylococcus produtoras
de biofilme que possuem genes homologos aos do operon ica de S. epidermidis (S.
aureus; S. caprae, S. lugdunensis, S. haemolyticus) (ALLIGNET et al., 2001; ROHDE
et al.,, 2010). Também podem apresentar reacdo positiva no meio AVC outros
géneros/espécies bacterianos produtores de biofilme que possuam genes ortélogos
aos do operon ica, como Actinobacillus pleuropneumoniae (IZANO et al., 2007),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (IZANO et al., 2008), Bordetella (PARISE et
al., 2007), Escherichia coli (WANG; PRESTON; ROMEO, 2004) e Yersinia pestis
(YOONG; CYWES-BENTLEY; PIER, 2012).

Considerando-se a positividade do resultado da produgéo de biofilme obtido
nos testes com placas de microtitulagcdo (48%), constatamos que o teste em AVC
apresentou uma menor positividade (27%). Resultados semelhantes também foram
observados em outros estudos com amostras de S. epidermidis e outros ECNs
(ARCIOLA et al., 2006, GARCIA, 2004, JAIN; AGARWAL, 2009, OLIVEIRA; CUNHA,
2010, LAZZAROTTO, 2010), bem como em S. aureus (ATSHAN et al., 2012, JAIN;
AGARWAL, 2009, SAISING, 2012).
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A diferenca observada nos resultados nos dois testes poderia ser explicada
pelo suposto mecanismo envolvido na reacdo positiva no AVC. Neste teste, a reacao
dependeria da producao de biofilme de natureza polissacaridica, enquanto que o teste
em placa de microtitulacdo detectaria qualquer tipo de biofilme, independentemente
da sua composi¢cdo quimica. Corroborando esta hipdtese, todas as 14 amostras
caracterizadas como produtoras de biofilme polissacaridico pelos testes de
desagregacao com metaperiodato apresentaram reacao positiva em AVC, enquanto
que as 8 amostras produtoras de biofilme proteico apresentaram reacéo negativa.

Além disso, em todas as amostras com reacao positiva no teste do AVC foi
detectada a presenca do operon ica, indicando a natureza genética da producéo do
polissacarideo (PI1A) envolvido na formacgao do biofilme. Outra particularidade desses
isolados foi um elevado nivel de producdo de biofilme, sendo 13 (93%) destes
classificados como produtores fortes no teste em placa de microtitulagéo, e um (7%)
como moderado. Desse modo, n&o se observou no AVC nenhuma reagéo positiva
para as amostras classificadas como produtoras de nivel fraco.

A denominacgao bordeaux para coldnias que apresentam cor vermelho-escura
no teste em AVC foi introduzida em um estudo realizado por Arciola e cols. (2002),
onde cerca de 20% das amostras analisadas apresentaram tal reacdo. Além disso,
nenhuma dessas amostras apresentou 0s genes icaA e icaD, ou se mostrou produtora
de biofilme no teste da placa de microtitulacdo. Em estudo posterior conduzido pelo
mesmo grupo de autores (ARCIOLA et al., 2006), novas amostras foram classificadas
como bordeaux no teste em AVC, contudo, dentre estas, foram encontrados isolados
com diferentes perfis de producéo de biofilme no teste em placa de microtitulacéo,
além da presenca dos genes icaA e icaD. Investigacdes posteriores também
utilizaram esta classificacdo (KOUIDHI et al., 2010, OLIVEIRA; CUNHA, 2010,
POURMAND et al., 2011, SAISING, 2012), porém para caracterizar amostras como
nao produtoras de biofilme.

Em nosso estudo, 3 amostras apresentaram resultado caracterizado como
bordeaux no teste em AVC, sendo todas produtoras de biofilme no teste em placa de
microtitulacdo e operon ica positivas. Outra particularidade destas amostras foi a
impossibilidade de caracterizar, por meio do teste de desagregacao por periodato-
proteinase, a natureza do biofilme produzido. Este resultado, contudo, ndo afasta a
possibilidade de participacédo de PIA na constituicdo do biofilme, uma vez que ao ser

investigada a expressdo do gene icaA em experimentos de RT-gPCR nestas
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amostras, os resultados evidenciaram a sua transcricdo. Consideracdes adicionais
sobre estes resultados seréo tecidas mais a frente, ao se analisar a associagdo destes
resultados com a presenca do operon ica.

A analise da composicao do biofilme por meio do teste de desagregacédo com
metaperiodato-proteinase revelou o predominio (56%) de biofime de natureza
polissacaridica na amostragem, destacando-se que todas as amostras que
apresentaram esta composi¢ao foram produtores fortes, exceto uma amostra que foi
classificada como produtora moderada. De modo oposto, entre as 8 amostras
caracterizadas como produtoras de biofilme proteico, representando 32% do total de
amostras produtoras de biofilme, nenhuma apresentou o fenotipo de produtora forte.

Embora o mecanismo de producao de biofilme por meio da expressao de PIA
pareca ser predominante em Staphylococcus, deve-se considerar que este
polissacarideo néo é indispenséavel para a formacao do biofilme, uma vez que ele atua
essencialmente como uma adesina intercelular, existindo outras moléculas que
podem desempenhar tal funcdo (ROHDE et al., 2005, SUN; ACCAVITTI; BRYERS,
2005, QIN et al., 2007). Consequentemente, nem todas as amostras de S. epidermidis
produtoras de biofilme mostram-se capazes de produzir PIA, ou possuem o locus dos
genes icaADBC codificando as enzimas envolvidas para producdo desse
polissacarideo (MACK et al., 2013).

A despeito da escassez de dados na literatura referentes a caracterizacédo da
composicdo quimica do biofilme produzido, e consequentemente do
dimensionamento da frequéncia com que ocorre o biofiime de constituicdo proteica
em isolados clinicos, destaca-se que, em estudo com S. epidermidis causadores de
infeccOes associadas a proteses de articulacdes, Rohde e cols. (2007) caracterizaram
como biofilme PIA-independente, em parte mediado por Aap, 27% dos isolados
biofilme-positivos estudados, resultado este, portanto, similar ao obtido em nosso
estudo.

A importancia da caracterizacdo do tipo de biofilme produzido por
S. epidermidis pode ser analisada sob dois aspectos. O primeiro, como ja
mencionado nos resultados descritos acima, refere-se a uma questdo metodoldgica,
relativa a sensibilidade do procedimento utilizado para a deteccdo de biofilme. Assim,
as amostras produtoras de biofilme dependente de proteina foram classificadas como
produtoras fracas ou moderadas de acordo com a leitura da DOeb no teste da placa

de microtitulagdo, mas apresentaram resultados de DOsa muito préximos ou abaixo
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do valor pré-definido como ponto de corte para a discriminacdo entre amostras
positivas ou negativas para a producdo de biofilme. Portanto, se eventualmente os
resultados de DOsa forem utilizados para classificar estas amostras, elas poderéo ser
erroneamente identificadas como néo produtoras. Além disso, se a matriz do biofilme
ndo € polissacaridica, como evidenciado em nossos resultados, a classificagdo da
amostra serd realizada equivocadamente no teste do AVC como ndo produtora de
biofilme. Soma-se ainda a estes aspectos o fato de que os mecanismos envolvidos na
formacao de biofilme ica-independente podem estar silenciosos nas condi¢bes dos
testes in vitro (ROHDE et al., 2005, SELLMAN et al., 2005, CHRISTNER et al., 2010).
Assim, um fendtipo biofilme-negativo obtido sob condi¢ées-padrdo de cultivo nédo
necessariamente reflete a incapacidade geral de uma amostra de S. epidermidis
produzir biofilme, o que pode levar a um subdimensionamento da populacao
produtora, em especial a de biofilme néo polissacaridico.

O segundo aspecto a ser levado em conta refere-se a possibilidade de
consequéncias em nivel da terapéutica no caso de infeccdes por S. epidermidis
associadas a biofilme. Embora os biofilmes constituidos unicamente por proteina nédo
parecam ser tdo robustos quanto aqueles constituidos por polissacarideo, e que
ambos 0s componentes paregam ser requeridos para a formagéao de biofilmes mais
eficientes (OTTO, 2009), é interessante assinalar a investigacdo promovida por Qin e
cols. (2007). Esses autores ao analisarem 2 amostras ica-negativas produtoras de
biofilme (SE1 e SE4), procedentes de uma colecéo de cerca 100 isolados clinicos de
S. epidermidis, observaram uma heterogeneidade na arquitetura do biofilme em
comparacao a uma cepa de referéncia biofilme-positiva/ica positiva (RP62A), sendo
gue o biofilme dos 2 isolados clinicos, ao contrario da cepa de referéncia, mostrou-se
inalterado frente a exposicdo ao metaperiodato, e desagregado quando tratado com
proteinase K. A resisténcia de células plantdnicas e do biofilme a antibidticos e outros
agentes foi comparada entre as trés amostras, concluindo-se que os isolados SE1 e
SE4 mostraram-se mais tolerantes a vancomicina e a lisostafina que a amostra
RP62A. Assim, podemos presumir a existéncia de um campo que se faz merecedor
de estudos mais aprofundados, relativos as amostras de S. epidermidis produtoras de
biofilme de composicdo proteica, principalmente no que se refere ao seu
comportamento frente a antimicrobianos.

Além de auxiliar na investigacdo dos mecanismos genéticos envolvidos na

formacdo de biofilme, métodos moleculares frequentemente sdo utilizados como
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complemento aos métodos fenotipicos para pesquisa da producado de biofilme. Entre
as técnicas moleculares, a mais utilizada é a de PCR. Devido a diversidade de genes
envolvidos na formacé&o de biofilme muitos estudos se concentram na deteccao dos
genes do operon ica, ou de uma parte destes genes, como icaA e icaD (NASR;
ABUSHADY; HUSSEIN, 2012, OLIVEIRA; CUNHA, 2010, ARCIOLA et al., 2001,
SATORRES; ALCARAZ, 2007, TERKI; HASSAINE; OUFRID, 2013, ZHOU et al.,
2013), uma vez que a co-expressao destes dois € requerida para a completa sintese
de biofilme (GERKE et al., 1998).

Em nosso estudo optamos por investigar a presenca de todos os genes do
operon ica (icaA, icaB, icaC e icaD), além do gene regulador icaR, devido a sua acéo
de controle da expresséo do operon ica. Adicionalmente, outros genes potencialmente
associados a viruléncia de S. epidermidis foram estudados.

Em 23 (44%) amostras foi detectada a presenca do operon ica, resultado que
esta situado dentro da faixa de 40 a 65% relatada em diferentes estudos, sendo a
maioria destes com S. epidermidis isolados de sangue, cateter venoso central e de
infeccbes associadas a proteses articulares (ARCIOLA et al., 2001, 2002, 2003, DE
SILVA et al., 2002, CAFISO et al., 2004, ROHDE et al., 2007, KOSKELA et al., 2009,
LI et al., 2009, KAISER, 2010, MEKNI et al., 2012, CHERIFI et al., 2013).

O operon ica foi encontrado sempre de modo completo (icaA, icaD, icaB, icaC),
acompanhado do gene regulador icaR. A presenga do operon ica completo em
isolados de S. epidermidis e outros ECNs tem sido observada em vérios estudos (DE
SILVA et al., 2002, CAFISO et al., 2004, ARCIOLA et al., 2005, NININ et al., 2006,
KOSKELA et al.,, 2009), embora alguns autores relatem também a deteccdo de
amostras contendo somente uma parte dos genes desse operon (DIEMOND-
HERNANDEZ et al., 2010, OLIVEIRA; CUNHA, 2010, PALUCH-OLES et al., 2011).

Quanto a icaR, como na maioria das vezes este gene nao é pesquisado, sao
poucos 0s dados disponiveis sobre sua ocorréncia, ressaltando-se, porém, que
Arciola e cols. (2005) e Cafiso e cols. (2004) encontraram resultados semelhantes aos
de nosso estudo, isto €, deteccdo de icaR concomitantemente com o operon ica
completo. J& Esteban e cols. (2010) relataram o encontro de duas amostras isoladas
de um mesmo paciente, onde icaR nao foi detectado, apesar da presenca de genes
do operon ica.

Na maioria (68%) das amostras classificadas como produtoras de biofilme pelo

teste da placa de microtitulacdo foi detectada a presenca de ica, ressaltando-se



107

também a sua detec¢cdo em um consideravel percentual das amostras ndo produtoras
(22%).

A auséncia do operon ica em uma parcela razoavel de amostras € mais um
indicativo de que esse elemento génico, embora importante, ndo apresenta
exclusividade na viruléncia de S. epidermidis, e que essa parece ser realmente
multifatorial. Analisando a distribuicdo de ica e de outros potenciais marcadores de
viruléncia em isolados clinicos e comensais dessa espécie (respectivamente isolados
de proéteses articulares e pele/cavidade nasal de individuos saudaveis), Koskela e
cols. (2009) nédo evidenciaram uma diferenca significante para a presenc¢a do operon
nas amostras clinicas, em comparacdo aos isolados comensais, e constataram,
inclusive, um numero expressivo de amostras ica negativas (50%) envolvidas em
infeccbes associadas a dispositivos implantados.

Em nosso estudo seis amostras ica positivas apresentaram resultado negativo
para producdo de biofilme, tanto no teste da placa de microtitulagdo quanto nas
reacoes do AVC, o que representou 52% das amostras ndo produtoras. Resultados
relacionados a ndo expressao do operon ica em amostras ica-positivas ndo sao
incomuns, e ja foram relatados em estudos similares a este (ARCIOLA et al., 2006,
KOSKELA et al., 2009, LIDUMA et al., 2012, OLIVEIRA; CUNHA, 2010, ROHDE et
al., 2007, STEVENS et al., 2008). A inoperancia do operon ica frequentemente decorre
de inser¢bes do 1S256 no operon ica (ZIEBUHR et al., 1999) ou em genes dos
reguladores globais (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2004, HANDKE et al., 2004).

A correspondéncia entre a reacdo caracteristicamente positiva no AVC e a
presenca do operon ica foi de 100%, mas cabe enfatizar novamente que em 3 isolados
produtores no teste da placa de microtitulagéo, e que apresentaram reagao bordeaux
em AVC, este operon também foi detectado. Ao contrario do que foi observado para
as amostras produtoras de biofilme com composicao polissacaridica, nenhum isolado
produtor de biofilme classificado como proteico mostrou-se portador do operon ica.
Embora este ultimo resultado seja aparentemente 6bvio demais para ser mencionado,
deve-se considerar a existéncia de amostras de S. epidermidis ica positivas que séao
produtoras de biofilme de composicao proteica (KOGAN et al., 2006).

Associando a pesquisa dos genes icaA e icaD com os resultados obtidos em
teste de AVC otimizado envolvendo uma escala de leitura de seis cores (3 tons
classificados como positivos e 3 como negativos), Arciola e cols. (2002) encontraram

em isolados de S. epidermidis uma refinada consisténcia entre o0 método genotipico e
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o fenotipico, observando-se que o percentual de amostras icaAlicaD positivas
distribuiu-se dentro da faixa de cores do AVC adotadas como positivas. Do mesmo
modo, a distribuicdo das amostras icaA / icaD negativas incidiu nas 3 tonalidades
classificadas como negativas no AVC. Entretanto, em estudo posterior com 80
amostras clinicas de S. epidermidis, Arciola e cols. (2006) também constataram que
3 das amostras icaAlicaD positivas foram negativas no AVC. Ainda com relacéo a esta
investigacdo, 57% de todos os isolados foram icaAl/icaD positivos, enquanto o
percentual de amostras produtoras de biofilme pelo teste da placa de microtitulacao
foi de 66%. Essa discrepancia foi atribuida a ocorréncia do perfil icaAlicaD(+) / teste
da placa de microtitulacdo (-) em 8% das amostras e icaAlicaD (-) / teste da placa de
microtitulacao (+) em 16%. A categoria dos produtores fracos de biofilme foi apontada
como responsavel por proporcionar a maior contribuicdo para esses resultados
discordantes.

Ao pesquisarem os genes icaAlicaD e a formacao de biofilme em 44 amostras
clinicas de Staphylococcus spp, Terki, Hassaine e Oufrid (2013) constataram que
duas amostras icaAlicaD positivas apresentaram resultado negativo no teste da placa
de microtitulagdo, mesmo em condi¢gdes de crescimento estimuladoras da expresséo
de PIA. Foi aventado pelos autores que a nédo detecgédo da producao de biofilme, a
despeito da presenca de ica, pode ter resultado de fatores como a inativacdo do
operon pelo elemento de insergcdo 1S256 no gene icaC, ou a acdo de um repressor
como icaR. Nesse caso, convém ressaltar que em nenhuma das 6 amostras ica
positivas/biofilme negativas de nosso estudo foi detectada a inser¢cédo dos elementos
1S256 ou 1S257 em genes do operon ica.

Ainda considerando os achados de Terki, Hassaine e Oufrid (2013),
contrariamente aos nossos resultados, foi detectado que duas das amostras positivas
em AVC foram negativas para icaA e icaD. Com base em Chokr e cols. (2006), os
autores levantaram a possibilidade de variabilidade na sequéncia do locus ica, a
despeito da producdo de um polissacarideo com as caracteristicas da PIA que seria
capaz de promover a reagao positiva no AVC.

Petrelli e cols. (2006), em estudo com 67 amostras de S. epidermidis isoladas
de infec¢des associadas a catéteres venosos centrais, encontraram positividade para
0s genes icaADBC em 70% dos isolados, com correspondéncia de 89% no teste do
AVC. Nenhuma das amostras ica-negativas apresentou positividade neste meio.

Porém, de modo interessante, das 64 amostras classificadas como produtoras de
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bioflme no teste da placa de microtitulagdo, resultado este corroborado por
microscopia, em 20 o operon ica nao foi detectado sendo, consequentemente, PIA-
negativas. O encontro de amostras produtoras de biofilme PIA-independente destes
autores se apresentou mais expressivo que o detectado em nosso estudo. Talvez a
origem das amostras estudadas pelos autores (todas isoladas de infeccOes
associadas a dispositivos de implantes) seja uma razéo que explique estes resultados.
De todo modo, acreditamos que ambos reforcam a necessidade de mais
investigacdes referentes a frequéncia da ocorréncia de biofilme PIA-independente em
S. epidermidis. Isto porque o operon ica € considerado um dos principais
determinantes genéticos envolvidos na fase de acumulacdo durante a formacéo de
biofilme, e a sua deteccéo ja foi sugerida, em trabalhos da década passada, como um
instrumento para a discriminacdo entre cepas invasivas e de contaminacdo em
espécimes clinicos (FREBOURG et al., 2000, GALDBART et al., 2000).

Todas as amostras classificadas como produtoras fortes de biofilme
mostraram-se portadoras do operon ica, enquanto nas amostras com fenétipo de
produtoras fracas e moderadas a frequéncia de ica apresentou-se mais negativa que
positiva. Petrelli e cols. (2006) também detectaram que alguns dos isolados ica-
positivos de S. epidermidis de sua investigacdo produziram biofilme cuja quantidade
foi equivalente, ou ainda menor do que a do grupo ica-negativo, constatacéo essa que
ja havia sido relatada por Cafiso e cols. (2004) e De Silva e cols. (2002).

Apesar do encontro de correlacdo absoluta entre producao de biofilme forte e
ica, a julgar pelo estudo de De Silva e cols. (2002), somente a primeira expressao
(biofilme forte) teria maior relevancia como um marcador de patogenicidade de
S. epidermidis. Estes autores investigaram a presenca de ica e producgéo de biofilme
em ECNSs isolados de individuos portadores e de doentes em uma unidade neonatal
de cuidados intensivos, e constataram inexisténcia de diferencas significativas para a
ocorréncia do operon ou positividade no AVC entre os grupos estudados. No entanto,
a producdo quantitativa de biofilme em testes com placa de microtitulacdo foi
significativamente maior em cepas isoladas de sangue ou da pele de recém-nascidos
com bacteremia por S. epidermidis, sugerindo aos autores que a quantidade de
biofilme produzida poderia ser associada com a capacidade dos ECNs causarem
infeccéo.

Mekni e cols. (2012) também elegeram o fendtipo de produtor forte de biofilme

como critério Gtil, mas para diferenciar cepas de infecgdes relacionadas a cateter (IRC)
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de cepas provenientes de bacteremias ndo associadas a cateter (BNAC). Neste
estudo, a andlise da resisténcia a antimicrobianos, bem como de um amplo leque de
genes associados a viruléncia (icaABC, aap, atlE, bhp, fbe, embp, 1S256), além de
sintese de PIA e formacédo de biofilme, indicou que o fendtipo de produtora forte de
biofilme foi significativamente mais frequente nas cepas de IRC do que nas de BNAC.

Quando comparado ao S. aureus, ha medida em que a producéo de toxinas e
de outros fatores de viruléncia constituem expressdées menos Obvias em
S. epidermidis, a capacidade deste micro-organismo para formar biofilme tem sido
apontada como o principal fator envolvido na sua viruléncia, mediante protecéo contra
a acao do sistema imune e persisténcia ao tratamento com antimicrobianos. Porém,
além da formacédo de biofilme e dos genes diretamente relacionados a essa
expressao, é necessaria a caracterizacao de outros fatores que, encontrados de modo
associado ou ndo com a presenca de genes que codificam a producgéo de biofilme,
possam atuar como componentes da viruléncia desse micro-organismo. Afinal,
isoladamente, a pesquisa de genes que codificam a formacao de biofilme e/ou a
simples deteccdo fenotipica desta expressdo ndo parecem configurar resultados
conclusivos para tal discriminagdo, uma vez que esta expressao pode ser detectada
também no micro-organismo colonizador da pele.

Analisando os resultados referentes a pesquisa dos genes aap, embp, bhp na
amostragem estudada, convém inicialmente destacar que Aap € uma proteina de
superficie capaz de exercer distintas funcbes na formacdo do biofilme por
S. epidermidis, sendo capaz de determinar a formacéao de biofilme PIA-independente
qguando atuando sozinha, ou aumentar a adesao de PIA nos produtores de biofilme
PIA-dependentes, mediante ligacdo ao polissacarideo por meio de seus dominios G5
(OTTO, 2009). No primeiro caso, portanto, Aap pode funcionalmente substituir a PIA,
ao atuar como uma adesina intercelular (ROHDE et al., 2005).

A frequéncia do gene aap (29%) em nossas amostras foi considerada baixa se
comparada a outros estudos realizados com amostras clinicas ou até mesmo, com
comensais de S. epidermidis (DE ARAUJO et al., 2006, PETRELLI et al., 2006, HAMID
et al.,, 2011, ROHDE et al., 2004, 2007, STEVENS et al, 2008, VANDECASTEELE et
al., 2003), mas foi significativamente maior (44%) nas amostras produtoras de biofilme
do que nas nédo produtoras (15%). Além disso, sua presenca foi expressivamente mais

elevada em amostras ica positivas (48%) que em ica negativas (14%), e também em
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amostras com perfil biofilme (+)/ ica (+) (59%). E se considerarmos o perfil de biofilme
forte/ica (+) o percentual de deteccéo de aap aumenta para 64%.

Embora ndo exista um consenso de que a producdo de biofilme e / ou a
presenca do operon ica possa ser usado como um marcador de viruléncia em isolados
clinicamente relevantes de S. epidermidis (GU et al., 2005, LIDUMA et al., 2012,.
ROHDE et al., 2004), alguns estudos indicam que a associacao da deteccéo do gene
aap e de ica com o fendtipo produtor forte de biofilme possui uma melhor correlagcédo
com a patogenicidade do que estes marcadores individualmente (MATEO et al., 2008,
MEKNI et al., 2012, STEVENS et al., 2008).

Incluindo na analise a deteccao dos genes embp e bhp, ressalta-se que apesar
do primeiro ter sido o que apresentou frequéncia mais elevada (69%), sua distribuicdo
entre amostras produtoras (72%) e ndo produtoras de biofilme (67%) ndo mostrou
diferencas significativas, o que, em principio, impede de relaciona-lo automaticamente
como um componente chave na formacgao de biofilme e/ou viruléncia das amostras
estudadas. Ja bhp, curiosamente, foi detectado somente nas amostras classificadas
como nao produtoras de biofilme, com percentual de 22% neste grupo bacteriano.

Embp é uma proteina gigante de 1 MDa que, provavelmente, se liga nao
covalentemente a superficie da célula bacteriana, e estudos demonstraram que ela,
tal como Aap, pode funcionar como adesina intercelular de modo independente ou em
paralelo a atuacdo da PIA, sendo capaz de promover a formacdo de biofilme em
amostras, simultaneamente, ica negativas/aap negativas (CHRISTNER et al., 2010).
A proteina Bhp, que recebeu este nome devido a sua homologia com a proteina Bap
descrita em S. aureus, foi sugerida como provavel participante na formacédo de
biofilme em S. epidermidis (TORMO et al., 2005b).

Em nosso estudo, deve-se levar em consideracdo o fato de que o alto
percentual de embp detectado n&o implica em uma situacdo de direta
correspondéncia com a producdo da proteina pelas amostras, uma vez que existem
amostras de S. epidermidis em que o gene embp é expresso somente na presenca
de soro (CHRISTNER et al., 2010). A partir desta constatacao foi sugerido que Embp
seja preferencialmente produzida in vivo, uma situacao similar a detectada para a
proteina ligadora de fibrinogénio, Fbe, também chamada de SdrG (SELLMAN et al.,
2008, CHRISTNER et al., 2010).

Mekni e cols (2012) observaram que os genes embp e bhp, bem como outros

como aap, apresentaram-se igualmente distribuidos em cepas invasivas e comensais
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de S. epidermidis, resultados que foram similares aos previamente relatados por
Rohde e cols (2004). Contrariamente a estes autores, em estudo de caracterizagao
genética de amostras de S. epidermidis isoladas de pacientes com infec¢des oculares
e individuos normais, Duggirala e cols. (2007) demonstraram a presenca do gene
embp nos isolados de endoftalmite, indicando o seu potencial como marcador de
viruléncia para esta espécie bacteriana.

Quanto a presenca de embp em amostras comensais de S. epidermidis,
convém mencionar uma hipotese interessante levantada por Linnes, Ma e Bryers
(2013). Estes investigadores caracterizaram o padrdo de expressdo de Embp em
culturas planctonicas e de biofilme, bem como sob condi¢des de estresse osmoético
elevado, 0 que representaria 0 ambiente comensal da pele. A expressdo de Embp
sem estresse osmotico foi similar para culturas plancténicas e aderentes, enquanto a
exposicdo ao estresse osmotico através de NaCl causou ligeiros aumentos na
expressdo de embp em culturas plancténicas. Contudo, em culturas aderentes foi
observado um aumento de 100 vezes na expressdo de embp na presenca de NaCl
em relacdo aos controles, o que também coincidiu com morfologia alterada do
biofilme. Segundo os autores, os resultados foram sugestivos de que o papel central
da proteina Embp seria o de permitir a residéncia do micro-organismo como
colonizador comensal da pele, mediante estabilizacdo da parede celular contra o
estresse osmotico, em vez de atuar primariamente como um fator de viruléncia
promotor da adesao.

Ao contrario do que esperavamos, a pesquisa dos genes aap, embp e bhp nas
amostras ndo se mostrou Util ou conclusiva para explicar a natureza da constituicao
quimica das 8 amostras produtoras de biofilme néao polissacaridico. A comecar por
bhp, que foi encontrado somente em amostras ndo produtoras de biofilme. J& aap
mostrou-se presente em somente uma das amostras produtoras de biofilme de
composicao proteica, resultado diferente do relatado por Rohde e cols. (2007) em
isolados de casos de infec¢des de proteses articulares, nos quais o gene aap foi
detectado em 90% das amostras produtoras de biofilme PIA-independente. Nas outras
7 amostras foi detectado o gene embp, mas a similar distribuicdo de sua presenca
entre amostras produtoras e ndo produtoras de biofilme dificulta estabelecer
associacfes com a composicao do biofilme.

Além de aap, embp e bhp, genes considerados como associados a producao

de biofilme, foram investigados também atlE e capB, além dos genes da transposase
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das sequéncias de insercéo I1S256 e IS257. O interesse nestes genes teve por base o
fato deles serem apontados como potencialmente relacionados a viruléncia e/ou
resisténcia a antimicrobianos em S. epidermidis (OTTO, 2009).

A autolisina atlE é uma molécula envolvida na aderéncia direta do
Staphylococcus a superficies hidrofébicas, e que também possivelmente atua na fase
de acumulacdo do biofime (HOUSTON et a., 2011), além de se ligar a proteina
vitronectina da matriz extracelular (HEILMANN et al., 1996, LI; LJUNGH, 2001).

O gene atlE foi detectado em 100% das amostras, estando sua presenca,
portanto, desvinculada de uma associacdo diferenciada com o fenétipo produtor ou
ndo produtor de biofilme. Mekni e cols. (2012) também constataram uma onipresenca
de atlE em isolados clinicos e comensais de S. epidermidis. Do mesmo modo,
Frebourg e cols. (2000) e Rohde e cols. (2004) sao outros autores que evidenciaram
a presenca ubiqua deste gene em isolados de S. epidermidis, sem distingdo de origem
clinica ou comensal. Nossos achados, portanto, vem se juntar a outros relatos da
literatura, que séo indicativos de que a pesquisa deste gene nao contribui como
marcador de patogenicidade para este micro-organismo.

Outro gene que mostrou frequéncia bastante elevada nas amostras de nosso
estudo foi capB (81%), ndo sendo evidenciada diferencas expressivas entre amostras
produtoras e nao produtoras de biofilme, ou associacdo a algum dos outros
marcadores genéticos estudados.

O produto codificado por capB é PGA, um exopolimero antifagocitico de acido
poli-y-DL-glutdmico que pode ser detectado em algumas espécies bacterianas
(KAPATRAL et al., 2002, REN et al., 2003), incluindo S. epidermidis (GILL et al.,2005).
Kocianova e cols. (2005) observaram sua sintese por todas as amostras dessa
espécie testadas, bem como, por uma série de ECNSs estreitamente relacionados, sem
diferenca significativa na producdo entre amostras comensais e clinicas, o que
permitiu hipotetizar que este polimero € importante para a sobrevivéncia de
S. epidermidis em ambas as situa¢des, como organismo comensal na pele e durante
a processos infecciosos. Esta é uma observacao interessante, uma vez que este
polimero esta presente em algumas outras bactérias, sendo considerado um
importante fator de viruléncia antifagocitico para a viruléncia do Bacillus anthracis
(KOEHLER, 2009).

O gene da transposase da 1S256 foi o marcador genético que se mostrou menos

prevalente em nossa investigagdo, com percentual de 23%. A principal importancia



114

deste elemento genético esta ligada a sua capacidade de se integrar reversivelmente
em sitios do operon ica, determinando um fendmeno denominado de variagéo de fase,
que afeta a formacéo do biofilme em decorréncia do comprometimento da sintese de
PIA (KIEM et al., 2004, ZIEBUHR et al.,, 1999). Sua frequéncia parece ser
significativamente maior em amostras de S. epidermidis de origem clinica, sugerindo
gue este elemento possa ser utilizado como marcador para discriminar cepas
invasivas de comensais (KOZITSKAYA et al., 2004, GU et al., 2005). Adicionalmente,
a presenca desse determinante genético pode estar associada a de genes de
resisténcia a antimicrobianos (CONLON; HUMPHREYS, O'GARA, 2004, HENNIG,;
ZIEBUHR, 2010).

Rohde e cols. (2004) encontraram este gene em 93% dos isolados clinicos de
pacientes que receberam transplante de medula éssea e em 76% dos isolados
comensais de pacientes também receptores deste tipo de transplante, ndo existindo
sua deteccdo em amostras de individuos saudaveis. Nestes grupos bacterianos, a
frequéncia de icaADBC, embora com valores um pouco inferiores, de certo modo
acompanhou a distribuicdo do 1S256, o que, juntamente com mais alguns dados, levou
0s autores a hipotetizarem que o proprio ambiente hospitalar determina processos
seletivos para populacdes bacterianas enddgenas, fazendo com que a deteccdo
destes genes talvez ndo seja adequada para discriminar adequadamente cepas
invasivas das cepas colonizantes hospitalares de S. epidermidis.

Gu e cols. (2005) também detectaram em amostras clinicas de S. epidermidis
uma frequéncia do 1S256 bem superior (85%) a obtida em nosso estudo, com
incidéncia significativamente maior em isolados clinicos que nos isolados oriundos da
pele da equipe médica e de individuos da comunidade. Os autores, ao contrario de
Rohde e cols. (2004), apontaram este gene como um marcador molecular util para
diferenciar cepas invasivas das cepas comensais.

Outra investigacdo que evidenciou alta frequéncia de 1S256 em isolados
clinicos foi a realizada por Koskela e cols. (2009). Comparando amostras clinicas e
comensais de S. epidermidis (respectivamente, préteses articulares e pele/cavidade
nasal de individuos saudaveis), foi constatada a presenca desse elemento genético
em 81% dos isolados clinicos e em apenas um dos comensais, 0 que permitiu aponta-
lo como um marcador superior aos genes do operon ica para denotar a capacidade
de invasao de S. epidermidis.
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Apesar da frequéncia de 1S256 em nosso estudo néo ter sido alta, deve-se
destacar que este elemento apresentou significativa associa¢cdo com a producéo de
biofilme (36% para amostras produtoras frente 11% das nao produtoras), bem como
com o fenétipo de produtora forte (57%) e com o operon ica (52%).

Essa associacdo tem sido observada por outros autores e € apontada como
uma caracteristica que, junto com a resisténcia a antimicrobianos, pode indicar clones
especificos de S. epidermidis altamente adaptados ao ambiente hospitalar (LI et al.,
2009, RHODE et al., 2004). Em nosso estudo, a associagao de 1S256 com alguns
marcadores de resisténcia a antimicrobianos também foi detectada, e sera discutida
mais a frente.

Outra sequéncia de insergdo que pode ser encontrada inserida no locus ica de
amostras clinicas de S. epidermidis é a 1S257, cuja presenca pode estar associada a
resisténcia a antimicrobianos (LEELAPORN et al., 1994, KOZITSKAYA et al., 2004).
A deteccdo do gene da transposase do IS257 mostrou uma frequéncia similar a de
atlE, ndo sendo detectada somente em uma amostra ndo produtora de biofilme e,
portanto, sem predominio entre amostras produtoras e néo produtoras de biofilme.
Este elemento tem sido pouco estudado, mas alguns autores apontam que sua
incidéncia ocorre indistintamente em amostras clinicas e comensais (KOZITSKAYA et
al., 2004).

A relevancia de S. epidermidis como potencial patdgeno em IRAS nao pode ser
desvinculada da crescente multirresisténcia a drogas adquirida por este micro-
organismo, o que deve ser motivo de permanente monitoragdo, ndo sO pelas
dificuldades no tratamento das infec¢bes, como também pelo papel que este micro-
organismo pode desempenhar como reservatorio de genes de resisténcia, 0s quais
podem ser transferidos para outras espécies de estafilococos (OTTO, 2012).

As amostras analisadas em nosso estudo apresentaram elevadas taxas de
resisténcia para todos os antimicrobianos beta-lactamicos, incluindo a combinacao
destes agentes com inibidores de beta-lactamases. Os percentuais variaram de 83%
a 96%, e especificamente para oxacilina, o valor foi de 85%, resultados estes que
estdo de acordo com os obtidos em estudos similares (CABRERA-CONTRERAS et
al., 2013, SADER; MOET; JONES, 2009a).

As taxas de resisténcia a penicilinas penicilinase-resistentes em ECNs tem se
apresentado mundialmente com um padrdo que parece mais uniforme que o que é

expresso por S. aureus. Um abrangente estudo do Programa Sentry realizado entre
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1997 e 1999, envolvendo EUA, Canada, America Latina e regido do Pacifico Asiatico
mostrou que, enquanto a resisténcia a meticilina em S. aureus variou de cerca de 2%
(Suica) a 74% (China), para os ECNS foram encontrados niveis regularmente altos
de resisténcia, com todas as taxas envolvendo valores superiores a 70% (DIEKEMA
et al., 2001). Dados anteriores de um estudo realizado pelo Sistema Nacional de
Vigilancia de Infec¢cées Nosocomiais do Hospital da Universidade de Michigan (EUA),
de 1980 a 1989, ja haviam indicado que a incidéncia de ECNs resistentes a meticilina
aumentara de 20% para 70% (SCHABERG; CULVER; GAYNES, 1991).

Em nosso meio, considerando amostras clinicas de S. epidermidis (ou de ECNs
em que S. epidermidis foi predominante) isoladas de diferentes espécimes clinicos,
especialmente de hospitais publicos, os percentuais relatados para resisténcia a
oxacilina também séo bastante altos, variando de 50% (KEIM, 2005), 68% a 72%
(BARROS, 2009; KAISER, 2010), 80% a 88% (BRATFICH, 2005; BRITO, 2011,
SOUZA, 2009), e superior a 90% (TEIXEIRA, 2009; CORDEIRO, 2007).

Para linezolida ou vancomicina foi constatada sensibilidade absoluta, bem
como uma taxa insignificante de resisténcia para daptomicina, resultados
considerados compativeis com os frequentes relatos de auséncia ou baixas taxas de
resisténcia para essas drogas em isolados clinicos de S. epidermidis (SADER et al.,
2009b; BARROS, 2009; KAISER, 2010; SOUZA, 2009; KEIM 2005; BRATFICH,
2011).

Apesar dos dados apresentados acima, convém destacar que, ao contrario da
grande maioria dos relatos sobre resultados negativos ou discretos para
glicopeptideos e outras drogas para as quais a frequéncia de resisténcia €
normalmente baixa em ECNSs, resultados muito expressivos foram encontrados para
isolados de ECNs (entre eles, 36 S. epidermidis) do trato respiratério de pacientes
HIV* na Africa do Sul. Entre os anos de 2007 e 2008, Iweriebor e cols. (2013)
evidenciaram taxa de resisténcia de 100% para, entre outras drogas, linezolida e
daptomicina. Adicionalmente foi apontado que todas as amostras apresentaram
reduzida suscetibilidade a glicopeptideos, devendo-se ressaltar, porém, que 0s
autores nao mencionaram as CIMs encontradas.

Percentuais relativamente baixos de resisténcia foram também observados em
nosso estudo para as drogas quinupristina-dalfopristina (13%), tetraciclina (13%),
rifampicina (17%) e moxifloxacina (21%), enquanto para a maioria dos outros

antimicrobianos testados os percentuais de resisténcia foram superiores a 50%. No
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caso da quinupristina-dalfopristina, apesar de discreto, o percentual de resisténcia
detectado em nossa investivagédo foi maior que os obtidos por Cordeiro (2007) e
Bratfich (2011) (4,1% e 2,5 %, respectivamente). Chama também a atencdo em
nossos isolados o baixo percentual de resisténcia para tetraciclina, droga de amplo
espectro, em uso clinico ha varias décadas para o tratamento de diferentes tipos de
infecgOes bacterianas. Esse achado parece comum em nosso meio, tendo sido
constatado em diferentes amostragens clinicas de S. epidermidis: Keim (2005):
12,7%; Barros (2009): 21%; Teixeira (2009): 21,7%; Kaiser (2010): 7,7%. Porém, a
julgar pelo estudo de Araujo (2006), 0 mesmo pode n&o ocorrer para esta resisténcia
guando se analisa isolados da comunidade. Comparando cepas de MRSE hospitalar,
comunitarias, e de sistema home care, a autora encontrou percentuais de resisténcia
a tetraciclina, respectivamente, de 8%, 89% e 20%.

Avaliando a associacao da resisténcia a drogas com a producao de biofilme,
no geral, embora a resisténcia para a maioria dos antimicrobianos testados tenha sido
maior nas amostras produtoras que nas nao produtoras, diferencas expressivas nao
foram observadas. Do mesmo modo, diferencas expressivas nao foram detectadas
para a maioria dos antimicrobianos testados quando se compara as amostras com
fendtipo de produtora PIA-dependente e PlA-independente. Nesse caso, a excecao
ficou por conta da resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprima, que incidiu de modo
significativamente superior nos isolados PIA-dependente. Adicionalmente, todas as
amostras produtoras PlA-independente foram resistentes a gentamicina, enquanto
nos isolados PIA-dependente o percentual de resisténcia a esse aminoglicosideo foi
de 43%.

Resultados parcialmente diferenciados dos nossos foram obtidos por Arciola e
cols. (2005) em amostras de S. epidermidis de infec¢des de implantes ortopédicos.
Neste estudo foi observado que as cepas produtoras de PIA apresentaram maior
prevaléncia de resisténcia para todas as drogas testadas que as cepas nao
produtoras, com associacdo estatisticamente significante para todos o0s
aminoglicosideos, além de sulfametoxazol-trimetoprima e ciprofloxacina

A julgar pelos achados de Klingenberg e cols. (2007), associagao entre a
producédo de biofilme e resisténcia a antimicrobianos parece constituir um fendmeno
mais incidente em S. epidermidis que em outros ECNs. Em estudo com ECNs

provenientes de sepse em neonatos 0S autores encontraram resisténcia a



118

antimicrobianos significativamente correlacionada com producdo de biofiime em
S. epidermidis, mas ndo em outros ECNSs.

Os perfis de resisténcia predominantes encontrados em nosso estudo foram os
que envolveram a combinacdo de 10 ou mais drogas (63% dos isolados),
especialmente no nivel de 10 e 11 marcadores. Estes perfis de multirresisténcia
mostraram-se mais prevalentes nas amostras produtoras de biofilme que nas néo
produtoras (58% e 42%, respectivamente), resultado que foi similar aos observados
por Arciola e cols. (2005) e Cabrera-Contreras e cols. (2013). Em estudo com isolados
de S. epidermidis de um hospital no México testados para producédo de biofilme e 17
antimicrobianos, os Ultimos autores encontraram maior percentagem de resisténcia a
antimicrobianos e maior numero de marcadores em amostras produtoras de biofilme
(perfis de resisténcia simultanea para 9 a 14 drogas) que nas nao produtoras (3 a 8).

Convém salientar porém, que ao comparar cepas de MRSE, De Araujo (2006)
encontrou resultados diferenciados de acordo com a procedéncia dos isolados.
Enquanto as amostras isoladas de pacientes de um hospital universitario do RJ, bem
como de pacientes de sistema home care e de profissionais de salude deste sistema
exibiram percentuais de multirresisténcia igualmente elevados nos grupos de
amostras produtoras e nao produtoras de biofilme, nos isolados produtores de biofilme
da comunidade a multirresisténcia foi de 71%, e ausente no grupo das nao produtoras.

Além da associacdo com producao de biofilme, foi observado que a presenca
do elemento de insercdo I1S256 mostrou-se associada a percentuais de resisténcia
mais elevados para quase todos os antimicrobianos testados. Apesar de todas as
amostras portadoras do elemento 1S256 apresentarem-se resistentes a todos os
antimicrobianos beta-lactamicos, a elevadissima frequéncia da resisténcia a estas
drogas na amostragem total impossibilita apontar a existéncia de um verdadeiro
fenbmeno de associacdo entre ambos. De todo modo, este achado estd em
concordancia com os dados de outros estudos (CAMPOCCIA et al.,, 2009;
MONTONARO et al., 2007).

Porém, deve ser destacada a ocorréncia de associacao significativa da
presenca desse elemento de insergdo com resisténcia as quinolonas testadas, e com
sulfametoxazol-trimetoprima. J& com a resisténcia a gentamicina tal associacdo néao
foi detectada.

No caso de quinolonas como a levofloxacina, os alvos primarios sdo a DNA

girase e a topoisomerase IV. Mutagcdes que ocorram nas regides altamente
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conservadas de determinantes de resisténcia as quinolonas (QRDR) dos genes que
codificam estas enzimas podem causar resisténcia a esta droga (YAMADA et al.,
2008). Nao ha nenhuma evidéncia na literatura que nos permita correlacionar tais
mutacOes ao 1S256. No entanto, € necessaria uma investigacado mais ampla para
elucidar esta questéo, considerando que a presenca do elemento 1S256 pode afetar a
resisténcia a antimicrobianos, a exemplo do que ja foi demonstrado para outras drogas
(ZIEBUHR et al., 2006).

Quanto a associacao de 1S256 com a resisténcia a sulfametoxazol-trimetoprima
e auséncia de associagdo com a gentamicina, o resultado é interessante, na medida
em que este elemento de insercdo foi inicialmente descrito como uma regido de
flangueamento do transposon composto Tn4001 que determina resisténcia a
gentamicina e outros aminoglicosideos (BYRNE, ROUCH, SKURRAY; 1989). Hell e
cols. (2013) encontraram 1S256 em todos os isolados clinicos de S. epidermidis
resistentes a gentamicina estudados, e auséncia deste elemento de inser¢cdo nas
amostras sensiveis. Apesar desta estreita associacao, € importante notar que a 1S256
também pode ser encontrada em mdultiplas coépias livres no genoma de
Staphylococcus (KOZITSKAYA et al, 2004).

Por outro lado, também é interessante notar que a resisténcia a trimetoprima
em Staphylococcus € mediada pelo transposon Tn4003, que apresenta estreita
associacdo com a sequéncia 1S257 (CRUPPER et al.,, 1999), que se mostrou
amplamente disseminada nos isolados de nosso estudo.

A influéncia dos antissépticos, etanol e clorexidina, na producéo de biofilme por
amostras de S. epidermidis foi avaliada pelo seu crescimento em meio de cultivo
adicionado de concentracdes subinibitérias destes agentes. Em cada experimento
realizado, tanto na condicdo controle (TSB) como na condicdo teste (TSB +
antisséptico), a densidade O&ptica do crescimento bacteriano das culturas foi
mensurada com objetivo de se certificar que as concentragdes eram subinibitérias. As
diferencas percentuais entre a DOsa e a DOeb das condic¢des teste e controle foram
calculadas para se determinar se o antisséptico testado apresentava efeito de inducéo
ou de inibicdo da formagéao de biofilme.

Nas condicOes teste, o etanol ndo determinou a inducdo da formacao de
biofilme nas 27 amostras estudadas (6 operon ica positivas e 21 operon ica negativas).
Era esperado que pelo menos sobre as 6 amostras biofilme negativo / ica positivo

existisse indugao, pois sabidamente o etanol aumenta a formacéo de biofilme PIA-
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dependente por uma sucessao de regulagbes positivas, do RsbU sobre o fator
alternativo sigma B, e deste sobre o operon ica.

Estudos semelhantes ao nosso tiveram sucesso na inducédo da formacéo de
biofilme pelo etanol em amostras ica positivas ndo produtoras de biofilme. Knobloch e
col. (2002) estudando 20 amostras observaram que 4 (20%) tiveram a producéo
induzida por este agente. Do mesmo modo, Milisavljevic et al. (2008), estudando 19
amostras clinicas e 16 comensais, obtiveram inducdo da formacéo de biofilme em 9
(47%) das clinicas e 10 (63%) das comensais.

Uma das condi¢cbes para que a inducédo pelo etanol em amostras biofilme
negativo / operon ica positivo ocorra é que o operon seja funcional. Uma das principais
causas para o ndo funcionamento do operon ica, que determina variacdo fenotipica
na producéo de biofilme, decorre da insercéo do 1S256 neste operon. Knobloch et al.
(2002), afastaram a possibilidade de insercdo do 1S256 no operon ica pois 0s
tamanhos dos produtos amplificados por PCR do segmento génico de icaR a icaC das
amostras se situaram dentro do que seria esperado. Sendo assim 0s autores
concluiram que havia potencialidade funcional no operon ica destas amostras.
Contudo, ressaltam os autores que este tipo de conclusdo nao afastava a
possibilidade de muta¢cGes pontuais dentro do operon ica.

Abordagem semelhante pode ser estabelecida para as nossas amostras. Isto
porque os oligonucleotideos iniciadores empregados na detec¢do dos genes icaA e
icaC amplificavam segmentos do DNA que abrangiam os sitios de insercéo do 1S256
no operon ica, isto €, o nucleotideo com posicao 1708 do gene icaA e os de posicao
3285 e 3742 do gene icaC (ZIEBUHR et al., 1999).

N&o se pode estabelecer a mesma concluséao sobre as amostras estudadas por
Milisavljevic et al. (2008), pois estes autores fizeram a deteccéo por PCR somente dos
genes icaA e icaB, ndo tendo estudado icaC onde ficam localizados os sitios de
insercao que, mais frequentemente, séo alvo do 1S256 (ZIEBUHR et al., 1999).

Mais recentemente, Chaieb et al. (2011) estudaram a acdo de diferentes
antissépticos na formacéao de biofilme, empregando uma variacado do método da placa
de microtitulacdo. Neste método, a populacdo bacteriana de células metabolicamente
ativas aderida na superficie dos pocos da placa é avaliada pela reducéo a formazana
do sal sédico de 2,3-bis(2-metdxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazdlio-5-carboxanilamida

(XTT). Um isolado clinico, S22 icaA positivo / biofilme negativo, sofreu indugdo da
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producéo de biofilme pela adicdo de &lcoois, etanol e iso-propanol a 1%, ao meio de
cultura.

O aumento da producdo de biofilme PIA-dependente em amostras de
S. epidermidis crescidas em meio adicionado de etanol parece ser o efeito mais
constantemente observado. Estudos realizados por Knobloch et al. (2002) e
Milisavljevic et al. (2008), constataram que 14 (82%) e 52 (100%), respectivamente,
das amostras classificadas como produtoras fracas apresentaram aumentos da
producado de biofilme nos testes em placa de microtitulacdo com meio acrescido de
etanol. A amostra clinica E24, biofilme negativo / icaA positivo estudada por Chaieb
et al. (2011), também apresentou inducdo da producdo de biofilme na presenca de
alcoois.

Em nosso estudo, 17 amostras biofilme positivo / operon ica positivo
apresentaram um comportamento semelhante ao descrito em outros estudos
(KNOBLOCH et al., 2002, MILISAVLJEVIC et al., 2008, CHAIEB et al., 2011), exibindo
aumento nos valores da diferenca percentual da DOeb ou da DOsa em uma das
condicbes teste (etanol a 2 e 4%). Duas amostras apresentaram resultados
diferenciados. A EP48, uma amostra produtora fraca, apresentou aumento na DOsa
em presenca de etanol a 2% com reducdo a 4%, e reducdo da DOeb em ambas as
condi¢bes avaliadas. A EP63, uma amostra produtora forte, apresentou reducdes
expressivas da DOsa e DOeb (-90 e -93, respectivamente) em presenca de etanol a
4%.

N&o foi encontrada uma explicacdo para o comportamento apresentado pela
EP48. A producdao fraca de biofilme, aparentemente ndo poderia ser correlacionada a
esta caracteristica, pois estudos anteriormente citados observaram aumento da
formacao de biofilme justamente em amostras classificadas como produtoras fracas
(KNOBLOCH et al., 2002, MILISAVLJEVICH et al., 2008). J4 a reducéo da producéo
de biofilme, no meio de cultura adicionado de etanol a 4%, pode ser explicada pela
inibicdo do crescimento da amostra, tomando como base os resultados da DOg
(dados nédo apresentados).

A maioria das amostras biofilme positivo / operon ica positivo, na condicéo teste
com etanol apresentou uma despropor¢cdo no aumento dos resultados da DOsa —
DOeb. Na tentativa de esclarecer as causas desta desproporcdo dos resultados foi
construida uma curva correlacionando DOeb e concentracédo de uma diluicdo seriada

em alcool da solucédo de cristal violeta de Hucker a 2%. Sua andlise mostra de forma
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conclusiva que os resultados dos extremos da curva ndo apresentam linearidade. Isto
explica o pequeno percentual de variacdo da DOeb nas amostras produtoras fortes
de biofiime. Como estas, na condicdo controle, jA apresentavam uma DOeb
consideravelmente elevada (> 2,400), o sistema empregado (placa de microtitulacéo
+ leitor de ELISA) ndo teve condicdo de detectar corretamente variacbes na
concentragdo ja elevada do corante, subestimando os resultados na condigéo teste.

As oito amostras biofilme positivo / ica negativo, todas produtoras de niveis
fraco ou moderado de biofilme proteico, apresentaram aumento nos valores da
diferenca percentual de DOsa e DOeb na presenca de etanol a 2%. Quando o meio
na condicao teste foi adicionado de 4% de etanol, 6 amostras apresentaram aumentos
na DOsa e DOeb, enquanto que em 2 os resultados foram divergentes, ou seja
aumento na DOsa e reducao na DOeb.

Como os mecanismos de producao de biofilme proteico sédo pouco estudados,
é dificil explicar o comportamento das amostras estudadas frente ao etanol. Contudo,
cabe ressaltar que o fator alternativo o®, envolvido na ativacdo da transcricdo do
operon ica ndo tem acao exclusiva sobre este, sendo um fator regulador global, com
acao sobre diferentes sistemas génicos relacionados a resposta ao estresse.

Concentragbes subinibitdrias de clorexidina ndo induziram a producgéo de
biofilme nas amostras ndo produtoras de biofilme, inclusive as que possuiam o operon
ica. J& a maioria das amostras produtoras de biofilme estudadas, 13 (76%) PIA-
dependentes e 5 (63%) PIA-independentes, quando crescidas na presenca das
concentragdes subinibitérias de clorexidina empregadas, apresentaram reducdo dos
valores da DOsa e DOeb em relacdo a condicéo controle. As reducdes observadas
foram proporcionais as concentracdes de clorexidina (0,5 e 1,0 ug/mL) adicionadas
ao meio de cultura, exceto para os resultados da DOsa de uma amostra PIA-
independente (EP18). Os valores da DOsa refletiram redug&o da formacéo de biofilme
de forma mais expressiva que os da DOeb.

A influéncia da clorexidina na producdo de biofilme por amostras de
S. epidermidis é bem menos estudada que a do etanol. Resultados semelhantes aos
nossos foram descritos por Knobloch e cols. (2002). Estes autores observaram
reducdo da formacao de biofilme por concentra¢des subinibitorias de clorexidina em
14 amostras biofilme positivo / ica positivo e 4 amostras biofilme negativo / ica positivo,
gue apresentavam inducéo da producéo de biofilme mediada pelo etanol. Entretanto,
Houari e DiMartino (2007), estudando S. epidermidis CIP54124 (Collection de I'Institut
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Pasteur), crescido na presenca de concentracdes correspondentes a 1/2 a 1/8 da CIM
de clorexidina, observaram aumento na produgao de biofilme.

Quatro amostras produtoras de biofilme PIA-dependente pertencentes ao
nosso estudo apresentaram um comportamento singular. Os valores da DOsa e DOeb
na condi¢ao teste com clorexidina ndo apresentaram variagdes em relagédo aos da
condicao controle. Uma particularidade comum destas amostras é que dentro do
grupo de bactérias produtoras de biofilme PIA-dependente, estas se destacavam das
demais por serem as produtoras das maiores quantidades de biofilme. Como a
guantidade de biofilme foi avaliada pelo valor da DOsa/DOeb, valores elevados séo
decorrentes de uma populacdo bacteriana elevadas, uma vez que séo as células, e
nao a matriz polimérica extracelular, as responsaveis pela retencdo do corante no
método da placa de microtitulagdo. Com isso, valores elevados de DOsa/DOeb
refletem uma maior presencga de células no biofilme, indicando uma maior eficiéncia
dos mecanismos de reten¢do de células por aderéncia intercelular. Isto permite supor
gue nestas amostras existe também uma maior quantidade da matriz polimérica
extracelular no biofilme. Uma hipétese para a falta de influéncia da clorexidina nesta
populacao bacteriana pode estar relacionada com uma menor penetracao do agente
no biofilme, em funcdo da compactacgao estrutural decorrente da maior quantidade de
matriz extracelular.

Corroboram com esta hipétese os resultados obtidos por He et al. (2013). Estes
autores demonstraram que biofilmes formados por bactérias da cavidade oral se
comportavam a semelhanca de materiais polimeéricos, ou seja, a composicdo e a
estrutura dos biofilmes influenciam nas suas propriedades viscoelasticas, que estédo
diretamente relacionadas com o fluxo de substancias para o seu interior.

Ao se avaliar inicialmente a influéncia na expressao génica das concentracdes
subinibitérias de antissépticos que haviam sido empregadas nos testes de MTP, foi
detectada uma reducédo expressiva da Ct do controle enddégeno.Possivelmente este
efeito decorreu de uma inibicdo parcial do metabolismo bacteriano devido as
concentracfes de antissépticos utilizadas, as quais ndo atenderam a condicéo
subinibitéria pretendida para a execucdo do qRT-PCR, ao contrario do que ocorreu
nos testes de MTP. Em virtude da baixa aderéncia a parede interna dos tubos de vidro
empregados para preparo das culturas para extracao de RNA, a populagao bacteriana
desenvolvida seria constituida predominantemente por células plancténicas, mais

suscetiveis a acdo dos agentes antissépticos. Certamente isto ndo ocorreu no teste
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de MTP, porque parte da populacéo bacteriana se desenvolveu formando biofilme na
superficie do poliestireno dos pocgos das placas de microtitulacdo, ficando assim
menos exposta a acdo de substancias inibidoras. Para o qRT-PCR, tal problema foi
sanado com o ajuste adequado das concentracbes dos antissépticos no meio de
cultura, tendo como base a densidade otica das populacbes bacterianas que se
desenvolveram.

Todas as trés amostras produtoras de biofilme PIA-dependente que tiveram a
expressao relativa de icaA avaliada pela técnica do qRT-PCR apresentaram aumentos
significantes da expressao deste gene na condi¢ao teste com etanol. Estes resultados
estdo em concordancia com o que foi observado no MTP, sobretudo para as amostras
EP54 e EP40, que apresentaram aumentos expressivos ha producao de biofilme, com
valores de DOsa e DOeb superiores a 100% em relacéo a condi¢do controle.

A amostra EP54, uma produtora moderada de biofilme na condi¢ao controle,
foi a que apresentou o maior nivel de expresséo do gene icaA (6,5 vezes) sob estimulo
do etanol. Ao lado do aumento da expresséao de icaA, foi observada represséo de 26%
na expressao de icaR (0,74 vezes), bem como um pequeno aumento de sarA (1,2
vezes) e um discreto aumento de sigB (1,6 vezes).

Aumento consideravel no nivel de expresséo de icaA (4,8 vezes) também foi
observado para a amostra EP40, uma produtora de biofilme de nivel forte na condicao
controle. Este aumento foi acompanhado de expressiva repressao da atividade de
icaR (35% - 0,65 vezes) e do maior aumento para sarA (2,4 vezes) registrado neste
estudo, enquanto sigB mostrou apenas um pequeno aumento (1,3 vezes).

Para ambos os resultados, a interpretacdo do aumento na expressao de icaA
na condicéo teste com etanol deve ser iniciada com base na constatacéo de que este
aumento foi acompanhado de significativa reducdo da atividade de icaR. Este gene é
responsavel pela codificacdo da proteina IcaR, um repressor da transcricdo que se
liga em uma regido do codon de iniciacdo de icaA, interferindo na ligacdo da RNA-
polimerase (CONLON; HUMPHREYS; O'GARA, 2002, JEFFERSON et al., 2004).

Conlon, Humphreys e O’Gara (2002) apontaram que o etanol pode promover a
ativacdo do operon ica de um modo icaR-dependente, mediante acao tanto na fase
de transcricdo como de pos-traducéo de icaR, interferindo assim na capacidade deste
repressor transcricional de regular negativamene o operon ica.

No caso da EP40, aliado a inibicdo de icaR, o aumento da atividade de sarA

induzido pelo etanol na condicéo teste também pode ser um fator que contribuiu para
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aumentar ainda mais a expressao de produc¢do de biofilme de nivel forte, observada
previamente nos testes em MTP da amostra. Neste teste fenotipico, a leitura de DOsa
da EP40 apresentou aumento de 101% na concentracdo de 2% de etanol, e de 139%
na concentracdo de 4%, em relacdo a condicao controle.

O produto codificado pelo fator regulatério transcricional global sarA € uma
proteina que afeta a transcricdo de varios genes envolvidos direta ou indiretamente
com a producao de biofilme. A importancia desse regulador na producéo de biofilme
pode ser constatada pelo fato de sua delecdo determinar substancial reducdo na
transcricdo do operon ica (CUE; LEI; LEE, 2012).

Comparando as amostras EP54 e EP40 em termos da atividade de icaA, a
primeira apresentou aumento bem superior na expressdo deste gene, apesar da
atividade de sarA ter mostrado um aumento menor que o da segunda amostra. Nesse
caso, na medida em que a atividade de sigB, outro regulador global que modula a
formacao de biofiilme (VAN SCHAIK; ABEE, 2005), ndo apresentou diferencas
expressivas entre as duas amostras, podemos admitir que o fendtipo de produtora
moderada de biofilme detectado no cultivo em TSB da amostra EP54 decorra da acao
de algum outro regulador que controla parcialmente a atividade de icaA. Na presenca
de etanol, a atuacdo deste regulador seria minimizada ou neutralizada, o que
juntamente com o aumento da repressdo da expressdo de icaR, promoveria a
conversdo desta amostra de produtora moderada em produtora forte de biofilme.
Nesse caso, 0 aumento da expressao de icaA nao parece ser totalmente dependente
da atividade do regulador sarA, uma vez que o0 aumento na transcricao deste gene foi
baixo. O mesmo se aplica ao regulador sigB.

Um dos possiveis agentes com papel na regulacdo de icaA seria TcaR, um
membro da familia MarR de reguladores transcricionais (BRANDENBERGER et al.,
2000). Jefferson e cols. (2004) demonstraram que esta proteina exerceu uma fraca
atividade reguladora negativa da transcricdo do locus ica em S. aureus, e na sua
auséncia a producao de PIA e formacéao de biofilme mostraram-se aumentadas.

Embora na literatura ndo existam investigacdes sobre o efeito do etanol sobre
a atividade de TcaR, é interessante observar que substancias como salicilato e
diferentes tipos de antibiéticos em baixas concentracbes demonstraram capacidade
de interferir com a ligagdo deste inbidor ao DNA, o que acarretou indugcdo da
expressao de ica e estimulo para a producéo de biofilme em S. epidermidis (CHANG
et al., 2010).
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Além de TcaR, outro regulador recentemente descrito que vale a pena
mencionar é o codificado pelo gene ygs, que influencia a formacéo de biofiime e a
resposta geral ao estresse em S. epidermidis. Wang e cols. (2011) demonstraram que
este gene pode regular a expressdo do operon ica e modular a sintese de PIA. Em
mutantes ygs negativos a transcricdo de icaB mostrou-se negativamente regulada,
nove vezes, em relacdo a amostra parental, enquanto a expressao de icaR mostrou
regulacdo positiva de duas vezes. Aléem do mutante responder negativamente a
estresse térmico e salino, seu crescimento mostrou-se significativamente reduzido em
meio contendo 5% ou 10% de etanol, indicando a atuacédo de ygs na resposta geral
ao estresse. E importante assinalar ainda que os mutantes n&o mostraram, em relagéo
as amostras parentais, alteracdes nos niveis de transcricdo de reguladores globais
como sarA (regulador PIlA-dependente) e agr (regulador de biofilme PIA-
independente).

Ainda quanto a amostra EP54, convém destacar que, entre as trés amostras
ica positivas que tiveram a expressao génica estudada pela técnica do gRT-PCR, esta
foi a Unica em que a presenca do gene aap foi previamente detectada pela técnica de
PCR simples. Este pode ser um dado importante, uma vez que a proteina codificada
por este gene é capaz de aumentar a adesdo de PIA em seus dominios G5,
incrementando a formacao de biofilme em amostras de S. epidermidis produtoras de
biofilme PIA-dependentes (OTTO, 2009).

Por outro lado, ao contrario da EP54, podemos admitir que, por ser uma
produtora de biofilme de nivel forte mesmo na auséncia de estimulo indutivo, a
amostra EP40 ja parte de uma alta atividade transcricional de icaA e, embora ainda
responda ao estimulo do etanol aumentando em 4,4 vezes a expressao relativa de
icaA, este aumento é inferior ao da amostra EP54, que parte de um patamar mais
baixo de transcricdo de icaA.

No caso da amostra EP48, os resultados sdo interessantes porque evidenciam
um aumento consideravel no nivel de expressao relativa de icaA (4,4 vezes) aliado a
um aumento de 1,7 vezes na expressao de icaR e de 2,1 vezes na expressao de sarA.
Esse aumento na atividade de icaA ocorreu na vigéncia de aumento de sarA, e a
despeito da existéncia de certa atividade repressiva de icaR sobre icaA. Apesar do
dado aparentemente contraditorio, € necessario levar em consideracdo que esta
amostra foi previamente classificada como uma produtora de biofilme de nivel fraco,

tendo mostrado discreto aumento desta expressdo no MTP com etanol a 2%, aumento
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este somente registrado por meio da leitura da DOsa. E possivel que o efeito
combinado da atividade de sigB, e sobretudo de sarA, seja suficiente para suplantar
a atividade repressora de icaR dessa amostra, resultando em uma agéo estimulatoria
fraca de icaA.

Tormo e cols. (2005a) demonstraram que SarA purificada mostrou alta
afinidade de ligacédo a regido promotora do gene icaA em S. epidermidis, sem afetar
a transcricao de icaR, o que poderia explicar o aumento da atividade deste gene na
amostra EP48. Além disso, é importante considerar que Conlon, Humphrey e O'GARA
(2002) constataram que o crescimento de S. epidermidis na presenca de etanol pode
resultar na ativacdo do operon ica na auséncia de repressao por icaR. Os autores
especularam que devido a ativagdo deste operon por etanol ser icaR-dependente, e
na medida em que baixas concentracdes de etanol ndo reprimem a transcricdo de
icaR, interacOes diretas entre a proteina icaR e etanol podem interferir com a
capacidade dessa proteina reprimir a expresséo do operon ica. Ja em concentracoes
mais elevadas o etanol promoveria, direta ou indiretamente, a represséo de icaR.

Ainda com relagdo a amostra EP48, apesar do aumento da atividade de sigB
na amostra néo ter sido marcante, na medida em que este foi encontrado na vigéncia
de um discreto aumento de icaR, tal resultado sugere a necessidade de investigacdes
adicionais, uma vez que Knobloch e cols. (2004) apontaram que a expressao de icaR
é reprimida indiretamente pelo fator alternativo o®.

A amostra EP05, uma amostra PIA-independente classificada como produtora
de biofilme com nivel fraco no teste em MTP, na condicao teste com etanol analisada
pelo qRT-PCR apresentou expressao relativa do gene sarA com valor de 0,39 vezes,
e de 0,78 vezes para sigB, caracterizando, portanto, reducdes na atividade destes
genes, respectivamente, de 61% e 22%. E importante destacar que esta amostra foi
caracterizada pelo teste de PCR simples como sendo negativa para aap e bhp, e
positiva para embp.

Os resultados obtidos com essa amostra produtora de biofilme PIA-
independente sao sugestivos de que o etanol pode ter aumentado a producdo de
biofilme, via inibicdo do gene sarA, e talvez de sigB. Ao contrario do que se observa
nas amostras de S. epidermidis portadoras do operon ica, nas cepas PIA-
independentes o produto do gene sarA pode atuar como um regulador negativo da
formacao de biofilme. Christner e cols. (2012) obtiveram um mutante insercional em

sarA da amostra clinica 1585 de S. epidermidis néo produtora de biofilme, e negativa
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para ica e aap. Constataram os autores que a inativacdo do gene codificador deste
regulador induziu formac&o de biofilme via super-expressdo de embp, atuando a
proteina Embp produzida como adesina intercelular de modo analogo a PIA.
Adicionalmente a expressao de embp, ocorreu aumentada liberacdo de eDNA, o que
contribuiu significativamente para a formacdo de biofiime no mutante. Indo ao
encontro deste relato, convém destacar que a amostra EP05, apesar de ja se
apresentar como produtora de biofilme em TSB no MTP, o que a diferencia da cepa
1585, ao ser exposta ao etanol apresentou expressiva producédo de biofilme, com
mudanca do perfil de produtora fraca para produtora moderada, préxima do limite com
o forte.

Quanto a reducdo da atividade de sigB observada na amostra EP05 ao ser
exposta ao etanol, o resultado n&o é passivel de uma concluséo final, uma vez que o
valor foi muito discreto (22%). Porém, por ser um regulador global de resposta ao
estresse, e pelo fato de n&o existir na literatura dados similares ao descrito para sarA,
0 esperado seria encontrar aumento na expressao deste elemento génico.
Desconsiderando o fato de que o resultado pode estar situado em um patamar sujeito
a imprecisdes da técnica, podemos supor que, aparentemente, exista um padréo
sugestivo de uma deficiéncia intrinseca dessa amostra para expressar sigB. Esta
premissa se baseia no fato de que nos testes com clorexidina, o resultado foi muito
proximo ao que foi evidenciado para etanol. A exposicdo desta amostra a outros
agentes promotores de estresse, como pressao osmotica e temperatura, poderia
fornecer maiores esclarecimentos sobre esta questao.

Diferentemente do que foi observado para o etanol, a exposicao a clorexidina
determinou um aumento na expresséo relativa de icaR, com simultanea reducéo na
expressdo de icaA, em todas as amostras PIA-dependentes, o que esta de pleno
acordo com os dados que foram obtidos por meio do teste em MTP. Neste teste
fenotipico foi observado que a clorexidina determinava a reducdo da formacdo de
biofime.

Os niveis da atividade de sarA apresentaram-se com reducdo na expressao
relativa para as amostras EP48 e EP54, enquanto para a EP40 situou-se préximo do
valor expresso pelo controle. Resultados similares foram observados para sigB, o que
indica uma auséncia de rotas estimulatorias induzidas pela clorexidina para a ativacao
de ica, seja diretamente por inibicdo de icaR, seja via atuacao dos reguladores globais

estudados.
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A amostra EPO5, produtora de biofilme PlA-independente de nivel fraco, ao
contrario do que se observou para o etanol no MTP, e de modo similar ao que se
observou para as amostras PIA-dependentes expostas a clorexidina, apresentou
reducdo da producao de biofilme no teste fenotipico em MTP, e 0s experimentos de
gRT-PCR evidenciaram a reducéo na expressao dos reguladores globais sarA e sigB.

Poucos estudos tém sido realizados para avaliar o efeito da cloredixina sobre a
formacéo de biofilme estafilocécico. Houari e Martino (2007) ao investigarem varias
espécies bacterianas encontraram que somente uma amostra de referéncia de
S. epidermidis (CIP53124) mostrou um aumento pouco expressivo na formacao de
bioflme no teste em MTP induzido por concentragBes subinibitorias deste
antisséptico.

Desse modo, os resultados obtidos pelo estudo molecular corroboram os dados
fenotipicos obtidos previamente, indicando que a clorexidina em concentragdes nédo
inibitérias, ao contrario do etanol, o outro antisséptico testado, pode atuar
determinando a reducdo da producao de biofilme por S. epidermidis,

independentemente da constituicdo do biofilme ser PIA-dependente ou independente.
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CONCLUSOES:

» A variacéo da técnica no teste em MTP, empregando a leitura da densidade Optica
do extrato do biofilme (DOeb), se mostrou mais eficaz na caracterizagcdo da
producdo de biofilme pelas amostras do que aquela baseada na DOsa. Isto
decorreu de uma maior sensibilidade da leitura da DOeb para detectar amostras
produtoras de biofilme PIA-independente, as quais apresentaram-se neste estudo

como produtoras de niveis fraco ou moderado de biofilme.

* O teste em AVC foi plenamente eficaz na caracterizacdo de amostras produtoras
de biofilme polissacaridico, assim como na deteccdo de amostras ndo produtoras
de biofilme. Porém, deve-se ter em conta que cepas produtoras de biofilme néo
polissacaridico podem estar presentes em numero consideravel em uma
amostragem de S. epidermidis, e este método ndo se destina a deteccdo destas

amostras.

« Trés amostras caracterizadas como produtoras de biofiime no teste em MTP
apresentaram reacdo bordeaux no teste em AVC. A constituicdo do biofilme destas
amostras ndo pode ser determinada no teste de degradacao pelo metaperiodato ou
proteinase K, mas a presencga do operon ica e a constatacéo da sua funcionalidade,
pela evidenciacdo da transcricAo do gene icaA, sugerem a possibilidade da
participagdo de PIA na formacao deste biofilme. Deste modo, considerar como
negativa a reacdo bordeaux no teste em AVC, preliminarmente e sem testes

adicionais, pode levar a erros na classificacdo deste tipo de amostras.

* A presenca do operon ica foi detectada em 44% do total de amostras, em 68% das
amostras produtoras de biofilme pelo teste em MTP, e em 22% dos isolados nao
produtores. Com base no fato de que as amostras estudadas séo de procedéncia
clinica, os resultados séo indicativos de que esse elemento génico, embora
importante, ndo apresenta exclusividade na viruléncia do S. epidermidis, e que essa

deve envolver multiplos fatores.
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Apesar de menos frequentes entre os marcadores de viruléncia estudados, os
genes aap e da transposase do 1S256 foram os que apresentaram maior correlacao
com outros marcadores de viruléncia considerados importantes, como a producéo

de biofilme, o operon ica e a producéo de niveis fortes de biofilme.

O percentual de resisténcia das amostras aos antimicrobianos testados foi, em
geral, mais elevado nas amostras produtoras do que nas nao produtoras de
biofilme, o mesmo ocorrendo com as amostras que apresentaram = 10 marcadores

de resisténcia.

A deteccdo do gene da transposase do 1S256 apresentou correlacdo com 0s
percentuais de resisténcia mais elevados para todos os antimicrobianos testados,
exceto para gentamicina. Esta excecao é singular, pois os relatos na literatura tém
apontado associacdo do 1S256 com o Tn4001, o qual condiciona resisténcia a

aminoglicosideos.

O gene da transposase do 1S256 apresentou correlacdo significativa com a
resisténcia as quinolonas testadas, bem como com sulfametoxazol-trimetoprima. A
associacdo desta sequencia de insercdo com os Ultimos quimioterapicos também

parece singular, uma vez que tal associacao tem sido apontada com a I1S257.

Apesar dos antissépticos serem considerados agentes estressantes, sub-CIMs de
etanol e clorexidina apresentaram efeitos contrarios nas amostras produtoras de
biofilme, com o etanol determinando aumento na producéo de biofilme, enquanto a
clorexidina promoveu uma reducdo desta expressdo. A escassez de estudos
envolvendo a clorexidina nesse campo torna tal achado de potencial importancia

pratica.

Os dados moleculares obtidos por gRT-PCR permitiram ndo somente corroborar
resultados fenotipicos referentes ao efeito dos antissépticos sobre a formacgéo de
biofilme em S. epidermidis, como também evidenciar aspectos multifatoriais
envolvidos nesta expressao. Como exemplo, pode-se destacar o ndo envolvimento
dos reguladores globais sarA e sigB na producao de biofilme pela amostra PIA-

independente submetida a estresse pelos antissépticos testados.
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ANEXO A - Aparéncia das macrocolénias de S. epidermidis em Agar Vermelho
Congo

* Reacao negativa:

* Reacao bordeaux:

* Reacao Positiva:
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ANEXO B — Resultados do nivel de producg&o de biofilme, do teste em Agar Vermelho
Congo, da composicéo do biofilme e da pesquisa do operon ica das 25
amostras de S. epidermidis produtoras de biofilme

Cddigoda | Nivel de Produgao Teste em Agar Composigao do Pesquisa do
Amostra de Biofilme Vermelho Congo Biofilme Operon ica
EPO5 Fraco Negativo Proteica Negativa
EPO7 Moderado Negativo Proteica Negativa
EP11 Moderado Bordeaux Nao Determinada Positiva
EP14 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP15 Moderado Negativo Proteica Negativa
EP17 Forte Bordeaux Nao Determinada Positiva
EP18 Moderado Negativo Proteica Negativa
EP22 Fraco Negativo Proteica Negativa
EP33 Fraco Negativo Proteica Negativa
EP34 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP39 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP40 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP43 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP45 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP46 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP48 Fraco Bordeaux N&o Determinada Positiva
EP51 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP52 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP53 Fraco Negativo Proteica Negativa
EP54 Moderado Positivo Polissacaridica Positiva
EP58 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP60 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP61 Fraco Negativo Proteica Negativa
EP62 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
EP63 Forte Positivo Polissacaridica Positiva
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ANEXO C - Pocos de placas de microtitulacao, apds a coloragéo na técnica do MTP,
apresentando biofilmes com coloracao uniforme e irregular

+ Neste Estudo:

m
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