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RESUMO

Anélise da ligacéo ao fibrinogénio através de métodos fenotipicos e moleculares em
amostras clinicas de Staphylococcus spp.

Fred Luiz Furriel de Oliveira
Marinella Silva Laport e Katia Regina Netto dos Santos

Resumo da dissertacdo de mestrado submetida ao programa de pés-graduacao em Ciéncias
Bioldgicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

A deteccdo da proteina de superficie celular conhecida como fator “clumping”,
através de testes fenotipicos auxilia na diferenciagcdo de Staphylococcus aureus em relacdo aos
Staphylococcus coagulase-negativos (SCN). Porém, outras espécies de Staphylococcus tambéem
apresentam proteinas de superficie envolvidas na ligacdo com o fibrinogénio, como a Fbe em
S. epidermidis e a Fbl em S. lugdunensis. Neste estudo, 77 amostras clinicas de Staphylococcus
foram analisadas frente a trés sistemas fenotipicos de aglutinacdo normalmente utilizados na
identificacdo presuntiva dos S. aureus: aglutinacdo do plasma de coelho e plasma humano e
sistema comercial "Slidex Staph Plus"(bioMerieux). O sistema comercial apresentou maior
precisdo (100%) na detec¢do do fator “clumping” e os testes de aglutinacdo com plasma
foram os que apresentaram maior numero de amostras de S. epidermidis com resultados
“falso-positivos” para os dois plasmas utilizados (12/20). Sete destas amostras foram
selecionadas para testes de quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio em placa de micro
titulacdo. Os testes de aglutinacdo em lamina ndo apresentaram correlacdo com os testes de
aderéncia. Uma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre os resultados
obtidos no inicio (maior aderéncia) e no final (menor aderéncia) da fase log de crescimento.
Nenhuma das sete amostras de S. epidermidis analisadas aglutinou no teste com esferas de
latex adsorvidas ao fibrinogénio. Testes de hemaglutinacdo, aglutinacdo espontanea e auto-
aglutinacéo realizados com as sete amostras de S. epidermidis selecionadas, apresentaram
resultados néo relacionados com aqueles observados com os testes com plasma. Todas as 24
amostras de S. epidermidis apresentaram o gene fbe, que codifica a proteina Fbe e o0 gene atlE,
gue codifica a autolisina AtlE, e todas as 35 amostras de S. aureus apresentaram os genes clfA
e clfB, relacionados com o fator “clumping”. As sete amostras de S. epidermidis selecionadas
expressaram a proteina AtIE. Diante dos resultados observados, podemos sugerir a
existéncia de outros fatores envolvidos na aglutinacdo de amostras de S. epidermidis com
plasma que ndo somente a proteina ligadora de fibrinogénio Fbe.

Palavras-chave: Staphylococcus, proteina ligadora de fibrinogénio, fator “clumping”.
Abril de 2007



ABSTRACT

Analysis of the binding to the fibrinogen through phenotypical and molecular methods in
clinical strains of Staphylococcus spp.

Fred Luiz Furriel de Oliveira
Marinella Silva Laport e Katia Regina Netto dos Santos

Abstract da dissertacéo de mestrado submetida ao programa de pés-graduacéo em Ciéncias
Biol6gicas (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro.

Clumping factor is a cell surface protein and its detection, through phenotypical tests,
is performed to differentiate S. aureus of the CNS (coagulase negative Staphylococcus).
However, other species of Staphylococcus have also surface proteins involved in fibrinogen
binding, as Fbe of S. epidermidis and Fbl of S. lugdunensis. In this study, 77 clinical strains of
Staphylococcus were analyzed using three phenotypical systems of agglutination currently
used in the presumptive identification of S. aureus: rabbit plasma agglutination, human
plasma agglutination and "Slidex Staph Plus" (bioMerieux) commercial system. The
commercial system presented high precision (100%) in the detection of the "clumping” factor,
while the agglutination tests with plasma presented the highest number of S. epidermidis
strains with “false-positive” results for both plasmas (12/20). Seven of S. epidermidis strains
were selected for tests of quantification of adherence to fibrinogen. However, the
agglutination tests using plasma did not present relationship with the adherence tests. A
statistically significant difference was observed between the results obtained at the beginning
and the end of the log phase of bacterial growth. None of the seven selected S. epidermidis
strains agglutinated in the test with fibrinogen coated to latex spheres. Hemagglutination,
spontaneous aggregation and auto-aggregation were tested for the seven selected S.
epidermidis strains and the results were not related with the results observed with the plasma
tests. All the 24 S. epidermidis strains presented the fbe, that encodes Fbe protein and atlE
genes, that encodes AtIE protein and all the 35 S. aureus strains presented the cIfA and clfB
genes, that represents the “clumping” factor. The seven selected S. epidermidis strains
expressed the AtIE protein. Basing of the observed results, we can suggest that other factors
can be involved in the agglutination of S. epidermidis strains with plasma besides the Fbe.
Keywords: Staphylococcus, fibrinogen binding protein, “clumping” factor

Abril 2007
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1) INTRODUCAO

1.1) Consideracg0des gerais sobre a interagdo bactéria-hospedeiro

O estudo dos microrganismos € fundamental para a compreensdo das
infecgbes que acometem o homem, podendo contribuir para a utilizagdo de uma
terapéutica adequada e restabelecimento satisfatério do paciente. A interacdo entre
um microrganismo e o0 hospedeiro humano é complexa e o resultado é
determinado pelo potencial de agressdo do patégeno, local de exposicdo e
capacidade do hospedeiro em responder imunologicamente ao microrganismo
(MURRAY et al., 2002).

Os microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus tém larga
distribuicdo na natureza, colonizando a boca, as glandulas mamarias, a superficie
cuténea, os tratos geniturinario e intestinal, e o trato respiratorio superior de
mamiferos e aves. Eles geralmente fazem parte da microbiota anfibiontica do
organismo, mantendo uma relacdo simbidntica com seu hospedeiro. Entretanto,
podem se tornar patogénicos se a barreira cutdneo-mucosa for rompida através da
inoculacdo de agulhas, da implantacdo de dispositivos médicos invasivos, dentre
outros, podendo causar bacteriemia e ou sepse, dependendo do sitio ocupado no
hospedeiro BANNERMAN, 2003).

Os Staphylococcus sdo divididos em dois grandes grupos: Staphylococcus
coagulase-negativos (SCN) e o grupo dos coagulase-positivos. Esta divisdo €

baseada na presenca ou auséncia da enzima extracelular denominada coagulase,



gue ao converter o fibrinogénio sanguineo em fibrina, confere a bactéria a
capacidade de coagular o plasma (ARCHER, 2000). A coagulase induz a
polimerizacdo do fibrinogénio em fibrina se ligando e ativando a protrombina
(HENDRIX et al., 1983). Apds conversdo da protrombina em trombina, 0 complexo
coagulase-trombina causa a liberacdo dos fibrinopeptideos do fibrinogénio de
maneira similar ao processo fisioldgico descrito para trombina na cascata de
coagulacéo sanguinea (JELJASZEWICZ, SWITALSKI & ADLAM, 1983).

A espécie Staphylococcus aureus, do grupo dos coagulase-positivos, se
destaca por possuir um maior potencial de agresséo entre os estafilococos isolados
em infeccdes humanas, tanto de origem comunitiria quanto hospitalar. As
infeccOes por essa espécie sdo, na maioria das vezes, precedidas por colonizacéao,
principalmente nasal, que ocorre em mais de 30% dos individuos sadios ou

hospitalizados (VANDENBERGH et al., 1999; SCANVIC et al., 2001).

Até a década de 1970, os SCN eram citados apenas como um grupo de
estafilococos, sem distincdo em nivel de espécie, e a distingdo dos S. aureus era
baseada na incapacidade de coagular o plasma sanguineo. O reconhecimento dos
SCN como patdgenos capazes de causar infec¢bes, principalmente hospitalares,
comecou ha duas décadas, o que levou a uma melhor caracterizacédo taxonémica de
espécies deste grupo, como por exemplo, das espécies Staphylococcus lugdunensis e
Staphylococcus schleiferi  (JARLOV, 1999). Os SCN sdo considerados menos

virulentos do que os S. aureus, mas a incidéncia deste grupo em infeccdes nos



hospitais vem aumentando, devido ao uso crescente de cateteres e proéteses e a
utilizacdo constante de terapia imunossupressora (BOYCE, 1996).

Dados do sistema NNIS (National Nosocomial Infections Surveillance),
coletados no periodo de 1990 a 1996, mostraram que as especies S. aureus e
Escherichia coli eram o0s agentes etiologicos mais frequentes em infeccOes
hospitalares, seguidos pelos SCN, Enterococcus spp. e Pseudomonas aeruginosa
(NNISS, 1996). Um estudo realizado por Sader e colaboradores (2004), em hospitais
da Ameérica Latina, inclusive do Brasil, no periodo de janeiro de 1997 a dezembro
de 2001, mostrou que os S. aureus foram responsaveis por cerca de 21% das
bacteriemias, sendo os organismos prevalentes neste tipo de infec¢cdo. Em terceiro
lugar, foram detectados os SCN, responsaveis por cerca de 13% dessas infeccdes.

O progressivo aumento na ocorréncia de infeccdo por amostras de
Staphylococcus multirresistentes tem dificultado o tratamento dos pacientes e
aumentado a problemética em relacdo a este grupo de microrganismos. Dados do
programa SENTRY mostraram uma taxa de aproximadamente 30% das amostras
de S. aureus isoladas de bacteriemias apresentaram resisténcia a oxacilina, em
paises da América Latina, enquanto mais de 70% das amostras de SCN isoladas em
diferentes partes do mundo se mostraram resistentes a este antimicrobiano
(DIEKEMA et al., 2001).

S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA) emergiram na década de 1980 como
um grande problema clinico e epidemioldgico nos hospitais e se mantém até hoje

como um desafio para as Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH)



(WENZEL & EDMOND, 2001). Amostras ORSA, assim como amostras de SCN
multirresistentes, podem ser adquiridas endogenamente ou por transmissao
cruzada durante a hospitalizacdao (PHILLIPS, HEGGERS & ROBSON, 1992; PUJOL
et al., 1996). A emergéncia na comunidade de amostras de S. aureus resistentes a
oxacilina também tem sido motivo de preocupacdo, j& que estas amostras sao,
normalmente, muito virulentas, e quando associadas a multirresisténcia tém
tornado a infecgdo mais grave (O BRIEN et al., 2004).

Em um estudo realizado com 82 pacientes que sofreram queimaduras e
fizeram tratamento contra bacteriemia no Departamento de Cirurgia Plastica e
Queimados do Hospital Universitario de Kaunas, na Lituénia, entre 1999 e 2003, o
principal agente etiologico causador de bacteriemia foi ORSA (“Oxacillin Resistant
S. aureus”) (70,7%), seguido de Pseudomonas aeruginosa (11%) (VOSTRUGINA,
GUDAVICIENE & VITKAUSKIENE, 2006).

Em consequéncia da problematica relacionada a infecgdes por
Staphylococcus, torna-se imperiosa a deteccdo rapida e precisa deste tipo de
microrganismo em individuos infectados e ou colonizados. Desta forma, a
terapéutica pode ser realizada de forma apropriada e medidas de controle e

prevencao instituidas no ambiente hospitalar (VANNUFFEL et al., 1998).

1.2) O Género Staphylococcus

Sir Alexander Ogston, em 1883, criou 0 género Staphylococcus e no ano

seguinte, Rosenbach o dividiu em dois grupos, de acordo mm a pigmentacao



colonial: Staphylococcus pyogenes aureus para colénias amarelas e Staphylococcus
pyogenes albus para as colonias brancas. De acordo com essa classificacdo, somente
0 primeiro grupo era considerado patogénico, ficando o S. pyogenes albus como
espécie avirulenta, sendo denominado em 1892, como S. epidermidis albus
(OGSTON apud NAFZIGER & WENZEL, 1989). Durante anos, este ultimo foi
considerado como contaminante dos espécimes clinicos, apesar de ja haver relatos
sobre sua associacdo com endocardites e bacteriemias BRANDT & SWAHN, 1960;
WILSON & STUART, 1965). A partir da década de 1970, esses patdégenos
comecaram a ser reconhecidos como capazes de causar infecgbes, mas a
intensificacdo dos estudos taxonémicos soO foi possivel na década de 1980, com o
desenvolvimento de novas metodologias de identificagdo para espécie e subespécie
(NAFZIGER & WENZEL, 1989; KLOOS & BANNERMAN, 1994; BANNERMAN,
2003). Bannerman, em 2003, descreveu o género Staphylococcus como composto por
35 espécies e 17 subespécies. Atualmente, esse género é composto por 40 espécies e
24 subespécies (EUZEBY, 2007)

Os Staphylococcus s@o classificados como cocos Gram-positivos, com baixo
conteido G+C, reconhecidos como pertencentes a familia Staphylococcaceae
(EUZEBY, 2007). Podem ser visualizados em microscopia Optica, em pares,
tétrades, como cadeias pequenas (3 a 4 células) ou como “cachos de uva”. Nao
apresentam motilidade, ndo sé@o esporulados, sdo resistentes a bacitracina, podem

apresentar cédpsula, sdo em geral, catalase-positivos e anaerobios facultativos,



exceto a espécie Staphylococcus saccharolyticus e a subespécie S. aureus subsp.

anaerobius que sdo anaerdbias estritas e catalase- negativas (BANNERMAN, 2003).

1.2.1) Espécies coagulase-positivas

S. aureus, o patégeno de maior importancia entre os coagulase—positivos,
tém sido apontado como o principal patdgeno nosocomial, sendo responsavel por
altos niveis de morbidade e mortalidade. Essa espécie pode causar infeccdes
cuténeas e, se ndo tratadas, pode haver disseminacdo do microorganismo, via
circulacdo sangiinea, para sitios metastaticos envolvendo outros 06rgaos
(BANNERMAN, 2003). As infecgbes por S. aureus quando na pele, recebem
diferentes designacdes, tais como foliculite, furunculose, impetigo, dentre outras,
de acordo com a localizacdo. Em individuos debilitados por doencas cronicas,
traumas fisicos, queimaduras ou imunossupressdo, esse microrganismo pode
causar infec¢des de carater mais grave. Dentre as infec¢fes profundas destacam-se
a osteomielite, bacteriemia, endocardite, pneumonia e, ocasionalmente, meningite

e artrite bacteriana (SMITH & JARVIS, 1999).

Além de infeccdes, a espécie S. aureus pode causar intoxicacdes, como a
sindrome de Ritter, caracterizada pelo deslocamento de extensas &reas da
epiderme devido a agdo da toxina estafilococica esfoliatina ou epidermolisina,

intoxicagdes alimentares causadas pelas enterotoxinas estafilococicas ou a



sindrome do choque téxico causada pela toxina TSST-1 (toxina da sindrome do

choque téxico-1) (DINGER, ORWIN & SCHLIEVERT, 2000).

S. aureus também produz enzimas que atuam aumentando a sua viruléncia,
como: coagulase, catalase, desoxirribonuclease, hialuronidase, lipase, proteases e
estafiloquinase (CROSSLEY & ARCHER, 1997; DINGER, ORWIN & SCHLIEVERT,

2000).

S. aureus também expressa o fator “clumping” que esta envolvido em sua
patogénese e € responsavel por sua aderéncia a células e a componentes da matriz
extracelular, assim como, aos componentes do plasma PATTI et al., 1994). Esse
fator pode ser, ao menos parcialmente, responsavel por promover a aderéncia da
bactéria a um tecido traumatizado e a dispositivos médicos invasivos, como
proéteses e cateteres que se tornam cobertos por fibrinogénio e outras proteinas do

plasma apdés o implante (VAUDAUX et al., 1990).

Os S. aureus possuem sua parede celular composta de acido teicdico e
peptideoglicana, na qual esté inserida a proteina A, especifica da espécie. Devido a
sua reatividade com a porc¢do Fc das imunoglobulinas, essa proteina impede a
interacdo dos anticorpos com as células fagocitarias (OHN & BARG, 1996). De
acordo com John e Barg (1996) e Lee e Lee (2000) mais de 90% das amostras de S.
aureus produzem uma capsula polissacaridica em sua superficie, que atua como
fator antifagocitario, sendo os tipos CP5 e CP8, os prevalentes nesse agente

etioldgico.



Outras espécies coagulase-positivas, como S. intermedius e S. schleiferi subsp.
coagulans e, coagulase variavel, como S. hyicus sdo importantes em infeccdes

veterinarias. (BANNERMAN, 2003).

1.2.2) Espécies coagulase-negativas

Entre as espécies do grupo dos SCN, as que tém sido mais isoladas de
infeccbes humanas, especialmente de bacteriemias e infecgbes relacionadas a
dispositivos médicos, sdo S. epidermidis, S. haemolyticus e S. hominis (ING,
BADDOUR & BAYER, 1997). S. epidermidis € o SCN mais isolado de bacteriemias,
endocardites, infec¢bes de sitio cirdrgico, do trato urinario e do sistema nervoso
central (SNC), peritonites e infec¢Bes relacionadas ao uso de proteses e cateteres
(RUPP & ARCHER, 1994). Um fator de viruléncia associado a patogenicidade dos
S. epidermidis, e conhecido como PIA Polysaccharide Intercellular Adhesin), esta
relacionado com a habilidade desta espécie em colonizar superficies polimeéricas e
formar uma densa multicamada de células, constituindo um biofilme (VON EIFF,
PETERS & HEIFMANN, 2002). Em infecgdes hospitalares associadas a
biomateriais, aproximadamente 80% dos microrganismos envolvidos sdo da
espécie S. epidermidis (GOTZ, 2002).

Além de biofilme, os S. epidermidis produzem bacteriocinas da familia dos
lantibidticos, peptideos que tem acgdo sobre outros microrganismos, e também
produzem sideréforos, utilizando o ferro que € retirado das transferrinas do

hospedeiro, para o seu proprio metabolismo. Esses fatores de viruléncia também



auxiliam na colonizagdo e na sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro (HUEBNER
& GOLDMANN, 1999; VON EIFF, PETERS & HEIFMANN, 2002).

A segunda espécie de SCN mais encontrada em infec¢Ges hospitalares, S.
haemolyticus, esta relacionada com endocardites, septicemias, peritonites, infeccbes
do trato urindrio e de sitio cirargico KLOSS & BANNERMAN, 1994; RUPP &
ARCHER, 1994). Esta é também a terceira espécie mais comum entre as amostras
clinicas de Staphylococcus resistentes a meticilina isoladas de infeccbes (SANTOS
SANCHES et al.,, 2000). Esta espécie é frequentemente resistente a multiplos
antibioticos, sendo uma das poucas espécies dentro do género que tem
desenvolvido resisténcia a glicopeptideos (NUNES et al., 2002; CAMPANILE et al.,
2006).

A terceira espécie mais isolada, S. hominis, € causa de artrites, endocardites e
tem sido associada a casos de sepse (ING, BADDOUR & BAYER, 1997;
BANNERMAN, 2003; RUHE et al., 2004).

S. saprophyticus € um importante patdgeno oportunista em infec¢bes
comunitarias do trato urinario, em mulheres jovens sexualmente ativas, e também
em homens (VON EIFF, PETERS & HEIFMANN, 2002).

S. lugdunensis tem sido relacionado, principalmente, com endocardites
(VANDENESCH et al., 1993). A agressividade das infecgbes causadas por essa
espécie revela a necessidade de uma rapida identificagdo para uma correta terapia
antimicrobiana BANNERMAN, 2003). Por causa da natureza agressiva dessas

infeccbes, demonstrada através de experiéncias com ratos, S. lugdunensis é



10

considerada mais patogénica do que outras espécies do grupo dos SCN (LAMBE et
al., 1990; VANDENESCH et al., 1993; THOMAS, HOY & CAPPER, 2006).

S. schleiferi subsp. schleiferi tem sido implicado como agente etiologico de
muitas infecgcbes nosocomiais, incluindo bacteriemia (JEAN-PIERRE et al., 1989;
LATORRE et al., 1993), abscesso cerebral (GRATTARD et al., 1993), infec¢des do
trato urinario (OZTURKERI et al., 1994), infeccOes relacionadas a implantes
ortopédicos (JEAN-PIERRE et al., 1989) e infeccdes de sitio cirargico (GRATTARD
etal, 1993; KLUYTMANSet al, 1998).

As espécies, S. lugdunensis e S. schleiferi subsp. schleiferi, compartilham um
ou mais fatores de viruléncia com a espécie S. aureus, dentre eles: o fator
“clumping” (JONSSON et al., 1991; FOSTER & MCDEVITT, 1994; MCDEVITT et al.,
1994; PATTI et al., 1994; PEACOCK et al., 1999) e a enzima Dnase, porém, ndo tém
seus mecanismos de viruléncia bem descritos (LAMBE et al., 1990; VANDENESCH
etal., 1993). Devido a possibilidade de uma identificacdo errada, visto que a espécie
S. aureus e S. lugdunensis sdo reconhecidamente fator “clumping” positivo,
Schnitzler e colaboradores, em 1998, sugeriram um teste adicional, visto que os S.
lugdunensis sdo 0s Unicos microrganismos do grupo dos SCN que apresentam
positividade simultanea para os testes bioquimicos de descarboxilacdo da ornitina
e PYR (pyrrolidonyl arylamidase).

Outras espécies de SCN causam uma variedade de infec¢bes como: S.cohnii
gue esta associada a endocardites e pneumonia; S.cohnii, S. xylosus, S. hominis e S.

caprae que tém sido associadas a infeccdes do trato urinério; S. caprae e S. cohnii



11

podem causar artrites, enquanto S. caprae tém sido implicado em infec¢bes de
feridas e osteomielites; S. capitis e S. warneri sdo agentes de infec¢Oes relacionadas a
cateteres (RUPP & ARCHER, 1994; CALVO et al., 2000), e S.sciuri esta associado a

feridas cutdneas (MARSOU et al., 1999).

1.3) Proteinas de superficie dos Staphylococcus que se ligam ao fibrinogénio e
0s respectivos genes relacionados

A cascata de coagulacdo sangiinea é um evento fisiolégico de extrema
importancia para evitar a perda sangtinea. Muitos fatores sdo ativados ao longo
desta cascata. Na etapa final do processo ocorre a conversdo da protrombina em
trombina, na presenca do fator V, célcio e fosfolipidio. A conversdo da
protrombina ocorre de forma mais rapida quando esta presente na superficie de
plaquetas ativadas e células endoteliais. A trombina além de converter o
fibrinogénio em fibrina, também ativa os fatores V, VIII e Xlll e estimula a
agregacdo e a secrecdo de plaquetas (Figura 1). ApoOs a liberagdo dos
fibrinopeptideos A e B das cadeias a e b do fibrinogénio, a molécula modificada,
agora denominada de mondmero de fibrina, sofre polimerizacdo (HARRISON et

al., 2002).
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Figura 1 Aderéncia e agregacdo plaquetarias. A aderéncia ao subendotélio vascular é facilitada
pelo fator de von Willebrand, que forma uma ponte com as fibrilas do coldgeno na parede vascular
e nos receptores glicoprotéicos Gplb-1X das plaquetas. De modo semelhante, o fibrinogénio liga-se
as plaguetas adjacentes através de receptores plaquetarios glicoprotéicos Gpllb-Illa (adaptado de
HARRISON et al., 2002).

O fibrinogénio tem como principal fungdo o controle da perda de sangue
através da formacdo de coagulos de fibrina. Além dsso, faz parte do sistema de
defesa do hospedeiro contra microrganismos, ja que sua clivagem em fibrina
resulta na liberacéo de fibrinopeptideos que séo imunoestimulatorios (NILSSON et
al, 2004). O fibrinogénio consiste em 6 cadeias polipeptidicas (2a, 23, 2?), formando
uma estrutura simétrica, com a regido N-terminal na parte central. O calcio pode se
ligar na regido C-terminal da cadeia g e no nédulo central do fibrinogénio,
acelerando a formacao de fibrina (YEE et al., 1997).

S. aureus pode interagir com o fibrinogénio através de diferentes proteinas

ligadoras de fibrinogénio BODEN & FLOCK, 1989; BODEN & FLOCK, 1992;

MCDEVITT et al., 1994). Os principais mediadores da aderéncia dos S. aureus ao
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fibrinogénio sdo as proteinas de superficie celular CIfA e CIfB, conhecidas como
fator “clumping” MCDEVITT et al., 1994). Além desse fator de superficie, o S.
aureus produz outras proteinas extracelulares que se ligam ao fibrinogénio, como:
CoA (proteina coagulase) (MCDEVITT et al.,, 1994), Efb (proteina ligadora de
fibrinogénio extracelular) também conhecida como Fib (PALMA et al., 2001) e Eap
(proteina extracelular de adesdo) BODEN & FLOCK, 1989;: BODEN & FLOCK,
1992; PALMA et al., 2001). FbpA é uma proteina ligadora de fibrinogénio presente
em S. aureus e descrita por Cheung e colaboradores em 1995. A analise da
seqUéncia de aminoacidos desta proteina mostrou que esta apresentava alta
similaridade com a CoA e baixa similaridade com outras proteinas ligadoras de
fibrinogénio, como a Fib (CHEUNG et al., 1995).

A ligacdo de S. aureus ao fibrinogénio tem sido demonstrada como
importante no desenvolvimento de endocardites (MOREILLON et al., 1995) e na
ligacdo a biomateriais implantados (PALMA, HAGGAR & FLOCK, 1999). Uma das
complicacbes relacionadas a bacteriemia causada por S. aureus € O
desenvolvimento de endocardite infecciosa (CHANG, 2000). Esse tipo de
endocardite é caracterizada pelo crescimento bacteriano na superficie de valvulas
cardiacas e esta relacionada a ligagdo com plaquetas nesta superficie. Dados de
Wilson e colaboradores (1995), mostraram um indice de 6bitos, por endocardite
infecciosa, por S. aureus, variando de 20 a 40%.

A espécie S. aureus é conhecida por aderir a plaquetas via mecanismo

dependente de fibrinogénio (HERRMANN et al., 1993). Estudos anteriores ja
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sugeriam que a proteina A (Spa), presente na superficie de S. aureus, seria
necessaria para o patdgeno induzir a agregacdo de plaquetas HAWIGER et al.,
1979). Contudo, so recentemente foi descoberto que essa proteina estafilococica era
capaz de se ligar ao fator de von Willebrand HARTLEIB et al., 2000), que é
reconhecido pelo receptor glicoprotéico GPIb e de complemento gC1qr/p33 da
superficie das plaquetas (Figura 2) NGUYEN, GHEBREHIWET & PEERSCHKE,
2000). Palma e colaboradores (2001) verificaram através da técnica de western
blotting que a proteina extracelular de aderéncia ao fibrinogénio, Efb, se liga na
regido Aa do fibrinogénio. Essa regido esta muito proxima da regido de ligacdo do
receptor glicoprotéico plaguetario Gpiib/ZI1l1A ao fibrinogénio, possibilitando uma
interferéncia da proteina no processo de agregacdo plaquetaria (PALMA et al.,

2001).

Um dos problemas encontrados ao se comparar a habilidade de diferentes
amostras de S. aureus em interagir com plaguetas ou outros componentes do
hospedeiro € o fato desses microrganismos expressarem diferentes proteinas de
superficie (PEACOK et al., 2000; RICE et al., 2001), com variados graus de expressao

entre as amostras (MCALEESE et al., 2001).
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Figura 2: Representacédo esquematica dainteracdo de S. aureus com as plaquetas. O modelo
de interacdo bactéria-plaqueta proposto, mostra diversas proteinas de superficie de S. aureus (CIfA,
CIfB, proteina A, SdrE) interagindo direta ou indiretamente com as plaquetas. As proteinas CIfA e
CIfB podem interagir com as plaquetas diretamente através do receptor plaquetario P118, ou via

ponte de fibrinogénio. Em relacdo a proteina SArE ndo se sabe ao certo com que tipo de receptor
plaquetério ela interage (X), porém, é sabido que ela interage com as plaquetas através de uma

ponte plasmatica protéica que foi denominada na figura como Y (adaptado de O’Brien et al., 2002).

Outras espécies de Staphylococcus spp. tém proteinas especificas envolvidas
na ligacdo com o fibrinogénio, como a proteina de afinidade ao fibrinogénio, Fbe,
expressa pela maioria das amostras de S. epidermidis. Essa proteina se liga ao sitio
de clivagem da trombina no fibrinogénio e pode interferir na formacdo do coagulo
e na liberagdo dos fibrinopeptideos (NILSSON et al., 1998).

Apods clonagem e sequenciamento do gene fbe de S. epidermidis foi verificada

identidade entre a seqliéncia de aminoacidos da proteina Fbe e a da proteina CIfA
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de S. aureus, variando de 44 a 64%, de acordo com a regido, porém, a regido SD
(regido de repeticdo SD) (Figura 3) mostrou uma identidade de 80% (NILSSON et
al., 1998). Na regido A (regido de ligacéo ao fibrinogénio) das proteinas CIfA e Fbe,
as regidbes de maior identidade (45%) foram aquelas localizadas entre os
aminoacidos 373-516 e 317-460, respectivamente (NILSSON et al., 1998).

Através da reacdo de PCR, utilizando oligonucleotideos para deteccdo do
gene fbe, 40 de 43 amostras clinicas de S. epidermidis, analisadas por Nilsson e
colaboradores (1998), apresentaram o gene. A proteina Fbe foi identificada por
Hartford e colaboradores (2001), em amostras de S. epidermidis, como sendo
membro de uma familia de proteinas “Sdr” (serina-aspartato), que se encontram
ancoradas a superficie da parede celular. O fator “clumping” A de S. aureus (CIfA)
foi o primeiro membro dessa familia descrito (VON EIFF et al.,, 2002).
Contrariamente ao CIfA, que se liga a cadeia gdo fibrinogénio, e similar a proteina
CIfB, a Fbe se liga a cadeia b do fibrinogénio. (NILSSON et al., 1998, HARTFORD et
al., 2001).

Existem membros adicionais dessa familia Sdr, como: CIfB (segundo fator
“clumping” de S. aureus), SArC, SrdD, e SdrE (JOSEFSSON et al., 1998). As
proteinas SArC, SdrD e SdrE possuem de duas a cinco sequiéncias de 113 residuos
de aminoécidos repetidos “in tandem”. A funcéo das proteinas SdrC, SdrD, SdrE é

pouco conhecida. Mas, hipoteticamente, essas proteinas devem interagir com as

proteinas do hospedeiro via regido A (JOSEFSSON et al., 1998).
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Figura 3: Representacdo esquematica das proteinas Sdr deS. aureus (a) e S. epidermidis (b). S- regido
sinal; A — regido A; B,- Regido de repeti¢des B; SD — regido de repeticdo de dipeptideos de serina; C
— regido C (somente na proteina SdrH); WM - regido de ancoramento na parede celular (McCrea et
al., 2000).

Em um estudo realizado por Foster e colaboradores, em 2002, foi utilizada
uma amostra de S. aureus defectiva na expressao de CIfB, para demonstrar que esta
proteina promovia a aderéncia da bactéria ao epitélio da mucosa nasal pela
interacdo especifica CIfB e citoqueratina K10.

Tung e colaboradores (2000) descreveram um variante alélico da proteina
SdrE, que foi definido como Bbp (“bone-sialo binding protein”). Em 2002, Peacock
e colaboradores demonstraram uma forte correlagdo entre a capacidade de invasédo

dos S. aureus e a presenga de um dos variantes alélicos do gene sdrE. Sabat e
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colaboradores (2006) realizaram um estudo entre 1990 e 1995, com 497 amostras, de
S. aureus, isoladas de doencas invasivas e de portadores nasais. Através da técnica
de PCR triplex, eles avaliaram a presenca dos genes sdrC, sdrD e sdrE, nestas
amostras e tentaram correlacionar, através de analises estatisticas, com a
capacidade de invasdo da bactéria e com resisténcia e sensibilidade a antibiéticos.
O gene sdrC esteve presente em todas as anostras estudadas. De acordo com as
analises estatisticas, a presenca do gene sdrD estava fortemente relacionada com
amostras de S. aureus resistentes a meticilina (P<0,0001).

A organizacdo geral da proteina Fbe corresponde a de outras proteinas Sdr.
O papel da Fbe foi desvendado quando descobriram que amostras mutantes
deficientes de Fbe mostraram reduzida aderéncia ao fibrinogénio na superficie do
poliestireno (PElI & FLOCK, 2001). Além disso, anticorpos anti-Fbe bloquearam a
aderéncia, sugerindo a possibilidade de uma terapia imunoprofilatica contra esse
tipo de infeccéo (PEI et al, 1999; PElI & FLOCK, 2001). Vernachio e colaboradores
(2003), em um modelo experimental de endocardite infecciosa em coelhos,
verificaram que uma imunoglobulina policlonal especifica para o fator “clumping”
A de S. aureus em combinagdo com vancomicina apresentou maior potencial de
reducdo da aderéncia dos MRSA ao fibrinogénio imobilizado do que o
antimicrobiano sozinho.

Outras proteinas associadas a superficie celular, da familia de proteinas
serina-aspartato (Sdr) chamadas SdrG (95% de similaridade a Fbe), SdrF e SdrH

foram identificadas em S. epidermidis (MCCREA et al., 2000). Os genes sdrG e sdrH
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estavam presentes em todas as 16 amostras de S. epidermidis testadas, e o sdrF em
somente 12 amostras. Anticorpos protéicos anti-SdrG e anti-SdrH foram
encontrados no soro de 16 pacientes convalescentes de infec¢Oes por S. epidermidis,
sugerindo que essas proteinas sdo expressas durante a infeccdo MCCREA et al.,
2000). A proteina SdrG se liga a cadeia b do fibrinogénio, mais especificamente no
segmento N-terminal (peptideo b6-20) do polipeptideo, que se localiza préximo ao
sitio de clivagem da trombina. A proteina SdrG pode inibir a formacgdo do
coagulo induzido pela trombina, ao se ligar perto da regido de clivagem da
trombina, interferindo na liberacdo do fibrinopeptideo B (DAVIS et al., 2001).
Especulou-se que a ligacdo da SArG poderia prevenir a liberacdo de elementos
quimiostaticos como o fibrinopeptidio B, reduzindo o influxo de neutrofilos
fagociticos e deste modo, ajudaria na sobrevivéncia da bactéria no hospedeiro
(DAVISet al., 2001).

A funcdo dos outros membros da familia de proteinas serina-aspartato
continua desconhecida. Liu e colaboradores, em 2004, descreveram a pimeira
proteina ligadora de colageno da familia “Sdr”, SdrX, sendo a primeira proteina
MSCRAMM (Microbial Surface Component Recognizing Adhesive Matrix
Molecules) identificada em S. capitis (LIU et al., 2004).

A regulacédo dessas proteinas ligadoras de fibrinogénio esta parcialmente
compreendida até os dias de hoje. A expressdo de muitos fatores de viruléncia do
S. aureus € regulada pelo lécus agr. O locus agr é responsavel pela regulacdo

negativa da sintese de proteinas de superficie celular, incluindo proteina A e
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coagulase, e pela regulagdo positiva da expressdo de produtos externos como:
hemolisinas e TSST-1 (COULTER et al.,, 1998). Analises feitas com mutantes
defectivos no locus de regulacdo global, como arg (KORNBLUM et al., 1990) e sar
(CHEUNG et al., 1992), indicaram que algumas dessas proteinas sdo reguladas por
um lécus ou ambos. O l6cus sar parece estar relacionado a regulacédo positiva do
fator “clumping”, enquanto o l6cus agr parece estar relacionado a uma repressao
da expressao da coagulase (KORNBLUM et al., 1990).

Uma metodologia inovadora para detec¢do de gendtipos responsaveis por
surtos epidémicos foi descrita por Koreen e colaboradores, em 2005, consistindo
em uma tipagem da regido R, de repeticdo de dipeptideos de serina, do gene clfB
dos S. aureus, sendo que as variagdes entre 0s genotipos ocorria na sequéncia de
nucleotideos e no tamanho dessa regido. Nesse relato, o resultado da tipagem do
gene clfB combinado com a do gene que codifica a proteina A mostrou um poder
discriminatorio de 99,5% entre os grupos clonais, sendo comparavel ao da
metodologia de tipagem por Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE) (KOREEN et
al., 2005).

Recentemente, foi caracterizado um gene que codifica uma proteina
ligadora de fibrinogénio em S. lugdunensis, denominada “Fbl”. Essa proteina
apresenta uma regiao ligadora de fibrinogénio (regidao A) com 62% de similaridade
com “CIfA” de S.aureus e 30% com “Fbe” de S. epidermidis, sugerindo que existe
uma correlagdo entre as funcdes das trés proteinas, como a ligacéo ao fibrinogénio

(NILSSON et al , 2004).
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1.4) Outras estruturas de superficie relacionadas a adesao de Staphylococcus

Além das proteinas ligadoras de fibrinogénio descritas anteriormente,
estudos mostraram a existéncia de outras estruturas de superficie relacionadas a
adesdo bacteriana, como as autolisinas (AtIE), que podem estar relacionadas a
aderéncia inicial de S. epidermidis a superficies poliméricas HEILMANN et al.,
1997). A autolisina AtIE também se liga a vitronectina, revelando que essa
autolisina, confere a bactéria a capacidade de colonizacao de outros sitios, como o
tecido do hospedeiro. No entanto, a proteina (AtlIE) ¢é multifuncional, com
propriedades enzimaticas (amidase com 60 kDa e glicoaminidase com 52 kDa) e
adesivas (HEILMANN et al 1997). Estudos recentes mostraram a importancia da
AtIE na patogenicidade dos S. epidermidis: a amostra S. epidermidis mutante para
AtIE se mostrou menos virulenta que a amostra S. epidermidis selvagem (AtIE+),
em um modelo de infecc¢do relacionada a cateter em ratos (RUPP etal., 2001).

As autolisinas bacterianas sdo hidrolases peptideoglicanas que possuem
uma importante funcdo no processo de sintese de parede celular, divisdo celular e
lise da célula bacteriana induzida por antibiéticos, podendo ser consideradas como
fatores de viruléncia (HOLTIE, 1996). Em um modelo experimental com cobaios,
desenvolvido por Mani e colaboradores (1994), amostras de S. aureus defectivas na
expressdo de autolisinas exibiram uma viruléncia menor que as amostras de S.
aureus que expressavam as mesmas. Os cobaios que sofreram inocula¢do de 103
UFC de amostras de S.aureus mutantes, defectivas na expressdo de autolisinas, ndo

desenvolveram endocardite infecciosa, enquanto que os cobaios que foram
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inoculados com a amostra de S. aureus que expressava autolisinas desenvolveram
endocardite infecciosa (MANI et al., 1994).

Outras autolisinas ja foram descritas, como a Aas dos S. saprophyticus que se
liga a eritrocitos de carneiro promovendo hemaglutinacdo (HELL, MEYER &
GATERMANN, 1998), AtIC de S. caprae (ALLIGNET et al., 2002), as quais sdo
homoélogas as adesinas AtIE de S. epidermidis e Atl de S. aureus (FOSTER, 1995;
OSHIDA et al., 1995) conferindo a bactéria a capacidade de se aderir a fibronectina.
Heilmman e colaboradores (2003), relatou a existéncia da AaE, uma
autolisinaZadesina que confere a S. epidermidis a capacidade de interagir com

fibrinogénio, fibronectina e vitronectina.

1.5) Testes fenotipicos utilizados na caracterizacdo da ligacdo de Staphylococcus ao
fibrinogénio

O esquema simplificado para identificacdo presuntiva de S. aureus utilizado
na maioria dos laboratérios de rotina é baseado, principalmente, na capacidade
desta espécie em coagular plasma (BANNERMAN, 2003). Embora o teste de
coagulase em tubo para a detecgdo da enzima seja, geralmente, considerado o teste
padréo para diferenciar S. aureus dos SCN, o tempo usado para o teste (4 a 24 h)
induz os laboratorios de microbiologia clinica a usarem alternativas mais rapidas.
Os testes de aglutinagdo em ladmina, como por exemplo, os que detectam o fator
“clumping”, tém sido utilizados por serem mais simples e rapidos (< 1 minuto) ja

que detectam proteinas da superficie da célula bacteriana. Porém, 10 a 15% das
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estirpes de S. aureus ndo possuem fator “clumping” e podem fornecer resultados
falso-negativos BANNERMAN, 2003). Em adicdo, existem espécies de SCN que
apresentam proteinas de superficie que reagem com fibrinogénio resultando em
positividade quando testes comerciais de deteccdo do fator “clumping” séo
utilizados, alem de aglutinarem o plasma humano ou de coelho, como é o caso das
espécies S. lugdunensis e S. schleiferi subsp. schleiferi (PERSONNE et al., 1997).
Amostras de S. intermedius também podem, erroneamente, ser identificadas como
S. aureus, porque sdo variaveis na expressao do fator “clumping” BANNERMAN,
2003).

Personne e colaboradores (1997) determinaram a sensibilidade e
especificidade de seis sistemas comerciais de aglutinacdo para identificacdo
presuntiva de S. aureus. Foram analisadas 512 estirpes de Staphylococcus,
comparando-se seis sistemas comerciais e 0 teste de coagulase em tubo, para
identificacdo de S. aureus, sendo o sistema “Slidex Staph Plus” (bioMérieux) o que
apresentou maior sensibilidade (100%) e uma especificidade de 81,8%. O sistema
comercial “Slidex Staph Plus” (bioMérieux) consiste em particulas de latex cobertas
com fibrinogénio, para deteccdo do fator “clumping”, e de anticorpos monoclonais
especificos para deteccdo da proteina A de S. aureus. (PERSONNE et al., 1997). Van
Griethuysen e colaboradores (2001) verificaram que o sistema comercial Slidex
Staph Plus (bioMérieux) apresentou uma especificidade superior (98,9%) a dos
sistemas Staphaurex Plus (Murex, Chantillon, France) (96,2%) e Pastorex Staph

Plus (Sanofi Diagnostics Pasteur, France) (95,7%) na identificacdo de 892 amostras
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de Staphylococcus. O sistema Slidex Staph Plus foi entdo considerado um dos
melhores métodos para identificacdo presuntiva de S. aureus (PERSONNE et al.,
1997).

Nilsson e colaboradores (1998) utilizaram a técnica de quantificacdo de
aderéncia ao fibrinogénio em cinco cepas de S. epidermidis e uma de S. aureus
(Newman), em placas de microtitulacdo, utilizando quantidade variavel de
fibrinogénio. De acordo com os resultados, houve uma grande variacdo de
aderéncia ao fibrinogénio imobilizado entre as amostras, e as mesmas foram
classificadas como néo ligantes, parcialmente ligantes e altamente ligantes ao
fibrinogénio. Os valores de aderéncia variaram de 0 a 0,2 em DOusosnm (Figura 4).
Em um teste realizado em separado, as amostras foram tratadas com proteinase K
e todas perderam a capacidade de se ligar ao fibrinogénio. Com base nos
resultados sugeriu-se que a Fbe estaria relacionada a adesdo dos S. epidermidis ao

fibrinogénio imobilizado (NILSSON et al., 1998).
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Figura 4: Representagdo esquematica da aderéncia bacteriana ao fibrinogénio imobilizado. Os pocos
da microplaca foram cobertos com diferentes concentragdes de fibrinogénio bloqueados com BSA.
A aderéncia foi permitida por 2 horas e, posteriormente, os pocos foram lavados e secos, € a

aderéncia relativa bi determinada por espectrofotometria (Asosnm). ?, S. aureus Newman; ?, S.
epidermidis 2; §, S. epidermidis 19; ?, S. epidermidis 269; ?, S. epidermidis 333; ? S. epidermidis HB
(adaptado de NILSSON et al., 1998).

O’Brien e colaboradores (2002), verificaram a expressdo de proteinas de
superficie, em Lactobacillus lactis, utilizando um vetor plasmidial carreando os
genes cIfA e cIfB, com o objetivo de verificar se a expressdao das proteinas
codificadas por estes genes seria similar a de S. aureus. Foi utilizada uma placa de
microtitulacdo (96 pogos) com concentra¢des de fibrinogénio, variando de 0,3 a 10
ng/mL. A aderéncia ao fibrinogénio de ambas as amostras dependeu da
concentracdo do mesmo. Notou-se que as amostras de L. lactis expressando fator
“clumping” A e B (CIfA e CIfB) tiveram uma afinidade maior ao fibrinogénio que

as amostras de S. aureus expressando as mesmas proteinas. As proteinas CIfA e
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CIfB foram expressas na superficie das amostras de L. lactis (pKS80) utilizadas. A
expressao dessas proteinas de superficie foi analisada com o objetivo de se verificar
a funcdo das mesmas no processo de agregacao plaquetéaria induzida por bactéria

(O’BRIEN et al., 2002).

1.6) Testes moleculares utilizados na deteccdo de proteinas de superficie de
Staphylococcus com afinidade por fibrinogénio

Wastfelt e Flock (1995), através das técnicas SDS-PAGE e imunoblotting,
utilizando anticorpo anti-Fib, conseguiram detectar a proteina de 19kDa (Fib), em
todas as 39 amostras de S. aureus de origem humana pesquisadas, porém, em
amostras de origem bovina o percentual caiu para 52%. Ao utilizarem inibidor de
protease, 0s autores conseguiram detectar a proteina Fib em todas as 27 amostras
de S. aureus de origem bovina pesquisadas. Os autores concluiram que as amostras
animais produziam alguma substéncia com atividade proteolitica que impedia a
deteccdo da proteina Fib através de métodos moleculares.

Hussain e colaboradores (2001) através da metodologia de SDS-PAGE,
analisaram as proteinas de superficie da amostra Newman de S. aureus. Duas
proteinas (70 e 40 kDa) foram encontradas em maior quantidade, em comparacédo
com outras proteinas. Essas proteinas de superficie foram identificadas como
sendo as adesinas Eap (70 kDa) e Emp (40 kDa) através da técnica de western
blotting. Em um estudo prévio, realizado por Bodén e Flock (1992), a proteina de

70kDa havia sido caracterizada como proteina extracelular de adesdo (Eap). A
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proteina de 40 kDa, descrita por Hussain e colaboradores (2001) como proteina de
matriz extracelular (Emp), se ligou a um amplo espectro de proteinas do
hospedeiro, tais como: fibrinogénio, fibronectina, vitronectina e colageno.

Apos a insercdo do vetor plasmidial pK80, em amostras de L. lactis, foi
verificada a expressdo das proteinas SArG e Fbe através de western blotting,
utilizando-se um anticorpo especifico para a regido A da proteina Fbe
(HARTFORD et al.,, 2001). Liu e colaboradores (2004), descreveram a primeira
proteina ligadora de colagenos (SdrX) da familia “Sdr”. Através das técnicas SDS -
PAGE e western blotting, utilizando-se anticorpos monoclonais anti-SdrX, os
autores conseguiram verificar a expressdo desta proteina de superficie em
amostras de S. capitis.

Em um trabalho realizado por Stephan e colaboradores (2001) foram aliados
testes fenotipicos a moleculares para a identificacdo de 34 amostras de S. aureus
provenientes do leite de 34 vacas com mastite em 34 fazendas diferentes no
Noroeste da Suica. Dentre os testes fenotipicos foram realizados: método de
aglutinacdo em latex (deteccdo do fator “clumping”), verificacdo de hemolise e
teste de resisténcia a antimicrobianos. A caracteriza¢gdo molecular incluiria: PCR,
utilizando-se oligonucleotideos iniciadores para os genes clfa (fator “clumping”),
coa (coagulase) espa (proteina A) e para aregido intergénica do rRNA 16S-23S,
além de PFGE para identificacdo de 34 amostras provenientes de leite de vaca com
mastite. A amplificacdo do gene clfa resultou em um amplicon com um tamanho

de 980pb para todas as 34 amostras de S. aureus, indicando auséncia de
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polimorfismos no tamanho deste gene. A amplificacdo do gene spa resultou em 4
tamanhos diferentes de amplicon: 300, 280, 200 e 100 pb. Esses tamanhos
diferenciados do gene spa foram correlacionados a delecdes de repeti¢cbes na regido
X, podendo estar relacionadas possivelmente a mudancas evolutivas. Foi relatado
no trabalho, que as amostras de S. aureus podem apresentar os genes clfa e spa e
resultados negativos nos testes de aglutinacdo. Isso pode ser explicado pela
reduzida expressao dessas proteinas de superficie ou pela interferéncia do material
capsular em receptores de superficie (STEPHAN et al., 2001).

Existe uma necessidade, por parte dos laboratérios de microbiologia, em
buscar sistemas rapidos de identificacdo para Staphylococcus, que apresentem boa
precisdo e baixo custo, ja que uma identificacdo erronea acarreta em terapéutica
inapropriada que por sua vez pode facilitar a selecdo de microrganismos
resistentes (VANUFEL et al., 1998). Portanto neste estudo foram realizadas analises
fenotipicas e moleculares com intuito de verificar a expressdo de proteinas de
superficie de Staphylococcus relacionadas a ligacdo ao fibrinogénio, na tentativa de
correlacionar esses dados com os resultados dos testes fenotipicos utilizados na
detec¢do do fator “clumping” em amostras clinicas de Staphylococcus.

A tabela abaixo mostra diversas proteinas de Staphylococcus relacionadas a

ligacdo ao fibrinogénio.
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Tabela — Proteinas de Staphylococcus que se ligam ao fibrinogénio relacionadas de
acordo com a localizacdao, sitio de ligacao, gene codificador e microrganismo.

Proteina Localizagdo no Sitio de ligagéo Gene microorganismo
microorganismo codificador
CIfA Ancorada a parede Fibrinogénio clfa S. aureus
celular
CIfB Ancorada a parede Fibrinogénio clfB S. aureus
celular
Fib Extracelular fibrinogénio fib S. aureus
Emp Extracelular Fibrinogénio, fibronectina, emp S. aureus
vitronectina e colagenos
Fbe Ancorada a parede fibrinogénio fbe S. epidermidis
celular
SarG Ancorada a parede fibrinogénio sdrG S. epidermidis
celular
Aae Ancorada a parede fibrinogénio aae S. epidermidis
celular
Fbl Ancorada a parede fibrinogénio fbl S. lugdunensis

celular
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2) OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho foi verificar, através de diferentes técnicas, a
ligacdo de amostras clinicas de Staphylococcus spp. ao fibrinogénio e detectar a
presenca de genes e algumas proteinas correspondentes relacionadas a esta

ligacéo.

Objetivos especificos:

1) Avaliar a precisdo de métodos fenotipicos de caracterizagdo da ligacdo do
Staphylococcus ao fibrinogénio como a aglutinacdo em lamina, utilizando-se plasma
de coelho, plasma humano e o sistema comercial “Slidex Staph Plus” (bioMérieux)
na identificacdo de amostras clinicas de Staphylococcus spp.

2) Avaliar a ligacdo ao fibrinogénio em placa de microtitulacdo e a capacidade
hemaglutinante e auto-aglutinante de amostras clinicas de S. epidermidis.

3) Detectar os genes fbe e atle de S. epidermidis, e cIfA e clfB de S. aureus, que
codificam proteinas de superficie responsaveis pela ligacdo ao fibrinogénio, através
da técnica de PCR.

4) Verificar a expressdo dos genes fbe e atle através da técnica de “Western
Blotting”” em amostras de S. epidermidis.

5) Analisar, comparativamente, as sequéncias previstas de aminoacidos das
proteinas Fbe e AtIE de S. epidermidis, com seqiéncias de outras espécies de

Staphylococcus, utilizando-se recursos de bioinformatica.
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3) MATERIAIS E METODOS:

3.1) Origem das amostras bacterianas

Foram analisadas 88 amostras de Staphylococcus spp., obtidas a partir de
diferentes sitios de infeccdo e/ou colonizagdo. Estas amostras pertencem a colegdo
de cultura do Laboratério de Infeccdo Hospitalar, do Departamento de
Microbiologia Médica, do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, UFRJ.
Amostras de origem veterindria, fornecidas pela Embrapa — Juiz de Fora, MG,
também foram avaliadas (Tabela 1). Estas amostras foram identificadas
previamente por técnicas de automacdo, nos hospitais de origem, enquanto as
amostras de origem veterinéria foram identificadas no laboratério de Bacteriologia
na Embrapa.

Como controle dos testes foram utilizadas diferentes cepas padrédo oriundas
da colecdo de culturas do American Type Culture Colletion (ATCC), dentre as
guais estao relacionadas na Tabela 2.

Todas as amostras utilizadas no trabalho foram estocadas em caldo
(“Tryptic Soy Broth”, Oxoid, Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) TSB adicionado

de 20% de glicerol e mantidas a —20°C.
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3.2) Identificacdo das amostras de Staphylococcus
As amostras utilizadas neste estudo tiveram sua identificacdo confirmada,
utilizando-se metodologias segundo MacFaddin (1977) e Bannerman (2003), como

descrito a seguir:

3.2.1) Aspecto morfo-tintorial

O aspecto morfo-tintorial foi verificado através da coloracdo pelo método de
Gram. A leitura foi realizada observando-se a coloragéo, a morfologia e o arranjo
das células bacterianas. As células coradas em violeta de formato cocoide foram

consideradas como cocos Gram-positivos.

3.2.2) Producéo da enzima catalase

A producdo de catalase foi verificada através da transferéncia de uma
colénia bacteriana, previamente crescida em TSA (Tryptic Soy Agar, Oxoid), para
uma gota de peroxido de hidrogénio (Proquimios, Rio de Janeiro, RJ) a 3%(v/V),
sobre uma lamina, com o auxilio de uma agulha bacteriolégica. Quando houve
formacdo de bolhas, a amostra foi considerada positiva. Foram utilizadas as cepas
S. epidermidis ATCC 14990 e E. faecalis ATCC 29212 como controles positivo e

negativo, respectivamente.
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3.2.3) Teste de coagulase em tubo

Amostras de Staphylococcus coagulase-positivos foram diferenciados
daquelas pertencentes ao grupo dos Staphylococcus coagulase-negativos através do
teste da coagulase livre. Este teste foi realizado a partir de coldnias isoladas em
agar (Blood Agar Base”, Oxoid), com 5% de sangue desfibrinado de carneiro,
previamente mantidas a uma temperatura de 35°C, entre 24 a 48h, e repicadas para
um tubo contendo plasma de coelho (Biocampo, Friburgo, Rio de Janeiro, RJ)
diluido em solucéo salina 1:1(v/v). Ap0s incubacdo a 37°C, por 4h em banho-
maria, a producdo de coagulo indicava, reacdo positiva. Resultados negativos

foram confirmados em até 24 h de incubacao.

Este teste permitiu separar as espécies S. aureus, S. intermedius e S. schleiferi
subsp. coagulans das demais espécies de Staphylococcus. As amostras padrdo S.
aureus ATCC 12600 e S. epidermidis ATCC 14990 foram utilizadas como controles

positivo e negativo, respectivamente.

3.2.4) Producéo de hemolise

A producdo de hemdlise foi verificada através de uma inspec¢do visual da
amostra em meio de agar sangue apoés 24, 48 e 72h de incubacdo, a 35°C. O
aparecimento de zona de hemolise intensa ao redor das col6nias, em até 48h de

incubacao, foi indicativo da presenca de hemdlise. Enquanto que, o aparecimento
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de zona de hemodlise menor ou igual a Imm ou ausente, em até 72h de incubacao,

foi indicativo de hemdlise fraca ou ausente, respectivamente.

As amostras S. haemolyticus ATCC 29970 e S. aureus ATCC 12600 foram
utilizadas como controles de hemolise positiva, enquanto S. epidermidis ATCC

14990 foi utilizada como controle negativo deste teste.

3.2.5) Producédo da enzima pirrolidonil arilamidase (PYRase)

A producdo desta enzima foi verificada através de um indculo de 3 col6nias
em 0,2mL de caldo TSB (Oxoid) contendo 0,01%(p/v) de L-pirroglutamil-b-

naftilamina (Sigma Chemical company, St. Louis, MO, EUA).

A leitura do teste foi realizada pela adicdo de uma gota de solucéo
reveladora contendo dimetilaminocinamaldeido a 1% (p/v) (Sigma Chemical
Company), ap6s 4h de incubacdo a 37°C. O aparecimento de uma coloragdo rosa
ou purpura em até 10 min, sob agitacdo leve, foi indicativo de resultado positivo.
Como controles positivo e negativo da reacdo foram usadas as amostras S.

haemolyticus ATCC 29970 e S. aureus ATCC 12600, respectivamente.

Os testes de identificacdo descritos abaixo, foram inoculados a partir de uma
suspensdo bacteriana, equivalente a escala 2 de McFarland [~6 x 108 Unidades

Formadoras de Coldnias (UFC)/mL].
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3.2.6) Producéo da enzima urease

Um inoculo denso (0,25mL - escala McFarland 2) da amostra foi transferido
para 3mL de caldo uréia de Rustigian & Stuart, confeccionado segundo MacFaddin
(1977). A leitura foi realizada apds 48h de incubacdo, a 35°C. A mudanca de
coloracdo do meio, de amarela para vermelha ou rosa, foi considerada como
resultado positivo. As amostras tipo S. epidermidis ATCC 14990 e S. haemolyticus
ATCC 29970 foram utilizadas como controles positivo e negativo desta prova,

respectivamente.

3.2.7) Producéo da enzima fosfatase

Para a verificacdo da producéo da enzima fosfatase foram utilizados 3mL de
caldo PDP (Phenolphthalein Diphosphate) adicionados de uma gota de solugéo
PDP, ambos confeccionados de acordo com MacFaddin (1977). Foi utilizado um
inoculo denso (0,25 mL - escala McFarland 2) da suspenséo bacteriana e o tubo foi,
entdo, incubado por 24 h a 35°C. A leitura foi realizada ap0s a adi¢do de uma gota
de solucéo reveladora de NaOH a 40% (p/v), observando-se o aparecimento de
coloracdo rosa para as amostras positivas. As amostras tipo utilizadas foram S.
aureus ATCC 12600 (controle positivo) e S. haemolyticus ATCC 29970 (controle

negativo).
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3.2.8) Fermentagéo de carboidratos

A fermentacdo dos carboidratos foi verificada em 3mL de caldo vermelho de
fenol, confeccionado de acordo com MacFaddin (1977), contendo 1% (p/v) de cada
um dos acgucares: trealose (Sigma Chemical Co, USA) e manose (BDH Laboratory
Supplies, England). Os acucares foram adicionados ao caldo base vermelho de
fenol apo6s serem filtrados em membrana de celulose-acetato (0,2um) (Advantic
MFS, Inc., CA, USA). Foi utilizado um inéculo denso (0,25mL - escala McFarland 2)
da suspensdo bacteriana em cada tubo. A leitura foi realizada em 24, 48 e 72h de
incubacéo, a 35°C. A modificagdo da coloragdo do meio, de vermelha para amarela,

foi indicativa de resultado positivo.

Foram utilizadas as amostras S. epidermidis ATCC 14990 como controle
positivo para manose e negativo para trealose e S. haemolyticus ATCC 29970 como

controle negativo para manose e positivo para trealose.

3.2.9) Producéo de enzima descarboxilase

A descarboxilacdo de amino&cidos foi verificada adicionando-se 1 gota da
suspensdo bacteriana (escala McFarland 2) em 1mL de caldo base M ller (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan, EUA) contendo 1% (p/v) L(+)-ornitina (ISOFAR,
Rio de Janeiro, Brasil). O aminoéacido ornitina foi adicionado a base Mf ller apds ser
filtrado em membrana de celulose-acetato (0,2um) (Advantic). Apés a inoculagdo

bacteriana, os meios foram cobertos com 6leo mineral. A leitura foi realizada com
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24, 48 e 72h de incubagdo, a 35°C. A ndo alteracdo da coloracdo do meio ou a
modificacdo para amarela foram indicativas de resultados negativos, enquanto a

modificacdo da coloragdo do meio para roxa foi indicativa de resultado positivo.

Foram utilizadas as amostras S. lugdunensis DSM 4804 e S. haemolyticus
ATCC 29970 como controles positivo e negativo da descarboxilagdo da ornitina,

respectivamente.

3.2.10) Producéo de acetoina

A producdo de acetoina a partir da glicose foi verificada ap6s inoculacdo de
0,25mL da suspenséo bacteriana (escala McFarland 2) em 3mL de meio Clark e
Lubs, confeccionado de acordo com MacFaddin (1977), incubado por 48h a 35°C.
Apos adicdo das solucdes reveladoras de a-naftol (Vetec) a 5%(p/v) (0,6mL) e
KOH (Vetec) a 40%(p/v) (0,2mL) foi verificado o aparecimento da colorago rosa,
em até 15min, para o resultado positivo. Nao foi observada altera¢cdo na coloragdo

do meio quando o resultado era negativo.

As amostras S. aureus ATCC 12600 e S. intermedius ATCC 29663 foram

utilizadas como controles positivo e negativo, respectivamente.

3.2.11) Susceptibilidade aos antimicrobianos: bacitracina, novobiocina e
desferrioxamina
Uma suspensdo bacteriana, de cada amostra, com uma turbidez equivalente

a 0,5 da escala McFarland (~108 UFC/mL) foi preparada em salina 0,85% (p/v) e
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semeada com auxilio de um “swab” em agar Muller-Hinton (Difco Laboratories,
Maryland, EUA). Posteriormente, foram depositados sobre o meio discos de
bacitracina (0,04U) (CECON, Sdo Paulo, Brasil), novobiocina (5ng) (CECON, Séao

Paulo, Brasil) e desferrioxamina (100ng) (Sigma Chemical Co) e a placa foi

incubada a 35°C, por 24h.

Um halo menor ou igual a 9mm foi indicativo de resisténcia a bacitracina

(BANNERMAN, 2003). As amostras utilizadas no controle do teste foram S. aureus

ATCC 12600 (resistente) e Micrococcus luteus ATCC 10240 (sensivel).

As amostras que apresentaram halos menores ou iguais a 16mm foram
consideradas resistentes a novobiocina BANNERMAN, 2003). As amostras tipo
utilizadas como controles foram S. saprophyticus ATCC 15305 (resistente) e S.
epidermidis ATCC 14990 (sensivel).

As amostras que apresentaram qualquer halo de inibicdo foram
consideradas susceptiveis a desferrioxamina (MONSEN et al.,1998). Foram
utilizadas as amostras S. hominis ATCC 27844 e S. warneri ATCC 10209 como

controles de sensibilidade e resisténcia, respectivamernte.

3.3) Curva de crescimento
Como alguns trabalhos mostram que em Staphylococcus 0 ponto 6timo de
expressdo de algumas proteinas de superficie que se ligam ao fibrinogénio é na

fase log de crescimento (NI EIDHIN et al., 1998; RENNERMALM, NILSSON &
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FLOCK, 2004), foi realizada uma curva de crescimento, em duplicata, com a
amostra controle S. epidermidis ATCC 35984, para se conhecer o inicio e o final da
fase log.

A referida amostra foi incubada em caldo TSB por 18h e, posteriormente, foi
diluida em 3 mL de caldo TSB, em uma concentracéo final equivalente a escala 0,5
de MacFarland, aproximadamente 108 UFC. A leitura foi feita em intervalos de 1h,
em um espectrofotdmetro B295I1 (Micronal, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), com um
filtro de densidade otica de 600nm (DOsoonm), até 0 momento em que ndo houvesse

aumento da DO (fase estacionaria).

3.4) Avaliacdo da precisao de testes de aglutinacdo em lamina para verificacdo da

ligacdo de Staphylococcus ao fibrinogénio.

Os testes de aglutinacdo em lamina, utilizados para detec¢do da interacdo
bacteriana com o fibrinogénio, foram realizados utilizando-se plasma de coelho
(Biocampo), plasma humano (obtido a partir de uma Unica coleta no laboratério do
Hospital Naval Marcilio Dias, Rio de Janeiro), esferas de latex com fibrinogénio
(Sigma) e o sistema comercial “Slidex Staph Plus” (bioMérieux S/A, Marcy Etoile,

France).

Os testes de aglutinacdo foram realizados, com plasmas pertencentes ao
mesmo lote, a partir de uma amostra cultivada por 48h, em agar sangue, obtendo-

se uma suspensao bacteriana densa preparada a partir de 3 colénias em 40uL de
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adgua destilada sobre uma lamina de vidro (BANNERMAN, 2003). Foram
analisadas 88 amostras de Staphylococcus. Em seguida, foi adicionada uma gota de
plasma a cada suspensdo. O resultado foi considerado positivo quando houve
aglutinacdo em até 10seg. O controle de auto-aglutinacdo do teste foi realizado
observando-se a suspensdo, sem adi¢do do plasma, na outra extremidade da
lamina. Para sete amostras de S. epidermidis (18hpa, 4s, 20s, 56s, 61s, 72s, 865),
crescidas previamente por 24h em agar sangue, foi realizado o teste a partir da
cultura bacteriana inoculada em caldo TSB (Oxoid) até uma concentragdo
bacteriana referente a escala 0,5 McFarland. Apos isso as amostras foram crescidas
por 4 e 9h a 35°C. As culturas foram centrifugadas a 3.000xg por 5 min e o
sedimento foi suspenso novamente em 500nL de agua destilada previamente
esterilizada. Para os testes de aglutinagdo com plasma, foram utilizados 40nL dessa
suspensao para a realizacédo de cada ensaio.

Para a realizagdo do teste de deteccdo da interacdo bacteriana as esferas de
latex com fibrinogénio, as sete amostras de S. epidermidis citadas anteriormente,
foram preparadas de acordo com Szoke e colaboradores (1996), com algumas
modificagdes. Uma suspensao de esferas de latex (ImL) foi misturada com 3mL de
tampao glicina-NaOH (0,17M; pH 8,2), centrifugada (3.000xg, 20min) e lavada (2x)
no mesmo tampao. Apoés suspender novamente o sedimento em 3mL do mesmo

tampao, foram adicionados 20ug/mL de fibrinogénio plasmatico (Sigma Chemical
Co). A suspensdo foi agitada (80rpm), a temperatura ambiente, por 18h,

centrifugada e lavada (2x) com tampdéo glicina-NaOH contendo 0,05% de soro
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albumina bovina (BSA,; Sigma Chemical Co). Para a realizacdo do teste, 20pL da
suspensao bacteriana (escala 2 McFarland) foram misturados, em uma lamina, com
10uL da suspensdo de esferas de latex, previamente recobertas com fibrinogénio.
Como controle negativo, as suspensdes bacterianas foram misturadas, nas mesmas
proporc¢des, somente com tampdao glicina-NaOH. A leitura foi feita a olho nu, apos
misturar a suspensdo bacteriana com as esferas de latex, por 2min, a temperatura
ambiente. O resultado foi considerado positivo quando houve aglutinacdo neste
intervalo de tempo (2min) (NAGY, MANNCKE & WERNER, 1994).

O sistema comercial “Slidex Staph Plus” foi utilizado para deteccédo de
aglutinacdo conforme instrucdes do fabricante. O procedimento a seguir foi
utilizado para a confeccdo do teste: Os reagentes (R1, latex anti-PTN-A e fator
“clumping” de S. aureus e R2, latex controle negativo) foram deixados a
temperatura ambiente (180 a 250C) antes da utilizacdo. Em uma cartela descartavel,
foram escolhidos dois circulos: em um dos circulos foi colocada uma gota de R1 e
no segundo uma gota de R2, segurando-se os frascos conta-gotas, verticalmente, ao
distribuir as gotas. As col6nias suspeitas provenientes de um agar sangue foram
transferidas com auxilio de bastes de poliestireno para cada um dos dois circulos.
Ap0s misturar cuidadosamente durante 10seg com auxilio dos bastdes foi aplicado
um movimento rotativo sobre a cartela durante 20seg. A leitura da reacdo foi
realizada sob luz normal, sem utilizar lupa. O resultado foi considerado positivo

guando houve aglutinacdo dentro dos 20seg.
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Foram utilizados como controles positivo e negativo nos testes de
aglutinacdo as amostras de S. aureus ATCC 12600 e S. epidermidis ATCC 14990,

respectivamente.

3.5) Quantificacdo da aderéncia de S. epidermidis ao fibrinogénio

A quantificagdo da aderéncia bacteriana ao fibrinogénio foi realizada, de
acordo com Nilsson e colaboradores (1998), com algumas modificacdes. A
aderéncia das amostras ao fibrinogénio foi verificada apos cultivo das 24 amostras
clinicas de S. epidermidis em agar sangue e incubacdo por 18 - 24h, a 35°C. As
coldénias bacterianas (3 a 5) foram transferidas para 5mL de tampéo PBS.
Posteriormente, a concentracdo bacteriana foi ajustada em tampéo PBS para a
densidade 6tica de 0,5 (DOsoonm).

Os pocgos da placa de microtitulagdo (Nunc, Copenhagen, Denmark) foram
cobertos com fibrinogénio (Calbiochem, San Diego, Califérnia) diluido em PBS, em
concentragdes de 10 pg/mL e 20 pg/mL, e a placa mantida por 24 horas a 4°C. O
bloqueio da aderéncia inespecifica foi feito com 1% (v/v) de BSA (Soro Albumina
Bovina) (Roche) em PBS, por 1h a 37°C.

Apos lavagem com PBS, 50uL da suspensdo bacteriana foram transferidos
para placa de microtitulacdo. ApoOs incubacdo por 2h, a 35°C, os pocos foram
lavados com PBS e, a seguir, secos. As celulas foram fixadas com formaldeido a

10% por 1h a 4°C. Apos uma lavagem com PBS, foi inserido 50 pL de cristal violeta

0,1% em cada poco da placa de microtitulacdo. Apés duas lavagens a placa foi seca
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por inversdo em papel absorvente e foram adicionados 50puL de solugdo etanol-
acetona (80:20) em cada poco da placa e a aderéncia bacteriana foi determinada por
leitura Otica, em DOsonm. A aderéncia bacteriana foi calculada por média
aritmética em cada concentracdo de fibrinogénio. Para cada amostra foram
utilizados 6 pogos da placa de microtitulagdo com as concentracdes de fibrinogénio
(10pg/mL e 20pg/mL). Como controles foram utilizadas as amostras S. aureus
ATCC 25923, S. epidermidis ATCC 12228 e S. epidermidis ATCC 35984.

Para sete amostras clinicas de S. epidermidis que apresentaram alguns
resultados discrepantes nos testes fenotipicos de aglutinacdo em lamina com
plasma, a aderéncia das amostras ao fibrinogénio foi verificada apoés cultivo das
mesmas em caldo TSB por 4h e 9h (inicio e fim da fase log de crescimento
bacteriano). Apos centrifugacdo (IEC modelo Centra MP4) por 5min a 3.000xg, as
amostras provenientes dos dois tempos de crescimento foram suspensas
novamente em 5 mL de tampéao PBS. Posteriormente, a concentracédo bacteriana foi
ajustada em tampdo PBS para densidade 6tica de 0,5 (DOsoonm). Apds isso, 0

procedimento foi realizado da mesma maneira que foi descrito acima.

Todos os testes fenotipicos descritos a seguir, excluindo o item 3.9, foram
realizados para sete amostras de S. epidermidis, dentre as quais, algumas
apresentaram resultados falso-positivos nos testes de aglutinacdo. Amostras da
mesma espécie com resultados negativos e cepas controle também foram utilizadas
para o0s ensaios a seguir. Esses testes foram realizados com a finalidade de

confirmar ou nédo os resultados discrepantes encontrados para esta espécie.
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3.6) Avaliacdo da capacidade hemaglutinante de algumas cepas de S. epidermidis

A hemaglutinina é um carboidrato de superficie celular, de natureza
polissacaridica, e pode ser uma adesina alternativa envolvida na ligacdo a
superficies de amostras que ndo possuem adesinas proteicas como Fbe e AtIE, ou
polissacaridicas como PS/A, mas que conseguem formar biofilmes em uma
segunda etapa (RUPP & HAN, 1995). A reacdo de hemaglutinacdo foi realizada
por microtécnica, utilizando-se hemacias humanas B, néo tripisinizadas, suspensas
em solucdo PBS [137 mM (p/v) de NaCl (Reagen, Quimibras industrias, Rio de
Janeiro, RJ), 2,7 mM (p/v) de KCI (Reagen), 10 mM (p/v) de Na:HPO4 (Reagen),
1,4 mM (p/v) de KH:PO4 (Reagen), pH 7,4] (MATTOS-GUARALDI & FORMIGA,
1986). As amostras de S. epidermidis, cultivadas previamente por 48h em agar
sangue, testadas foram lavadas 3 vezes e foram suspensas novamente em PBS,
numa turvacdo de absorbancia 0,8 (DOswonm) em espectrofotdmetro. Foram
adicionados 50nmL da suspensdo de hemacias 0,5% a cada orificio da placa de
microtitulacdo, contendo L das suspensdes microbianas previamente diluidas

(1:2) em PBS. As placas de microtitulacdo foram agitadas por 30seg, incubadas a
370C, por 3 - 4h. A leitura foi confirmada apds incubacdo por uma noite, a 4°C. A
aglutinacdo foi demonstrada pela formacdo de um tapete de hemacias difuso e
frouxo depositado no fundo dos orificios da placa de microtitulacdo. As amostras
toxinogénicas de Corynebacterium diphtheriae subsp. mitis CDC E8392 (aderéncia
difusa) e 241 (aderéncia localizada) foram utilizadas como controles positivo e

negativo, respectivamente.
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Os testes de hidrofobicidade de superficie celular descritos a seguir nos itens
3.7 e 3.8 foram realizados segundo Rosenberg e Doyle (1990) e Krespky e

colaboradores (2003).

3.7) Teste de Aglutinacdo espontanea (AE)

Para observar a hidrofobicidade baseada na capacidade de aglutinacdo das
amostras em caldo de crescimento, as bactérias foram incubadas por 24h em caldo
TSB (pH 7,0). Apos este periodo, a cultura foi agitada em “vortex” e observada
visualmente para a deteccdo de grumos formados pelos microrganismos. Os
estafilococos que apresentaram aglutinagdo em caldo de cultura original foram
considerados auto-aglutinantes (hidrofobicidade positiva), enquanto 0s néo

aglutinantes mantiveram o meio de cultura turvo, mesmo apdés suspensao da

cultura através da agitacdo do caldo em “vortex”. Como controles positivo e
negativo foram utilizadas as amostras S. epidermidis ATCC 35984 e S. epidermidis

HAM 892, respectivamente.

3.8) Teste de Auto-aglutinacédo (AA)

Para avaliar a hidrofobicidade das amostras, principalmente daquelas que
ndo apresentaram aglutinacdo quando testadas em meio de cultura, 40uL da

suspensdo bacteriana em PBS (pH 6,8) foi colocada sobre uma lamina,



46

homogeneizada com auxilio de um bastéo e observada contra a luz. As suspensdes
qgue apresentaram formacdo de grumos foram consideradas hidrofébicas (AA+).
As bactérias ndo aglutinantes (AA-) apresentaram-se como uma suspensao leitosa.
Como controles positivo e negativo foram utilizadas as amostras S. epidermidis

ATCC 35984 e S. epidermidis HAM 892, respectivamente.

3.9) Deteccdo de genes que codificam proteinas ligadoras de fibrinogénio

3.9.1) Liberacdo do DNA bacteriano

A liberacdo do DNA bacteriano foi realizada através de lise térmica, de
acordo com o protocolo de Nunes e colaboradores (1999). As amostras de
Staphylococcus spp. foram inicialmente cu ltivadas em 3mL de meio TSB e incubadas
a 35°C, durante 18 - 24h. Posteriormente, uma aliquota de 1mL desta cultura foi
submetida a centrifugacéo, por 4min, a 5.000xg. O sobrenadante foi descartado e o
sedimento foi lavado trés vezes em 1mL de tampdo TE [10mM (p/v) de
Tris(Sigma) ,1mM (p/v) de EDTA (Sigma), pH 7,8] e dissolvido em 100nL de agua
livre de nucleases. Esta suspensdo foi mantida a temperatura de ebuli¢cdo (100°C)
por 10min e, em seguida, foi centrifugada por 30seg, a 10.000xg, a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e utilizado para deteccdo dos genes clfa, clfb, atle, fbe

atraves da reacdo da polimerase em cadeia (Polymerase Chain Reaction, PCR)

descrita a seguir
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3.9.2) Amplificacdo dos genes clfa, clfb, atle, fhe através da reacdo de PCR

A técnica de PCR foi realizada para 35 amostras de S. aureus (clfa, clfb) e 24
amostras de S. epidermidis (foe, atlE). Dentro desse grupo de amostras, existem
algumas que apresentaram resultados positivos nos testes fenotipicos de
aglutinacdo e algumas amostras negativas que serviram como controles dos testes.
A deteccdo dos genes fhe e atlE, de S. epidermidis, foi realizada conforme descrito
por Nilsson e colaboradores (1998) e Frebourg e colaboradores (2000),
respectivamente, enquanto os genes clfA, clfB foram detectados segundo Tristan e
colaboradores (2003). Os iniciadores e as condi¢cOes empregadas na reacdo estao
listados na tabela 4.

A amplificacéo foi realizada em um termociclador (PTC-100; MJ Research,
Inc,. Watertown, Massachussets, EUA), utilizando-se um volume total de 25nL
para cada reacdo, constituida de 3nL. de DNA liberado por lise térmica, 1pmol de
cada iniciador (Genemed Synthesis, San Francisco, CA, EUA), 200nM de cada
deoxinucleotidio trifosfatado (AATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies, Sdo
Paulo, Brasil), tampéao da enzima [10mM (p/v) de Tris HCI (Sigma), 25mM (p/v)
de KCI (Biotools)], 2 mM (p/v) de MgCl: (Biotools) e 1,5U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Madrid, Espanha) .

Os fragmentos amplificados foram analisados pela técnica de eletroforese
em gel de agarose a 1,5% em TBE [0,89M (p/Vv) de Tris(Sigma), 0,89M (v/Vv) de
acido borico(Sigma), 2,5mM (p/v) de EDTA (Sigma), pH 8,2] a 80 V por 1:30min.

Posteriormente, o gel foi corado com solugdo de brometo de etidio (0,5ng/mL) e
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fotografado sob luz UV. Como padrdo de tamanho de DNA, para a corrida

eletroforética, foi utilizado o marcador 100 pb DNA ladder (Biotools).

Foram utilizadas as amostras S. aureus ATCC 25923 CIfA+ clfb+ fbe- atlE- ) e S.

epidermidis ATCC 35984 (fbe+ atlE+ clfa- clfB-) como controles das reacdes de PCR.

3.10) Western Blotting

3.10.1) Extracdo de proteinas totais

A extracdo de proteinas totais foi realizada segundo Laport e colaboradores
(2001). Foram selecionadas as amostras clinicas de S. epidermidis e as amostras
controle S. epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC 11229. As amostras
bacterianas foram cultivadas em meio TSB sob agitacdo de 500xg, a 37°C, por uma
noite. Apos este periodo, foi realizada uma diluicédo de 1:10 (ImL do in6culo para
9mL de TSB), e foram novamente colocadas na estufa a 35°C, sob agitacdo de
500xg, por 4h, para as amostras de Staphylococcus e 1h para a amostra controle E.
coli ATCC 11229. As ceélulas em fase exponencial de crescimento foram
centrifugadas (centrifuga Sorval, modelo RC2-B) por 18min, a 3.000xg. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado duas vezes em 1mL de tampéao
TE 1x [10mM (p/v) de Tris(Sigma) ,1mM (p/v) de EDTA (Sigma), pH 7,8], sendo
centrifugado (microcentrifuga Fanem, modelo 213) por 10min, a 12.000xg, ap6s
cada lavagem. Os sedimentos bacterianos foram, entdo, ressuspensos em 50uL

deste mesmo tampdo e incubados por 2h, a 37°C, com lisozima (20mg/mL -
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Pharmacia) e lisostafina (0,lmg/mL - Sigma), apenas para as amostras de
Staphylococcus.

Para analise das proteinas por eletroforese em SDS-PAGE, foram
adicionados 50uL de tampédo de tratamento [2% azul de coomassie; 0,5M de Tris,
pH 6,8; 4% (p/Vv) de SDS (Pharmacia); 10% (p/Vv) de beta-mercaptoetanol (Reagen);
20% (p/Vv) de glicerol]. As amostras foram, entdo, aquecidas a 100°C por 5min e
centrifugadas a 2.500xg por 5min, para a obtencdo do sobrenadante, que foi

estocado a —20°C.

3.10.2) SDS-PAGE

Para a realizacdo da eletroforese unidimensional de proteinas, o gel de
poliacrilamida foi preparado como descrito por Laemmli (1970), constando de um
sistema vertical e descontinuo. A eletroforese foi feita a partir de um gel de
empilhamento [0,25M de Tris-HCI, pH 6,8; 0,1% (p/v) de SDS; 4% (p/v)
de acrilamida bis-acrilamida; 2% (p/v) de persulfato de amonia; 0,1% (/v) de
TEMED] e de um gel de separacéo [0,4% (p/Vv) de Tris-HCI, pH 8,8; 0,1% (p/Vv) de
SDS; 0,1% (p/Vv) de glicerol; 10% (p/v) de acrilamida bis-acrilamida; 2% (p/v) de
persulfato de aménia; 0,1% (v/v) de TEMED]. Os extratos protéicos contendo
obtidos a partir de suspensfes com o mesmo numero de células foram separados
em gel de poliacrilamida 10% sob uma corrente de 20mA em tampé&o de corrida

[25mM de Tris; 193mM de glicina; 0,1% (p/Vv) de SDS]. As proteinas separadas por

eletroforese foram visualizadas apds coloracdo com uma solucdo de azul de
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coomassie [0,125% de “Coomassie Brilliant Blue” R-250; 50% (v/v) de metanol,
10% (v/v) de é&cido acético] por, aproximadamente, 2h. A seguir, realizou-
se a descoloracdo por 2h, com uma solucdo de 50% (v/v) de metanol e 10%
(v/v) de &cido acético e com uma solucdo contendo 0s mesmos reagentes a 5 e

7% (v/V), respectivamente, até o clareamento do fundo.

3.10.3) Anticorpos utilizados e suas procedéncias:

Anticorpo monoclonal Anti-Fbe de S. epidermidis — Cedido pelo Professor
Jan-Ingmar Flock — Karolinska Institutet, Microbiology and TumorBiology Center,
Stockholm, Sweden.

Anticorpo monoclonal Anti-AtlE de S. epidermidis — Cedido pelo Professor
Simon Foster - Department of Molecular Biology and Biotechnology - University of

Sheffield, United Kingdom.

3.10.4) Técnica de “Western Blotting”

As proteinas separadas em  SDS-PAGE foram  transferidas,
eletroforeticamente para uma membrana de nitrocelulose, segundo Towbin,
Staehelin e Gordon (1979). A transferéncia foi feita durante 2h, a 90V, em tampéao
de transferéncia [25 mM de Tris; 193mM de glicina; 20% (v/Vv) de metanol].

Para a identificacdo das proteinas Fbe e AtIE de S. epidermidis, apos a
transferéncia, a membrana foi incubada por 18h, em tampé&o de bloqueio, contendo

PBS (137mM de NaCl; 20 mM de KH:PO4; 80mM de Na2HPOg4; 2,7mM de KCI)
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acrescido de 4% (p/v) de leite desnatado em po6 (Molico, Nestlé) para saturar a
nitrocelulose. Em seguida, trés lavagens de 15min foram feitas em PBS, acrescido
de 0,1% (v/Vv) de Tween 20. A membrana foi, entdo, incubada por 1h, sob agitacéo,
a temperatura ambiente, com o anticorpo primario GST-Fbe (Glutationa-S-
Transferase) ou anti-AtlE de S. epidermidis, na diluicdo recomendada de 1:1.000 em
PBS acrescido de 0,5% (p/v) de leite desnatado em po. Apdés a incubagdo, trés
lavagens de 15min, em PBS, se seguiram e a membrana foi incubada novamente a
temperatura ambiente, sob agitacdo, por 1h, com o anticorpo secundario diluido
1:1000 em PBS-leite 0,5% (p/V), anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase
(KPL, Gaithersburg MD, USA) para a proteina AtIE ou anti-lgG de carneiro
conjugado a peroxidase (KPL, Gaithersburg MD, USA) para a proteina Fbe. Para
remover o anticorpo conjugado foram realizadas trés lavagens de 15min em PBS. A
revelacio da reacdo foi realizada utilizando-se o kit comercial por
quimiluminescéncia (SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, Pierce
Biotechnology, Inc, Rockford, IL — USA). A membrana foi incubada, por 5 min, na
presenca da solucdo reveladora. Apés o tempo de revelagdo, desprezou-se o
revelador e a membrana foi exposta a um filme de raio-X (X-OMAT, Kodak) em
um cassete. A membrana ficou exposta por, aproximadamente, 1min, apés o qual o
filme foi revelado com MC-110 (Kodak) e fixado (fixador para raio X Dental,
Kodak).

Alternativamente, a revelacdo foi realizada com DAB (3,3

Diaminobenzidine Tetrahydrochloride Dihydrate, 97%) (Sigma Chemical Co),
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segundo a técnica de Jaffe e colaboradores (1984), que consiste em uma revelagdo
colorimétrica. A membrana foi revelada com uma solucdo de 50mg/mL de DAB,
0,01% de H20:2 30 volumes em tampé&o PBS, por no maximo 15min, na auséncia de
luz. Passado o tempo de revelagdo, desprezou-se o revelador e, para parar a reacao,
acrescentou-se agua destilada.

Foram utilizadas as amostras controle S. epidermidis ATCC 35984 como
controle positivo e E. coli ATCC 11229 como controle negativo para a expressao das

proteinas Fbe e AtIE.

3.11) Comparacao das sequiéncias de aminoacidos das proteinas Fbe e AtIE de S.

epidermidis com seqtiéncias homadlogas de outros Staphylococcus

As sequéncias de aminoacidos da proteina ligadora de fibrinogénio, Fbe, e
da autolisina, AtIE, de S. epidermidis foram obtidas através das ferramentas de
procura do “National Center for Biotechnology Information - NCBI”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A seguir, as sequéncias foram comparadas com

sequéncias homodlogas presentes em espécies de Staphylococcus, através das
ferramentas de procura (“BLAST search”) disponiveis no endereco eletronico

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST do NCBI. As seqiéncias que apresentaram maior

percentual de identidade ou que ja foram descritas na literatura como relacionadas
com as proteinas Fbe e AtIE foram alinhadas através da ferramenta ClustalW

(http://www.ebi.ac.uk/clustalw/).
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3.12) Analises Estatisticas

Foi realizado o Teste t de Student para as amostras de S. epidermidis, que
apresentaram resultados iguais entre os testes com plasma de coelho e humano, na
comparacdo dos resultados, entre os seguintes grupos: valor da DOsmonm em
amostras incubadas com 10 ou 20ug/mL de fibrinogénio versus amostras positivas
ou negativas nos testes de aglutinacdo em plasma de coelho e humano. Para a
avaliacdo da influéncia do tempo de incubacdo (4 e 9h) das amostras de S.
epidermidis e a concentracdo de fibrinogénio (10 e 20pug/mL) foi feita uma analise
pelo teste “ANOVA one way” comparando-se os resultados obtidos. O nivel de
significancia utilizado em todas as analises foi de p = 0,05. O software utilizado foi

o SPSS 10.0.



Tabela 1 —Caracterizacdo das 88 amostras de Staphylococcus analisadas
no presente estudo, de acordo com o local, identificacdo por
automacéo e a fonte de isolamento.

Local de isolamento
(n° de amostras)

HNMD
(54)

Espécie
(n° de amostras)
S.aureus (21)
S. epidermidis (15)
S. haemolyticus (14)
S. lugdunensis (2)

S. saprophyticus (2)

Fonte de isolamento
(n° de amostras)
Sangue (44)

Urina (3)

Sitio cirdrgico (2)
Liquido peritonial (1)
Tumor peri-umbilical (1)
Secrec¢do de quadril (1)
Ponta de cateter (1)
Liquor (1)

Copa Dor (3)

S.aureus (3)

Lavado bronquio alveolar (2)
Secrecdo traqueal (1)

S. aureus (8)

Sangue (3)

HUCFF . Sitio cirargico (2)
(11) S. lugdunensis (2) Secrecdo traqueal (2)
S. epidermidis (1) Narina anterior (3)
Lesdo cuténea (1)
Embrapa, MG S. schleiferi subsp. coagulans (2) Fonte canina (2)
@
S. aureus (3) Sitio de insercao de cateter (1)
HCUFU S. saprophyticus (1) Ponta de cateter (1)
(5) S. epidermidis (1) Fistula A/V(1)
Narina anterior (1)
Fezes (1)
HBP (1) S. epidermidis (1) Sangue (1)
HCR (1) S. epidermidis (1) Narina anterior (1)
CB S. epidermidis (4) Narina anterior (4)
4)
LB S. saprophyticus (2) Urina (2)
@
HB S. lugdunensis (1) Sangue (1)
@)

HUAP S. lugdunensis (1) Ponta de cateter (1)
2 S. epidermidis (1) Secrecdo ocular (1)
LL S. saprophyticus (1) Urina (1)

@
LSF S. lugdunensis (1) Puncdo cuténea (1)
()

HNMD: Hospital Naval Marcilio Dias; HUCFF: Hospital Universitario Clementino Fraga Filho; Embrapa: Empresa
Brasileira de Agropecuéria; HCUFU: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia; HBP — Hospital
Beneficéncia Portuguesa; HCR: Hospital Cardoso Rodrigues; CB: Clinica Bambina; LB: Laboratério Bronstein; HB:
Hospital de Bonsucesso; HUAP: Hospital Universitario Antdnio Pedro; LL: Laboratério Lamina; LSF: Laboratério
Sergio Franco, Fistula A/V —atrio-ventricular
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Tabela 2 - Relacdo das cepas padrdo das diferentes espécies de
Staphylococcus pertencentes a cole¢gdes de culturas internacionais.

Espécie Caracteristica Referéncia Numero

Amostra padrao

para ATCC 25923
antibiograma
S.aureus (CLSI)
Amostra tipo ATCC 12600
Amostra tipo ATCC 14990
Produtora de
S. epidermidis slime (ica+) ATCC 35984
CepaFDA ATCC 12228
Amostra padréo HAM 892
S. haemolyticus Amostra tipo ATCC 29970
S. intermedius Amostra tipo ATCC 29663
S. saprophyticus Amostra tipo ATCC 15305
S. hominis subsp. hominis Amostra tipo ATCC 27844
S. warneri Amostra tipo ATCC 10209
S. lugdunensis Amostra tipo DSM 4804
E. faecalis Amostra padréo ATCC 29212
Micrococcus luteus Amostra tipo ATCC 10240
Amostra padréo CDC E8392
C. diphtheriae subsp. mitis  Amostra padréo Brasileira 241
Amostra padréo ATCC 11229

Escherichia coli

ATCC - “American Type Culture Collection”; DSM —“Deustche SammLung von Mikroorganismen”’; CCM -

Czechoslovak Collection of Microorganisms; CDC - Center for Disease and Control; CLSI — Clinical and
Laboratory Standart Institute; FDA - Food and Drug Administration; HAM: Institut fur Allgemeine

Mikrogiologie
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Tabela 3 — Relacdo das 24 amostras clinicas de S. epidermidis avaliadas através dos
testes de ligacéo ao fibrinogénio em relagdo a fonte, ao local e a data de isolamento e
susceptibilidade a oxacilina.

Amostra de S. Fonte de Local Data de Susceptibilidade a
epidermidis isolamento isolamento oxacilina
(més/ano)
18hp sangue HNMD 10/01 resistente
27hp sangue HNMD 11701 resistente
32hp sangue HNMD 11701 resistente
33hp sangue HNMD 11701 resistente
40hp sangue HNMD 11701 resistente
4s narina anterior HUCFF 12/94 resistente
12s fezes HU-UFU 05/96 resistente
20s secrec¢do ocular HUAP 04797 NR
56s sangue HBP 11798 resistente
61s narina anterior HCR 07/98 sensivel
68s sangue HNMD 06798 resistente
70s sangue HNMD 07/98 resistente
72s sangue HNMD 07/98 resistente
73s sangue HNMD 08798 sensivel
78s sangue HNMD 09/98 resistente
86s sangue HNMD 12/98 resistente
90s sangue HNMD 02799 sensivel
140s liquido HNMD 06799 resistente
peritoneal
142s tumor peri- HNMD 07/99 resistente
umbilical
144s sitio cirdrgico HNMD 07/99 sensivel
203s narina anterior CB 09799 NR
205s narina anterior CB 10/99 NR
206s narina anterior CB 09799 NR
207s narina anterior CB 09799 NR

Nesta tabela estao ncluidas as duas amostras de o. eplaermlﬂls que Toram aJanquflnanEes NOS testes com plasma. NR: teste

ndo realizado; HNMD: Hospital Naval Marcilio Dias; HC-UFU: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia;
CB: Clinica Bambina; HUCFF: Hospital Universitario Clementino Fraga Filho, HUAP: Hospital Universitario Antdnio Pedro;
HCR: Hospital Cardoso Rodrigues; HBP: Hospital Beneficéncia Portuguesa. Todos os dados das amostras desta tabela foram
retirados das fichas dos pacientes dos respectivos hospitais citados anteriormente.
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Tabela 4. Sequiéncias de oligonucleotideos utilizadas como iniciadores e condigdes das reacdes de

PCR.
Tamanho
. . ~ . do N
gene oligonucleotideos (concentragéo) Tm ciclo ;i referéncia
amplicon
(pb)
94°C -2min
atlE-F CAACTG CTC AAC CGA GAA CA
. 58°C | 94°C - 1mi
ol (50pmoles/reagdo) 55°C — 1mir’:} 30x 682 Frebourg et
atlE-R TTT GTA GAT GTT GTG CCC CA sgoc | 72°C - 2min al., 2000
(50pmoles/reagéo)
72°C - 5min
CLFA-1 ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT
~ 57°C
(50pmoles/reacgéo)
clfA CLFA-2 CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG 560C 292
(50pmoles/reacao) 94°C - 3min
94°C — 1Imin Tristan et al,
55°C - 1mirr} 30x 2003 (com
CLFB-1 CATCAGTAATAGTAGGGGGCAAC 58°C | 72°C - 2mi modificacdes)
oIfe (50pmoles/reagao) 205
CLFB2 TTCGCACTGTTTGTGTTTGCAC 56°C | 72°C - 5min
(50 pmoles/reacéo)
94°C - 3min
FBE-F 5'- TAAACACCGACGATAATAACCAAA -3' | 53°C 94°C — 1mi
(50pmoles/reagéo) o . Nilsson et al,
62°C — 1Imin 30x
79°C — 1min 495 1998 (com
fbe 530C B modificagdes)
FBE-R5-GTCTAGCCTTATTTTCATATTCA3'
(50 pmoles/reacéo) 72°C - 5min

pb — pares de bases de nucleotideos, Tm - Temperatura média de anelamento.
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4) RESULTADOS:

4.1) Identificacdo fenotipica das amostras de Staphylococcus.

As 88 amostras de Staphylococcus analisadas neste estudo, incluindo as sete
amostras que foram auto-aglutinantes nos testes com plasma e as 4 amostras que
apresentaram resultados diferentes entre os plasmas utilizados, foram
identificadas, pelo esquema convencional de testes bioguimicos, como sendo: S.
aureus  (35), S. epidermidis (24), S. haemolyticus (14), S. lugdunensis (7) e S.
saprophyticus (6). Duas amostras identificadas como S. intermedius no laboratério da
Embrapa foram caracterizadas como S. schleiferi subsp. coagulans no presente
estudo, uma vez que o teste de producdo de acetoina foi positivo para estas duas
amostras, enquanto que o fator “clumping” foi negativo, entre outros testes
realizados. A espécie S. intermedius € negativa para o primeiro teste e variavel para

o segundo.

4.2)Avaliacdo da precisdao dos métodos fenotipicos de aglutinacdo em lamina,

utilizados na caracterizacdo de amostras clinicas de Staphylococcus.

A utilizagdo dos métodos de aglutinagdo em lamina mostrou sete amostras
auto-aglutinantes nos testes com plasma, das 88 amostras das diferentes espécies
avaliadas. O sistema comercial Slidex Staph Plus ndo apresentou resultados de

auto-aglutinagdo. Assim, as amostras auto-aglutinantes ndo foram consideradas
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para analise da precisdo dos testes de aglutinacdo na identificacdo presuntiva dos
Staphylococcus (Tabela 5). As amostras de S. epidermidis (33Hp, 203s), de S.
saprophyticus (139s), de MRSA (667a) que apresentaram resultados diferentes
(aglutinacdo positiva e negativa) entre os plasmas de coelho e humano utilizados,
também foram excluidas da analise (tabela 5).

Comparando-se a precisdo dos trés métodos de aglutinagdo utilizados na
caracterizacdo de amostras clinicas de Staphylococcus, foi verificado, para as
amostras analisadas, que o sistema comercial Slidex Staph Plus apresentou uma
precisdo (100%) superior quando comparado aos testes de aglutinacdo em plasma
de coelho e em plasma humano para as diferentes espécies de Staphylococcus.

As amostras de S. aureus foram agrupadas na tabela 5 de acordo com o
perfil de susceptibilidade ao antibiético oxacilina. Assim foi observado que todas
as amostras de S. aureus sensiveis a oxacilina (OSSA) aglutinaram nos trés métodos
fenotipicos. Enquanto que as amostras de S. aureus resistentes a oxacilina (ORSA)
apresentaram valores menores de aglutinacdo, como 90% (9/10) em plasma
humano e 90% (9/10) em plasma de coelho (Tabela 5).

Todas as amostras de S. lugdunensis aglutinaram no sistema comercial Slidex
Staph Plus (100%) e nenhuma aglutinou nos plasmas de coelho ou humano. Duas
amostras foram excluidas da analise por serem auto-aglutinantes nos testes de
aglutinacéo utilizando plasma (Tabela 5).

Nenhuma amostra de S. saprophyticus apresentou aglutinacdo nos testes

realizados com plasma humano (100%) e plasma de coelho (100%) (Tabela 5).
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Apesar de S. epidermidis ser considerado fator “clumping” negativo pelo
Manual de Microbiologia Clinica BANNERMAN, 2003), 40% (8/20) das amostras
aglutinaram nos plasmas de coelho e humano, resultado que néo se repetiu no

sistema comercial Slidex Staph Plus, onde nenhuma amostra apresentou
aglutinacdo (Tabela 5). Duas amostras foram excluidas da anélise por serem auto-
aglutinantes e outras duas amostras que apresentaram resultados diferentes entre
os plasmas utilizados (33hp, 203s).

Diante dos resultados falso-positivos observados nos testes de aglutinagdo
com plasma, em maior freqUiéncia para as amostras clinicas de S. epidermidis, estas
foram melhor avaliadas através da utilizacdo de testes relacionados com a ligagdo
ao fibrinogénio. A tabela 7 mostra as amostras de S. epidermidis selecionadas para

0s testes.

4.3) Curva de crescimento

A partir desta analise, conforme descrito no item 3.3 do capitulo Material e
Métodos, com a amostra controle S. epidermidis ATCC 35984 (Figura 5), foram
selecionados os periodos de incubacdo de 4h (inicio da fase log de crescimento
bacteriano) e 9h (final da fase log de crescimento bacteriano) para a realizacdo dos
testes de aglutinacdo com plasma, testes de esferas de latex adsorvidas ao
fibrinogénio e de quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio para amostras clinicas

de S. epidermidis e amostras controles (Figurab).
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Curva de crescimento
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Figura 5: Curva de crescimento da amostra controle S. epidermidis ATCC 35984,

realizada em duplicata.

4.4) Quantificacdo da aderéncia ao fibrinogénio

Este teste foi realizado com as 24 amostras clinicas de S. epidermidis
avaliadas nos testes de aglutinacdo e trés amostras controles (S. epidermidis
ATCC35984, S. epidermidis ATCC12228, S. aureus ATCC25923), com o objetivo de
verificar se a aglutinacdo positiva nos testes realizados em lamina, eram em parte
devido a ligacdo da bactéria ao fibrinogénio. O teste foi realizado em placa de
microtitulagéo e os resultados de DO s7onm apresentados na tabela 6 sdo a media de
seis ensaios do mesmo experimento de aderéncia obtidos para cada concentracao

de fibrinogénio (10pg/mL e 20ug/mL) em cada ensaio realizado.
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A analise dos resultados da tabela 6 mostrou que ndo houve correlagdo entre
os resultados dos testes realizados. Este dado foi confirmado ap6s a aplicacdo do
teste t de Student que mostrou que ndo houve dferenca quanto aos valores de
DOs70 nm obtidos para amostras clinicas positivas (n=12) em relagdo as negativas
(n=10), quando comparados com os resultados dos testes de aglutinagdo em
plasma de coelho e humano. Um valor de p = 0,642 foi encontrado para as
amostras incubadas na presenca de 20ug/mL e um p = 0,93 para as amostras
incubadas na presenca de 10ug/Z/mL de fibrinogénio. Assim, pode-se concluir que,
para as amostras analisadas, os valores positivos observados nos testes de

aglutinagdo em plasma foram independentes da ligacéo ao fibrinogénio.

Os testes a seguir foram realizados com sete amostras clinicas de S. epidermidis
(quatro positivas e trés negativas nos testes de aglutinacdo com plasma) e trés
amostras controle selecionadas para melhor caracterizacdo dos resultados falso-
positivos encontrados. As amostras foram incubadas por 4h (inicio da fase log de
crescimento) e 9h (final da fase log de crescimento), em caldo TSB e, em seguida,
realizados os testes na presenca de 10 e 20pg/mL de fibrinogénio e os testes com
plasma em lamina. Estes ultimos também foram realizados a partir do caldo em
duas fases de crescimento bacteriano, de modo similar ao teste de aderéncia ao
fibrinogénio. N&o houve correlacdo entre os resultados dos diferentes grupos (4h e
10ug/mL); (4h e 20ug/mL); (9h e 10pg/mL); (9h e 20pg/mL) e os resultados dos

testes de aglutinacdo (Tabela 7). Para tanto, foi aplicado o teste estatistico
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“ANOVA one way”, onde os valores de p encontrados foram sempre maiores do
gue 0,05. Contudo, quando comparados os resultados obtidos em 4h e 9h, para
todas as amostras houve diferenca estatistica significante. Na concentracdo de
20nmg/mL de fibrinogénio, as amostras de S. epidermidis aderiram melhor em 4h do
gue em 9h (=0,000019), enquanto na concentracdo de 10ng/mL o valor de p foi
igual a 0,000008. Assim, foi observada diferenca significativa entre os dois periodos
de crescimento bacteriano, para todas as amostras avaliadas, incluindo a espécie S.
aureus. Estes dados sugerem que no inicio da fase log de crescimento as amostras
analisadas se aderiram mais ao fibrinogénio do que no final desta fase.Os testes
com fibrinogénio adsorvido as esferas de latex ndo mostraram resultados positivos
para as amostras de S. epidermidis, sugerindo que a ligacdo ao fibrinogénio seria
independente da ligacédo ao plasma nos testes de aglutinacdo. O grande nimero de
amostras auto -aglutinantes (4 de 7 amostras de S. epidermidis) foi um fator limitante

deste teste.

4.5) Ensaio de hemaglutinacéo

Visando-se observar a capacidade de S. epidermidis em aglutinar hemacias,
todas as sete amostras clinicas de S. epidermidis listadas na tabela 7 (amostras
positivas e negativas nos testes com plasma) foram submetidas ao ensaio de
hemaglutinacdo. Este teste foi realizado para nos esclarecer se a hemaglutinacéo

poderia influenciar nos resultados falso-positivos para algumas amostras de S.
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epidermidis nos testes com plasma em lamina. Foi observado que as amostras ndo

foram capazes de aglutinar as heméacias (Tabela 8).

4.6) Ensaio de aglutinacéo esponténea (AE)

Este ensaio foi realizado, visando-se observar a capacidade das amostras de
S. epidermidis de se auto-aglutinarem no meio de cultura TSB. Foi observado que
duas amostras, S. epidermidis 4s (aglutinacdo positiva no teste de aglutinacdo em
plasma) e 61s (aglutinacdo negativa no mesmo teste), apresentaram a capacidade
de auto-aglutinacdo no meio de cultura. No entanto, as outras 5 amostras, 2
negativas e 3 positivas nos testes de aglutinagdo em plasma, ndo apresentaram

esta capacidade (Tabela 8).

4.7) Ensaio de auto-aglutinacao (AA)

Este ensaio foi realizado, visando-se observar a capacidade das amostras de
S. epidermidis de se auto-aglutinarem na solucéo PBS. Foi observado que as mesmas
duas amostras, S. epidermidis 4s e 61s, apresentaram a capacidade de auto-
aglutinacdo na solucdo PBS. No entanto, as outras 5 amostras, 2 negativas e 3

positivas nos testes de aglutinacdo em plasma, foram negativas no teste (Tabela 8).
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4.8) Deteccdo dos genes clfa, clfb, fbe, atle, através da técnica de PCR

A reacdo de polimerase em cadeia foi realizada com o objetivo de se detectar
a presenca de genes (lfa, clfb, foe, atle) codificadores de proteinas ligadoras de
fibrinogénio e de proteinas de superficie relacionadas a adesdo em amostras
clinicas de S. aureus e S. epidermidis.

Em todas as 24 amostras clinicas de S. epidermidis foi detectado o gene fbe
(fragmento de 492pb) codificador da proteina ligadora de fibrinogénio Fbe (Figura

6) e 0 gene atlE (fragmento de 682pb) codificador da autolisina AtIE, relacionada a

aderéncia (Figura 7).

M 12 3 4 5 6 7 8910

pb

700

foe (492pb
500 (492pb)

Figura 6: Foto representativa do PCR realizado para 24 amostras clinicas de S.
epidermidis, com oligonucleotideo especifico para o gene fbe. O fragmento de 492
pb foi detectado apos eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: padrao de tamanho
molecular de DNA (100 pb-DNA Ladder, Biotools), coluna 1: S. epidermidis
ATCC35984 (controle positivo), coluna 2: amostra 32hp, coluna 3: 33hp, coluna 4:
12s, coluna 5: 20s, coluna 6: 61s, coluna 7: 4s, coluna 8: 56s, coluna 9: 207s, coluna
10: S. aureus ATCC 25923 (controle negativo).
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M 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11

atl E(682pb)

atlE(682pb)

Figura 7: Foto representativa para o PCR realizado para as 24 amostras clinicas de
S. epidermidis com oligonucleotideo especifico para o gene atlE. O fragmento de 682
pb foi detectado apés eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: padrdo de tamanho
molecular de DNA (1Kb-DNA Ladder, Biotools). Gel superior - coluna 1: controle
positivo S. epidermidis ATCC 35984, coluna 2: S. epidermidis ATCC 12228, coluna 3:
controle negativo S. aureus ATCC 25923; amostras clinicas de S. epidermidis - coluna
4: 18hp, coluna 5: 33hp, coluna 6: 40hp, coluna 7: 32hp, coluna 8: 27hp, coluna 9:
61s, coluna 10: 68s, coluna 11: 72s. Gel inferior, amostras clinicas de S. epidermidis —
coluna 1: 12s, coluna 2: 20s, coluna 3: 26s, coluna 4: 70s, coluna 5: 56s, coluna 6: 90s,
coluna 7: 140s, coluna 8: 142s, coluna 9: 144s, coluna 10: 205s, coluna 11: 206s.
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Foram detectados, em todas as 35 amostras de S. aureus analisadas, 0s genes
clfA (fragmento de 295pb) Figura 8) e clfB (fragmento de 292pb) (Figura 9),

codificadores das proteinas ligadoras de fibrinogénio CIfA e CIfB, respectivamente.

oIfA(292pb)

Figura 8. Foto representativa para o PCR realizado para 35 amostras clinicas de S.
aureus com oligonucleotideo especifico para o gene clfA. O fragmento de 292 pb foi
detectado apoés eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: padrdo de tamanho
molecular de DNA (100pb-DNA Ladder, Biotools). coluna 1: controle positivo S.
aureus ATCC 25923; amostras clinicas de S. aureus coluna 2: 21a, coluna 3: 442a,
coluna 4: 1hp, coluna 5: 22a, coluna 6: 76hp, coluna 7: 4hp, coluna 8: 58hp, coluna 9:
55hp, coluna 10: 71hp, coluna 11: 441a, coluna 12: 6a; coluna 13: controle negativo
S. epidermidis ATCC 35984.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Pb

400 —
300 —
200 —
100 —

clfB(205pb)

Figura 9: Foto representativa para o PCR realizado para 35 amostras clinicas de S.
aureus com oligonucleotideo especifico para o gene clfB. O fragmento de 205 pb foi
detectado apOs eletroforese em gel de agarose 1,5%. M: padrdo de tamanho
molecular de DNA (100pb-DNA Ladder, Biotools). coluna 1: controle positivo S.
aureus ATCC 25923; amostras clinicas de S. aureus coluna 2: 78hp, coluna 3: 23hp,
coluna 4: 80hp, coluna 5: 60hp, coluna 6: 91hp, coluna 7: 47hp, coluna 8: 8hp,
coluna 9: 14hp, coluna 10: 3a, coluna 11: 2a, coluna 12: 1a; coluna 13: controle
negativo S. epidermidis ATCC 35984.
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4.9) Comparacao das sequéncias de aminoacidos das proteinas Fbe e AtIE de S.
epidermidis com sequéncias homdlogas de outros Staphylococcus

ApOs serem obtidas as sequéncias de aminoacidos das proteinas Fbe e
AtIE, através da ferramenta de procura do NCBI, observou-se que estas
apresentaram identidade com outras sequéncias de aminoacidos de outras
espécies de Staphylococcus.

A sequéncia de aminoéacidos da proteina ligadora de fibrinogénio de S.
epidermidis, chamada Fbe, de 119 kDa, apresentou elevado grau de identidade com
algumas sequiéncias de aminoacidos de proteinas de outras espécies do género. Em
relacdo ao S. aureus, observou-se uma identidade e similaridade de cerca de 44% e
62% com a proteina da familia das Serinas (“Ser-Asp rich fibrinogen-binding/bone

sialoprotein-binding protein”) (gi] 82750268 | ref] YP_416009.1]), 24% e 42% com

o fator “clumping” A @i]76364117]sp|Q932C5|CLFA_STAAM) e 25% e 41%

com o fator “clumping” B (Qi]88196585]ref] YP_501414.1]). A proteina Fbe

apresentou 55% de identidade e 70% de similaridade com a seqUéncia da proteina

SdrG (gi | 70727428 | ref| YP_254344.1) de S. haemolyticus; 39% de identidade e 55%

de similaridade com a sequéncia da proteina Sdrl

(gi 22086547 1 gb ] AAM90673.1 | AF402316 1) e 20% e 55% com a autolisina Aas

(gi]3184134]emb ] CAA03852.1]), ambas de S. saprophyticus; 26% de identidade e

44% de similaridade com a sequéncia da proteina Fbl

(9i 1153415031 gb | AAK95649.1 | AF404823 1) de S. lugdunensis, 26%

(gi 15212037 emb | CAC51118.1]) de identidade e 40% de similaridade com uma
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autolisina bifuncional putativa de S. xylosus e 20% de identidade e 50% de

similaridade (gi 19913101 |emb ] CAC83649.1]) com uma autolisina putativa de S.

cohnii. No entanto, a proteina Fbe apresentou elevados graus de identidade e
similaridade com outras proteinas da propria espécie, como: 68% e 81% com SdrF

(9i18101005]gb ] AAF72509.1] AF245041 1) e 88% e 90% com SdrG

(gi] 8101007 | gb ] AAF72510.1 ] AF245042 1) de S. epidermidis. Entretanto a proteina

Fbe, apresentou um baixo grau de identidade (6%) e similaridade (6%) em relacao
a proteina AtIE.

A sequéncia de aminoé&cidos da autolisina AtIE, proteina que se apresenta
com duas isoformas de massas moleculares de 60kDa e 52kDa, mostrou elevado
grau de identidade com algumas sequUéncias de proteinas de outras espécies do
género. ApGs o BLAST, observou-se que a seqUéncia de aminoacidos desta
autolisina apresentou 75% de identidade e 84% de similaridade com a autolisina

ligadora de fibronectina, AtIC, de S. caprae (gi]13272276]gb | AAK17065.1]); 66%

de identidade e 77% de similaridade com uma autolisina de S. warneri

(0i 156805553 | dbj| BAD83399.1]); 56% de identidade e 70% de similaridade com

uma autolisina precursora bifuncional codificada pelo gene atl de S. aureus

(gi]310882721gb | AAP44166.1]); 52% de identidade e 67% de similaridade com

uma autolisina de S. haemolyticus codificada pelo gene atl
(1] 68447636 dbj | BAE05220.1]); 39% de identidade e 55% de similaridade com
uma proteina de superficie da classe das adesinas/autolisinas, AAS, dos S.

saprophyticus (gi]3184134]emb ] CAA03852.1]); 34% de identidade e 50% de
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similaridade com uma autolisina putativa de S. cohnii

(gi]19913101embJCAC83649.1]); 38% de identidade e 51% de similaridade com

uma autolisina bifuncional putativa de S. xylosus

(9i]15212037]1emb ] CAC51118.1]).

ApoOs as analises pela ferramenta BLAST, algumas sequUéncias foram
selecionadas, principalmente aquelas que apresentaram mais do que 50% de
identidade ou que sdo descritas na literatura como relacionadas, para terem as suas

sequéncias alinhadas pelo programa clustalW (Figuras 10, 11, 12 e 13) e tabelas 9 e

10.
_Fbe M NKKNNLL TKKKPI ANKSNKYAI RKFTVGTASI VI GATLLFGL GHNEAKAEENSVQDVK
_AIE - - TTSTKPSQPSKPSGGTNNKL TVSANRG- - - - - - = = = = = = = - - - - VAQ KPTNNGLYTT
. * % * % .. *
_Fbe DSNTDDEL SDSNDQSSDEEKNDVI NNNQSI NTDDNNQI | KKEETNNYDG EKRSEDRTES
_AtIE VYDSKGHKT DQVQKTL SVTKTATL GNNKFYL VEDYNSGKKYGWKQGDVVYNTAKAPVKY
_Fbe TTNVDENEATFL QKTPQDNTHL TEEEVKESSSVESSNSSI DTAQQPSHTTI NREESVQTS
_AIE NQTYNVKAGSTLYTVPWG - - - - - - - TPKQUASKVSGTGNQTFKATKLQQ DKATYLYGT
. . . * * . . . * . C k. * . . .
_Fbe DNVEDSHVSDFANSKI KESNTESGKEENTI EQPNKVKEDSTTSQPSGYTNI DEKI SNQDE
_AtIE VNGKSGA SKYYLTSASKPSNPTKP- - - - < - < = - = -« - - - STNNQLTVTNNNGVAQ NAK
_Fbe LLNLPI NEYENKARPL STTSAQPSI KRVTVNQLAAEQGSNVNHLI KVTDQS| TEGYDDSE
_AtIE NSGLYTTVYDTKG - KTTDQ QRTLSVTKAATL GDKKFYL VGDYNTGTNYGWKQDEVI Y
* * - * -k * .. * . * * - . .
_Fbe GVI KAHDAENL| YDVTFEVDDKVKSGDTMIVDI DKNTVPSDLTDSFTI PKI KDNSGEI | A
_AtIE NTAKSPVKI NQTYNVKPGVKFHTVPWGT YNQVAGTVSGKGDQTFKATKQQQ! DK- - - - - A
* . * * - % * . * . * * * . * - *
_Fbe TGTYDNKNKQ TYTFTDYVDKYENI KAHLKLTSY! DKSKVPNNNTKLDVEYKTAL SSVNK
_AtIE TYLYGTVNGKSGW SKYYLTTPSKVQTLSTQSTPAPKQVQSSTQTVNH AQVKANNSG R
_Fbe TI TVEYQRPNENRTANL QSMFTNI DTKNHTVEQT Y1 NPLRYSAKETNVNI SGNGDEGST
_AtIE ASVYDKTAKSGTKYANRTFLI N- - - - - - - - - KQRTEGNNTYVLLQDGTSNTPLGAYNI ND
. . . * % ) -k * .. * .
Fbe | 1 DDSTI | KVYKVGDNQNLPDSNRI YDYSEYEDVTNDDYAQLGNNNDVNI NFGNI DSPYI

“ALIE VTTONI GKQTQSI GKYSVKPTNNGL YS! AWGTKNQ- - - - QLLAPNTLANQAFNASKAVYV



_Fbe
_AtIE

_Fbe
ALIE

_Fbe
_AtIE

_Fbe
“ALIE

_Fbe
AIE

_Fbe
“ALIE

_Fbe
ALl E

_Fbe
_ALIE

_Fbe
ALIE

_Fbe
_AtIE

| KVI SKYDPNKDDYTTI QQTVTMOTTI NEYTGEFRTASYDNTI AFSTSSGQGQCGDL PPEK
GKDLYLYG TVNNRTGW AAKDL TTSTKPSQPSKPSGGTNNKL TVSANRGVAQ KPTNNG

* - % e % . % * . ke x % .
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Figura 10: Sequéncia de aminoéacidos previstos para a proteina AtIE
comparacdo com a sequéncia de aminoacidos previstos para a proteina Fbe, ambas
de S. epidermidis (*) aminoécidos idénticos; (:) substituicdo conservativa; (.)
substituicdo semi-conservativa. A identidade e similaridade entre as proteinas Fbe
e AtIE foi visualisada através da ferramenta Bioedit.

Proteina Identidade Similaridade
com a Fbe com a Fbe
AtlE 6% 6%
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Figura 11: Alinhamento das sequéncias de amino&cidos previstos para as proteinas
Fbe, SdrG, SdrF de S. epidermidis (*) aminoacidos idénticos; () substituicdo
conservativa; (.) substituicdo semi-conservativa.
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Figura 12: Alinhamento das sequiéncias de amino&cidos previstos para as proteinas

Fbe de S. epidermidis; CIfA e CIfB de S. aureus
idénticos;

aminoéacidos

conservativa.

e Fbl de S. lugdunensis. (*)
() substituicdo conservativa; () substituicdo semi-
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" L
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QPTDSKETNTSSVNTYQDSTKDI KNNEI SKDAVTSEDNETSKVDNTNKEVSETEQQESTV
QTTDASNQNNNG DENSTSAETQKQEESNKDLENNENGELQQDS- - = - = = = = = = = = = = - =

TANTSATNSNSEL AKVQDNEQEVSTSNKSDQTTNI NNTHSNTDANKQTL QASKNAL SSSQ
LYTVPWGTPKQVASKVSGTGNQTFKATKLQQ DKATYLYG- - - - - - = < == = = == == = -

ENVNKDENSNNNI QASSNGTNNL NDQEKQEAT SNQASNNKT SQQATTDSTEKSNNKVSQT
-------- TKENNQEVAQONARQNASTTQEKATET TTQNQSQEQAQT T SQSAKQAVKDNG
----------- NAQVSQKVDTAQVNGDTRANGSAT TNNTQPVAKSTSTTAPKTNTNVTNA

VQSNDDTSANSNONTTQYVNNG DESSSNSQOENSL TSSNKNQLNSSSVTPSQSNQVAGS
---------- TVNGKSON SKYYLTSASKPSNPTKPSTNNGL TVTNNNGVAQ NAKNSGL

NSSGYNFDDDEDDVDT TNAQSKNTKADQPQVASL SAGNNVNTKSESNPTI KNSTNSTNTS
GYSL DDDEDDVDDESNSVDASQKTQATQRSKENVAT STDTKTQSATPKANEL KANNVSNE
GYSLVDDEDDNSEHQ NPELI KSAAKPAAL ETQYKAAAPKAKTEATP - - - - - = = = - = - - -
NNQI ESKQSSDKKVSTYSNNDNNATQVNVDQAKT SQEANTKNASASKTTQTSTSNSTCSG
YTTVYDTKGKTTDQ QRTL SVTKAATLGDKKFYLVGDYNTGTNYGAVKQDEVI YNTAKSP

KSATQNTKVSNTQANNTTTESNNKVSTFSSVAKPRVMYAVNKKT TSSLPKYTPQUKSSI N

SAKVSSTQEN- - - - DNATKENAKQUTTFNSVAKPRMVWATANRAT SSLPKYQPQVKSSI N

----------------------- KVTTFSASAQPRSVAATR - - KTSLPKYKPQUNSSI N

YSGFRSVGGK- - - = == == === - = - - GGPATSVKTVKRYAAKATTSSL PKYKPQVSSSI N

VKI NQTYNVKPG- - - - - - - - - - VKFHTVPWGTYNQVAGTVSGKGDQTFKATKQRQ DKAT
. C) *

DYI RKKNYKAPQ EENYTSYFPKYGYRNGVGRPEG VWHDTANDNSTI DGEl NYMKNNYQ
DYl RKKNFKAPQl EEDYSSYFPKYGYRNGVGRPEG VWHDTANENSTI TGEI NYMKNNYN
DY RKNNLKAPKI EEDYTSYFPKYAYRNGVGRPEG VWHDTANDRSTI NGEI SYMKNNYQ
NYI RSNNLQAPKI EENYSSYFPKYGYRNGVGKPEG VWHDTANDNSTI DGEl NYMKNNYN
YLYGTVNGKSGW SKYYLTTPSKVQTLST@TPAPKQ\/QSSTQTVNHI AQJKANNSGI RA

* . * .....
SAFVHAFVDGNRI VETAPTDYL SWEAGPQGNERFI NVEI VHTHDYDSFARSMNNYADYAA
SAFVHAFVDGNRI | ETAPTDYL SWEAGPNANDRFI NVEI VHTHDYDSFARSMNNYADYAA
NAFVHAFVDCDRI | ETAPTDYLSWGEVGAVGNPRFI NVEI VHTHDYASFARSMANYADYAA
SAFVHAFVDGNR! | ETAPTDYLSWGAGPNANGRFI NVEI VHTHDYASFAKSMNNYADYAA
SVYDKTAKSG- - - TKYANRTFLI NKORTEGNNTYVLLCQDGTSNTPLGAVYNI NDVTTONI G
R * Lk - % e .. o . ..

TQLQYYG.KPDSAENDGQGTVWIHYAI SRYL GGTDHTDPHQYFRSHNYSYAEL YDLI YEK
TQLQYYGLKPNSAENDGSGT'WATHAAI SR GGTDHADPHGYL QQHNYSYNEL YDLI NEK
TQLQYYGLKPDSAEYDGNGT WM HYAVSKYL GGT DHADPHGYL RSHNYSYDQL YDLI NEK
TQLQYYGLTPNSAENDGQGTVWIHYAI SRFLGGTDHSDPHAYLQSHNYTYNEL YDLI NEK
KQrasl GKYSVKPTNI\KLYSI AV‘GI'KI\KxLLAPNTLAI\QAFNASKAVYVG(DLYLYG- -T

* Kk * .

YLI KTGQVAPWGTSSTSPSKPS - - - - - - - - - - KPSDSSNNNKL TVSANSGVAQN KPSNSG
YQ KMQVAPWGT TTTTKPSTGGSTTKPSTGGSTTKPSTNDKL TVAANSGVAQ KPTNNG
YLI KMKVAPWGTQFTTTPTTP- - - - - -- SKPTTPSKPSTGKL TVAANNGVAQ KPTNSG
YLI KTGQVAPWGT TSSSSSSSN- - - TNKGGSSNSGSTTTSPKLTVKSNSGLAQ KTDNSG
VNNRTGWN AAKDLTTSTKPSQP - - -------- SKPSGGTNNKLTVSANRGVAQ KPTNNG

* ok .. *kkkk Kk k- kkk*k * ok

LYTTVYDEKGHSTDQAKTLSVTKSATL GNNKF YL VEDYNTGKKYGWKQGDVVYNTAKS
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YDTP- Q QKVPGOM NANYNEI KDAVDPNKL TKDSGARYQFL RL DQPQSL SVAALNEL LK
SFGP- QVQRTPGWWENATFGETKNAVMDSNKL AKDPVSKYQFL RLDQPQYL SEATLNKLLK
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QYKP- QVQRVPGKWI DANFNDVKHAMDTKRLAQDPAL KYQFLRLDQPONI SI DKI NQFLK
YGAPPQVORNGYGASNATYSH KNAMNT EKL AKDDT L KYQFL CLDRPONLSVASLNQLLK

GQGVLEGQGAAFSEAAKKYA NEI YLVAHAL VETGNGTSQLAKGED! VNGKFSDKTKTKY
GKGVLENQGAAFSQAAKQYGLNEI YLI SHALL ETGNGQSQLAKGANI TNGVWNTRSTTKY
GKGVLENQGAAFNKAAQW G NEVYLI SHAL L ETGNGT SQLAKGADVVNNKVVTNSNTKY
GKGVLENQGQAFSQAAATSG NEI YLI AHALI ETGNGQSQLAKGANI VNNYVTTKSATKY

HNVFG GAYDSSPLI EG KYAKNAGADSVSKAI | GGAKFI GQSYI KAGONTL YKVRVWAPS
HNVFG AAFDYNAL GEGVKFAKASGANSVSKAI | GGAKFI GNSYVKAGONTL YKVRWNPE
HNVFG AAYDNDPLREG KYAKQAGADTVSKAI VGGAKFI GNSYVKAGONTL YKVRWAPA
HNVFG AAFDANPLYNG NYAKQAGANSVSKAI | GGAKFI GKDYI KAGONTL YKMRWNPD

NPGTHQYATDI HWATVNAQTI KGFYDKI GEVGKYYE! PKYK
NPGTHQYATDI NWAESNAQVLKGL YDQ GEVGKFFDI PKFKA
HPGTHQYATDVDWANI NAKI | KGYYDKI GEVGKYFDI PQYK
HPATHQYATDI NVANANAQYLKQL YNEI KAVGKYFDI SSYSK
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Figura 13: Alinhamento das sequiéncias de aminoacidos previstos para as proteinas
AtIE de S. epidermidis; AtlC de S. caprae; autolisina de S. haemolyticus; autolisina de
S. aureus e autolisina de S. warneri. (*) aminoacidos idénticos; (:) substituicdo
conservativa; (.) substituicdo semi-conservativa.
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4.10) Detecc¢do das proteinas AtIE e Fbe de S. epidermidis.

Com o objetivo de se detectar a expressdo das proteinas AtIE e Fbeem S.
epidermidis, sete amostras clinicas que apresentaram resultados discrepantes nos
testes fenotipicos de aglutinacdo com plasma e listadas na tabela 7, foram
analisadas por western blotting, utilizando-se anticorpos Anti-AtlE e Anti-Fbe,
respectivamente.

Duas proteinas com massas moleculares em torno de 52 e 60 kDa foram
detectadas pelo anticorpo anti-AtlE em todas as amostras de S. epidermidis
analisadas (Figura 14A).

Na&o foi possivel fazer qualquer afirmacao, neste resultado preliminar, sobre
a expressao da proteina Fbe, de 119kDa, entre as sete amostras clinicas de S.
epidermidis estudadas. Como mostrado na figura 14B, algumas proteinas reagiram
cruzadamente com o anticorpo anti-Fbe utilizado. No entanto, em duas amostras,
61s e 20s (indicadas por setas), o anti-Fbe se ligou a proteinas com massas
moleculares maiores do que 100 kDa. Analises futuras deverdo ser realizadas a fim

de se confirmar esta deteccao.
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Figura 14: Analise por western blotting das proteinas AtIE (A) e Fbe (B) de
S. epidermidis. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE e analisadas por
western blot com anticorpos anti-AtlE (A) e anti-Fbe (B), respectivamente.
(A): MM: padrao de massa molecular Invitrogen (100kDa) e amostras de S.
epidermidis1: ATCC 35984; 2: ATCC 35984, 3: ATCC 12228; 4. 56s; 5: S. aureus
ATCC 25923; 6: 4s; 7: 86s; 8: 72s; 9: 18hp; 10: 20s; 11: 61s; As setas indicam a
proteina AtIE e suas massas moleculares (60kDa e 52kDa). (B) As setas
indicam proteinas de peso molecular maior que 100 kDa. Amostras de S.
epidermidis1: ATCC 35984 2: ATCC 12228; 3: 61s; 4: 56s; 5: 20s; 6: 86s; 7: 72s;
8: 4s; 9: 18hp; 10: ATCC 35984;11: S. aureus ATCC 25923; 12: E coli ATCC
11229.
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Tabela 5 — Avaliacdo da precisdo dos métodos fenotipicos de aglutinacdo em lamina,
utilizados na caracterizagdo de 77 amostras clinicas de Staphylococcus.

Resultado
Espécie esperado do Fator
P “clumping”, % de precisdo dos métodos de aglutinagdo em lamina
(total de amostras) segundo
Bannerman, 2003
Plasma Plasma Slidex Staph Plus
Humano de Coelho (no de amostras)
Valores esperados  (node amostras)  (n°de amostras)
S. aureus (OSSA) (24) + 100% (24) 100% (24) 100% (24)
S.aureus (ORSA) (10) + 90% (9) 90% (9) 100% (10)
S. epidermidis (20) - 40% (8) 40% (8) 100% (20)
S. haemolyticus (12) - 100% (12) 100% (12) 100% (12)
S. saprophyticus (4) - 100% (4) 100% (4) 100% (4)
S. lugdunensis (5) + 0% (0) 0% (0) 100% (5)
S. schleiferi subsp. coagulans - 100% (2) 100% (2) 100% (2)

O]

Caracterizacdo de 88 amostras clinicas de Staphylococcus através de métodos fenotipicos de aglutinagdo em Iamina excluindo
da analise as 7 amostras autoaglutinantes. (OSSA) S. aureus sensiveis a oxacilina, (ORSA) S. aureus resistentes a oxacilina, (+)
Fator “Clumping” positivo, (-) Fator “Clumping”’negativo. As amostras auto-aglutinantes [S. epidermidis (2), S. saprophyticus
(1), S. lugdunensis (2), S. haemolyticus (2)] foram excluidas da anélise por se tratar de uma limitagdo dos testes. As 4 amostras
[S.aureus (1), S. epidermidis (2), S. saprophyticus (1)] que apresentaram resultados diferentes entre os plasmas utilizados também
foram excluidas da analise. Nao foi feita a analise de precisdo para as amostras de S. intermedius por se tratarem de amostras

com fator “clumping” variavel, de acordo com o Manual de Microbiologia Clinica (Bannerman, 2003).
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Tabela 6 — Quantificacdo da aderéncia ao fibrinogénio em placa de microtitulagdo e
comparagdo com testes de aglutinacdo em lamina em 24 amostras clinicas de S.
epidermidis e trés amostras controles avaliadas.

Amostras Analisadas Concentragdes de fibrinogénio Testes de aglutina¢do em lamina
20ng/mL 10mg/mL Plasma humano Plasma de coelho
S. aureus ATCC 25923 0,335 0,311 + +
S. epidermidis ATCC 35984 0,040 0,040 - -
S. epidermidis ATCC 12228 0,033 0,033 - -
S. epidermidis 18hp 0,009 0,011 + +
S. epidermidis 40hp 0,026 0,024 + +
S. epidermidis 4s 0,012 0,008 + +
S. epidermidis 12s 0,115 0,099 + +
S. epidermidis 70s 0,023 0,027 + +
S. epidermidis 72s 0,005 0,009 + +
S. epidermidis 86s 0,022 0,004 + +
S. epidermidis 140s 0,022 0,028 + +
S. epidermidis 142s 0,015 0,015 + +
S. epidermidis 144s 0,043 0,058 + +
S. epidermidis 207s 0,026 0,023 + +
S. epidermidis 205s 0,018 0,010 + +
S. epidermidis 203s 0,016 0,010 + -
S. epidermidis 33hp 0,005 0,021 - +
S. epidermidis 27hp 0,015 0,032 - -
S. epidermidis 32hp 0,002 0,006 - -
S. epidermidis 20s 0,024 0,025 - -
S. epidermidis 56s 0,012 0,010 - -
S. epidermidis 61s 0,012 0,013 - -
S. epidermidis 68s 0,055 0,049 - -
S. epidermidis 73s 0,014 0,018 - -
S. epidermidis 78s 0,025 0,020 AG AG
S. epidermidis 90s 0,046 0,050 - -
S. epidermidis 206s 0,038 0,041 AG AG

As amostras S. epidermidis ATCC 35984, S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 tforam utilizadas
como controles; Resultado positivo (+) ou negativo ¢) ou amostras auto-aglutinantes (AG) nos testes de
aglutinacdo em lamina. As amostras clinicas de S. epidermidis foram crescidas por 24h em &gar-sangue, para a
realizacdo do teste aglutinacdo em lamina e do teste de quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio e a seguir,
foram incubadas na placa de microtitulacdo na presenca de fibrinogénio por 2h a 35°C. A quantificacdo de
aderéncia ao fibrinogénio das amostras foi medida em uma DOszonm € 0s valores apresentados a média de seis
ensaios de aderéncia para cada concentracdo de fibrinogénio (10pg/mL e 20pg/mL).
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Tabela 7 — Testes de aderéncia ao fibrinogénio e de aglutinacdo em lamina, no inicio e no final da fase log de crescimento bacteriano, em
sete amostras clinicas de S. epidermidis e trés amostras controle.

Amostras Analisadas Concentragdes de fibrinogénio Testes de aglutinagdo em lamina

20nmy/mL 10ny/mL Plasma de coelho Plasma humano Esferas de latex

4h 9h 4h 9h 4h 9h 24h 4h 9h 24h 4h 9h

S. aureus ATCC 25923 0,411 0,374 0,336 0,297 + + + + + + + +

S. epidermidis ATCC 35984 0,090 0,055 0,089 0,060 - - - - - - - -
S. epidermidis ATCC 12228 0,085 0,029 0,073 0,029 - - - - - - AG AG

S. epidermidis 18hpa 0,036 0,016 0,056 0,020 + + + + + + - -
S. epidermidis 4s 0,061 0,029 0,051 0,033 + + + + + + AG AG

S. epidermidis 20s 0,109 0,059 0,086 0,063 - - - - - - - -
S. epidermidis 56s 0,064 0,024 0,062 0,024 - - - + - - AG AG
S. epidermidis 61s 0,049 0,018 0,055 0,024 - - - - - - AG AG

S. epidermidis 72s 0,067 0,012 0,063 0,021 + + + + + + - -

S. epidermidis 86s 0,041 0,014 0,037 0,016 + + + + + + - -

Resultado positivo (+) ou negativo (-) ou amostras auto-aglutinantes (AG) nos testes de aglutinacdo. As amostras clinicas de S. epidermidis foram crescidas por 4 e 9hem TSB e a

seguir, foram incubadas na placa de microtitulagdo na presenca do fibrinogénio por 2h a 37°C. A quantificagdo de aderéncia ao fibrinogénio das amostras foi medida em uma
DOs7onm € 0s valores sdo a média de 6 ensaios. As amostras S. epidermidis ATCC 35984 (fbe +), S. aureus ATCC 25923 (ica +) e S. epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas como

controles
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Tabela 8 - Resultados dos testes de hemaglutinacéo, aglutinacdo espontanea e auto-
aglutinacdo em relacdo aos testes de aglutinacdo em lamina, em sete amostras
clinicas de S. epidermidis e trés amostras controle avaliadas.

Testes de aglutinagdo em lamina

Amostras Analisadas HEM AA AE Plasma de coelho Plasma Humano

4h  9h  24h 4h 9h  24h

S. aureus ATCC 25923 - - - + + + + + +
S. epidermidis ATCC 35984 - + + - - - - - -
S. epidermidis ATCC 12228 - - - - - - - - -
C. diphtheriae CDC E8392 + NR NR NR NR NR NR NR NR
C. diphtheriae 241 - NR NR NR NR NR NR NR NR
S. epidermidis 18hpa - - - + + + + + +
S. epidermidis 4s - ++ ++ + + + + + +
S. epidermidis 20s - - - - - - - - -
S. epidermidis 56s - - - - - - + . .
S. epidermidis 61s - ++ ++ - - - - - -
S. epidermidis 72s - - - + + + + + +
S. epidermidis 86s - - - + + + + + +

HEM: teste de hemaglutinacdo; AA: teste de auto-aglutinacdo; AE: teste de aglutinacdo espontanea. NR —Teste
ndo realizado; ++: positivo forte; +: positivo; -: negativo; A amostra padréo C. diphtheriae subsp. mitis CDC E8392

e 241 foram utilizadas como controle positivo e negativo respectivamente apenas no teste de hemaglutinacdo. A
amostra S. epidermidis ATCC 35984, S. aureus ATCC 25923 e S. epidermidis ATCC 12228 foram utilizadas como

controles para os testes de aglutinacéo.
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Tabela 9 - Comparacdo da sequiéncia de aminoacidos da proteina Fbe de S.

epidermidis com outras sequéncias.

Proteina (espécie) Identidade com a Fbe

Similaridade com a Fbe

ALtIE (S. epidermidis)
CIfA (S. aureus)
CIfB (S. aureus)

Fbl (S. lugdunensis)

SdrF (S. epidermidis)

SdrG (S. epidermidis)

Analise da identidade e similaridade de diferentes proteinas de Staphylococcus com a proteina ligadora de
fibrinogénio Fbe de S. epidermidis através da ferramenta BLAST.

6%
24%
25%
26%
68%
88%

6%

42%
41%
44%
81%
90%

Tabela 10 - Comparacgdo da seqUéncia de aminoacidos da proteina AtIE de S.
epidermidis com sequiéncias homadlogas de outros Staphylococcus

Proteina (espécie) Identidade com a AtIE

Similaridade com a AtIE

AtIC (S. caprae)
AtIW (S. warneri)
Atl (S. aureus)
AtlH (S. haemolyticus)
Aas (S. saprophyticus)

75%
66%
56%
52%
39%

84%
77%
70%
67%
55%

Andlise da identidade e similaridade de diferentes autolisinas de Staphylococcus com a autolisina AtIE de S.

epidermidis através da ferramenta BLAST.
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5) DISCUSSAO

Staphylococcus € um dos patdogenos mais frequentes em infecgdes
hospitalares e a multirresisténcia antimicrobiana apresentada por ele é considerada
um grande problema clinico e epidemioldgico nos hospitais. Esta problematica
vem se mantendo até hoje como um desafio para as ComissGes de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH) WENZEL & EDMOND, 2001). Assim, a identificacdo
de Staphylococcus em espécies e subespécies tem sido considerada de relevancia,
ndo somente por contribuir para estudos epidemioldgicos de infec¢des causadas
pelo microrganismo, mas também, por permitir o monitoramento destes
microrganismos como reservatorio de genes de resisténcia (HUEBNER &
GOLDMANN, 1999).

O teste preconizado nos laboratérios de microbiologia para diferenciar S.
aureus dos demais Staphylococcus é o de coagulase em tubo. Contudo, esse teste
apresenta um periodo de leitura que pode variar de 4h a 24h, induzindo a
utilizagdo, por laboratoérios clinicos, de testes mais rapidos, como aqueles em
lamina que detectam aglutinacdo diretamente da colbnia bacteriana
(BANNERMAN, 2003). Outro fato relacionado ao teste de coagulase que,
eventualmente pode ocorrer, € a dificuldade em diferenciar entre si, amostras das
especies S. aureus, S. intermedius e S. schleiferi subsp. coagulans, devido ao fato de
todas produzirem a enzima coagulase. Mas, em se tratando das trés espécies de
Staphylococcus coagulase-positivo citadas, mesmo a utilizacdo do teste em lamina,

ndo forneceria resultado conclusivo ja que estas espécies sdo positivas e/ou
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variaveis para 0 mesmo. Portanto, o preconizado nestes casos é a utilizacdo dos
testes em conjunto a provas bioquimicas adicionais (BANNERMAN, 2003). No
presente estudo, duas amostras de S. schleiferi subsp. coagulans que foram
identificadas, erroneamente, como S. intermedius pelo laboratério de origem
(Embrapa), atraves do teste da coagulase, somente apés a utilizacdo do teste de
producdo de acetoina, puderam ser corretamente identificadas.

Testes de aglutinacdo em lamina tém sido utilizados para identificagédo de S.
aureus. No entanto, 10 a 15% destas amostras ndo produzem este fator e podem
fornecer resultados falso-negativos. Por outro lado, amostras de S. lugdunensis e S.
schleiferi e, eventualmente, S. intermedius (variavel para o teste) seriam identificadas
erroneamente como S. aureus por se tratarem também de amostras fator
“clumping” positivo (BANNERMAN, 2003). Assim, o teste de producéo do fator
“clumping” utilizado isoladamente para identificacdo de Staphylococcus também
pode levar a resultados erréneos.

Portanto, este trabalho foi realizado visando avaliar a confiabilidade do
teste em lamina, utilizando plasmas (humano ou coelho) em comparagdo ao
sistema comercial “Slidex Staph Plus” (bioMerieux), métodos estes, normalmente
aplicados na rotina laboratorial para identificacdo presuntiva de espécies de
Staphylococcus.

Nos ultimos anos, comegaram a ser desenvolvidos sistemas comerciais de

identificacdo rapida de S. aureus e a acuracia desses siste mas passou a ser avaliada
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comparativamente (FOURNIER, BOUTONNIER & BOUVET, 1989; PERSONNE et
al., 1997; VAN GRIETHUYSEN et al., 2001).

Personne e colaboradores, em 1997, compararam diferentes sistemas
comerciais e verificaram que o sistema “Slidex Staph Plus” apresentou uma
sensibilidade de 100% e especificidade de 81,8% na identificagdo de amostras
ORSA, sendo considerado um dos melhores sistemas para identificacdo de S.
aureus. No estudo, amostras de SCN também foram avaliadas e as espécies que
apresentaram resultados de aglutinacdo positiva no sistema Slidex Staph Plus
(bioMerieux) foram: S. schleiferi (58,6% das amostras); S. lugdunensis (23,3%) e S.
intermedius (50%). De acordo com o Manual de Microbiologia Clinica, as duas
primeiras espécies sdo consideradas fator “clumping positivo” e a Gltima é variavel
para este fator (BANNERMAN, 2003). Como o sistema comercial se propde a
identificar amostras da espécie S. aureus esses resultados comprometem sua
especificidade, segundo os autores. O seu alto custo, em torno de U$185,00, com
capacidade de realizar 50 testes, também é um fator limitante para a utilizacdo nos
laboratodrios de microbiologia do Brasil, que ainda utilizam os testes de aglutinagdo
em lamina com plasmas para deteccdo do fator “clumping” em amostras de
Staphylococcus spp.

Em um estudo posterior, realizado por Van Griethuysen e colaboradores
(2001), com 892 amostras de Staphylococcus, comparando diferentes sistemas

comerciais, o Slidex Staph Plus (bioMerieux) apresentou uma especificidade de
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98,9% e uma sensibilidade de 98,2%, sendo um dos mais indicados para
identificacdo presuntiva de S. aureus, segundo o0s pesquisadores.

Recentemente, Weist e colaboradores (2006), avaliaram seis sistemas
comerciais para identificagdo de S. aureus. Um total de 295 amostras de
Staphylococcus foi analisado e o sisterna comercial Slidex Staph Plus apresentou
uma sensibilidade de 97,6% para amostras OSSA e 92,3% para ORSA, valores
inferiores aos encontrados quando a avaliacdo foi realizada pelo sistema Slidex
Staph Kit (98,9 e 97,9%, respectivamente) que, curiosamente, foi desenvolvido
antes do sistema Slidex Staph Plus.

Baixos valores de sensibilidade na identificacdo de amostras ORSA j& havia
sido mencionado por Van Griethuysen e colaboradores (2001), que verificaram
diferencas na sensibilidade do sistema comercial Slidex Staph Plus (bioMerieux)
guando analisaram amostras ORSA da Suica, Franca e Bélgica, com valores
relacionados de: 95,9%, 97,3% e 98%, respectivamente. Segundo Fournier,
Burtonnier e Bouvet (1989), resultados falso-negativos podem ser observados para
amostras ORSA quando utilizados os sistemas comerciais de aglutinacdo. Estes
autores verificaram a presenca do polissacarideo capsular sorotipo 5,
predominante em amostras ORSA que apresentaram resultados falso-negativos
nos sistemas comerciais de aglutinacdo. Os polissacarideos capsulares podem
mascarar estruturas de superficie bacterianas, como o fator “clumping” e/ou

proteina A (FOURNIER, BOUTONNIER & BOUVET, 1989).
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No presente estudo, resultados falso-negativos ndo foram observados
guando o sistema comercial “Slidex Staph Plus” foi utilizado na identificacdo de
amostras ORSA, mostrando 100% de precisdo na identificacdo destas amostras.

Foi observado também que através do sistema comercial “Slidex Staph
Plus” a reacdo de aglutinacdo ocorreu mais lenta e fracamente com amostras de S.
lugdunensis do que com amostras de S. aureus, apesar de todas as amostras de S.
lugdunensis terem aglutinado neste teste. E provavel que, no caso do sistema
comercial, a especificidade para amostras de S. aureus seja devido a constituicdo
do sistema por particulas de latex adsorvidas com fibrinogénio e anticorpo anti-
proteina A. Contudo, ambos os fatos podem estar relacionados a menor expressao
de proteinas de superficie (“fator clumping”) relacionadas a ligacdo ao
fibrinogénio, ou mesmo a quantidade de fibrinogénio presente em cada um dos
métodos.

Mateo e colaboradores (2005), em um estudo realizado com 17 amostras
clinicas de S. lugdunensis, verificaram que algumas amostras apresentaram
resultado negativo para o fator “clumping”, quando utilizaram o sistema comercial
Pastorex Staph-Plus (Bio-Rad, Marnesla-Coquette, France). Mitchell, Tristan e
Foster (2004) verificaram a capacidade de amostras de S. lugdunensis de se
aderirem ao fibrinogénio imobilizado. As oito amostras de S. lugdunensis testadas
apresentaram variagdes nos niveis de aderéncia, porém, apés a adi¢do de anticorpo
anti-Fbl a aderéncia ao fibrinogénio foi completamente inibida. Isso reforca a

hipotese de que a proteina Fbl esta relacionada com a aderéncia ao fibrinogénio, e
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provavelmente, também associada com a aglutinacdo de amostras de S. lugdunensis
em testes de deteccéo do fator “clumping”.

Em nosso estudo, o sistema comercial “Slidex Staph Plus” foi aquele que
apresentou maior precisdo na deteccdo do fator “clumping” de S. aureus. Também
pode-se destacar o fato de ndo terem sido observados resultados falso-positivos
para as espécies S. epidermidis e S. haemolyticus, espécies freqlientemente isoladas
de espécimes clinicos.

Atualmente, em laboratérios de microbiologia, h4& uma tendéncia pela
utilizacdo de sistemas rapidos de identificacdo que sejam capazes de diferenciar
amostras de S. aureus dos demais SCN com uma boa precisdo (PERSONNE et al.,
1997; VAN GRIETHUYSEN et al., 2001; BANNERMAN, 2003).

Testes de aglutinacdo em lamina, utilizando plasma de coelho ou humano,
para detec¢do do fator “clumping”, sdo uma alternativa rapida e de baixo custo
para a identificacdo de espécies de Staphylococcus (BANNERMAN, 2003).
Entretanto no presente estudo, 35 amostras de S. aureus foram analisadas pelos
testes de aglutinagdo com plasma, sendo que uma amostra ORSA nédo aglutinou no
teste com plasma humano e no teste com plasma de coelho. Como ja mencionado
anteriormente, a presenca de polissacarideos capsulares especificos podem ter
influenciado nos resultados falso-negativos observados nos testes com plasma para
amostras ORSA no presente trabalnoFOURNIER, BOUTONNIER & BOUVET,

1989). Essa limitagdo dos testes em lamina na identificacdo de amostras ORSA é de
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grande relevancia e pode comprometer o diagndstico de infec¢cdes graves por S.
aureus.

No presente estudo, sete amostras de Staphylococcus, de um total de 88
analisadas, auto-aglutinaram na 4gua destilada nos testes em lamina com plasmas,
correspondendo a cerca de 7,9 % das amostras. Reacdo de auto-aglutinacéo foi
observada com amostras das espécies S. haemolyticus, S. saprophyticus, S.
lugdunensis e S. epidermidis. A auto-aglutinacédo é um fator limitante dos testes em
Iamina e pode contribuir para a imprecisdao do método. Por outro lado, os testes em
lamina realizados a partir do sistema comercial mostraram grande aplicacdo, com
auséncia de auto-aglutinacédo para todas as amostras avaliadas. Portanto, podemos
especular que existam “elementos adicionais” no plasma que favorecem a auto-
aglutinacdo das amostras, ao contrario dos sistemas comerciais, que possuem na
sua composicao particulas de latex adsorvidas com fibrinogénio e anticorpos anti-
proteina A especificos para identificacdo presuntiva de S. aureus.

Nenhuma amostra de S. saprophyticus aglutinou nos testes para deteccdo
do fator “clumping”. Cabe ressaltar que esta espécie apresenta caracteristicas
coloniais semelhantes as de S. aureus, exceto pela falta de hemdlise, que também
pode ser observada, eventualmente, em algumas cepas de S. aureus. Recentemente,
Sakinc, Kleine e Gatermann (2006), identificaram a proteina Sdrl, em uma amostra
de S. saprophyticus 7108, relacionando-a com a capacidade da bactéria de se ligar a
colagenos. Gatermann e colaboradores (1994), verificaram que amostras de S.

saprophyticus que eram capazes de aglutinar eritrécitos de carneiro, possuiam a
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capacidade de se ligar a fibronectina, diferentemente das amostras que nao
aglutinavam. Eles verificaram que a hemaglutinina estava relacionada com a
adesdo dos S. saprophyticus a fibronectina imobilizada. Apesar do relato da
presenca da proteina Sdrl, da familia de proteinas serina-aspartato, ndo se tem
relato de proteinas ligadoras de fibrinogénio em S. saprophyticus (Sakinc, Kleine &
Gatermann, 2006).

Apesar de, segundo Bannerman (2003), a espécie S. lugdunensis ser
classificada como positiva para o fator “clumping”, neste trabalho resultados falso-
negativos foram observados para cinco amostras testadas pelo método de
aglutinacdo em lamina utilizando plasmas.

No presente estudo, foi observada uma baixa precisdo (40%) dos testes de
aglutinacdo com plasma de coelho ou humano, principalmente, na identificacio de
amostras de S. epidermidis. Por se tratar de uma espécie prevalente em infeccdes
hospitalares, principalmente relacionadas a bacteriemias e a utilizacdo de
biomateriais, € de extrema importancia a correta identificacdo de membros desta
espécie (GOTZ, 2002; VON EIFF, PETERS & HEIFMANN, 2002).

Neste estudo, resultados de falsa aglutinacdo foram observados com 13
amostras de S. epidermidis no teste com plasma humano e com 13 amostras no teste
com plasma de coelho, sendo 12 amostras positivas em ambos os plasmas. Alguns
trabalhos tém relatado, em algumas estirpes desta espécie, a existéncia de
proteinas com afinidade ao fibrinogénio, chamadas de Fbe, que pertencem a

familia das proteinas Sdr (serina-aspartato) que englobam também as proteinas
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relacionadas com o fator “clumping” de S. aureus (NILSSON et al., 1998; VON EIFF,
PETERS & HEIFMANN, 2002). Assim, a possibilidade de aglutinacdo do plasma
por amostras produtoras destas proteinas ndo poderia ser descartada.

Em um trabalho realizado por Blake e Metcalfe (2001), foram analisadas
amostras de ORSA e de S. epidermidis que apresentavam resultados falso-negativos
e falso-positivos, respectivamente, para sistemas comerciais compostos de
particulas de latex cobertas com fibrinogénio e anticorpos anti-polissacarideo
capsular. Através da técnica de imunodifusdo em gel de agarose, verificou-se que
as amostras ORSA e S. epidermidis compartilhavam antigenos, pois 0 soro
preparado especificamente para uma amostra de S. epidermidis 2213 mostrava
reacdo cruzada com amostras ORSA e com amostras de S. epidermidis que
apresentavam resultados falso-positivos. Entretanto, esses autores verificaram que
nos testes em lamina realizados com plasma de coelho, nenhuma das amostras de
S. epidermidis apresentou positividade para o fator “clumping”. Neste estudo néao
houve a presenca de resultados falso-positivos para amostras de S. epidermidis,
quando utilizado o sistema comercial, entretanto todos os resultados falso-
positivos observados foram visualizados quando utilizados os plasmas de coelho e
humano para identificacdo presuntiva de Staphylococcus.

Para se ter informacbes adicionais sobre os resultados falso-positivos
observados nos testes de aglutinacdo em lamina, utilizando plasmas, para a espécie
S. epidermidis, foi realizado um teste de quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio

em placas de microtitulagdo. De acordo com a anélise estatistica dos dados obtidos,
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nao houve correlacdo entre os resultados de aglutinacdo falso-positiva, quando
utilizados os testes de aglutinacdo em plasmas, com aqueles encontrados nos de
quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio (p>0,05). Esta analise nos levou a
sugerir que provavelmente, os resultados positivos nos testes de aglutinagdo com
plasma ndo foram devido a ligacdo da bactéria ao fibrinogénio. Porém, para
investigarmos mais sobre esta hipotese, outras andlises foram realizadas, conforme
discutidas a seguir. Algumas amostras de S. epidermidis foram, entdo, selecionadas
para testes adicionais para analisarmos 0s possiveis motivos da falsa positividade
nos testes em lamina. Estas sete amostras clinicas foram analisadas pelo teste de
quantificacdo de aderéncia, pela aglutinacdo em plasma de coelho e humano e pelo
teste de esferas de latex cobertas com fibrinogénio no inicio e no final da fase log
de crescimento bacteriano. As amostras foram crescidas em TSB por 4h e 9h para a
realizacdo dos testes. Estes periodos de crescimento foram utilizados apos ter sido
realizada uma curva de crescimento com uma amostra tipo, S. epidermidis ATCC
35984, para verificar 0 momento em que a bactéria entrava em fase log de
crescimento e quando chegava na fase estacionaria.

Rennermalm, Nilsson e Flock (2004), descreveram que o melhor momento
da expressao de proteinas ligadoras de fibrinogénio era na fase log de crescimento.
Ni Eidhin e colaboradores (1998), mostraram que a proteina CIfB, relacionada a
ligagcdo dos S. aureus ao fibrinogénio imobilizado era expressa somente na fase log

de crescimento bacteriano, diferentemente da proteina CIfA, também relacionada a
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adesdo dos S. aureus ao fibrinogénio, que era expressa em todas as fases de
crescimento.

Apesar de ndo ter havido correlacdo entre a falsa-positividade nos testes
de lamina e os valores da quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio nos dois
momentos de crescimento (inicio e fim da fase log) na presenca de 10 e 20ng/mL
de fibrinogénio, as sete amostras de S. epidermidis analisadas apresentaram maior
aderéncia ao fibrinogénio, através da técnica de quantificacdo de aderéncia, apds

4h de incubacdo quando comparado com 9h. Assim, podemos concluir que no

inicio da fase log de crescimento, as amostras de S. epidermidis, apresentaram maior
capacidade de se aderir ao fibrinogénio imobilizado do que no final desta fase.
Contrastando com o0s resultados obtidos no presente estudo, Nilsson e

colaboradores (1998), atraves da técnica de quantificacdo de aderéncia ao

fibrinogénio imobilizado, verificaram uma grande variacdo de aderéncia ao
fibrinogénio imobilizado entre cinco amostras de S. epidermidis avaliadas, crescidas
previamente em agar sangue, por 24h a 37° C.

Em relacdo aos testes fenotipicos de aglutinacdo com plasma realizados
nos dois periodos de crescimento (4 e 9h) para as sete amostras de S. epidermidis
selecionadas, somente a amostra 56s mostrou resultado diferente nas duas fases de
crescimento, aglutinagcdo positiva em 4h e negativa em 9h. Contudo, nos testes
iniciais realizados a partir da colonia bacteriana, esta amostra se apresentou
negativa nos testes com plasmas. As outras amostras de S. epidermidis

apresentaram os mesmos resultados nos testes fenotipicos de aglutinacdo com
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plasma, nos dois momentos de crescimento (4h e 9h), sugerindo que nao existe
diferenca significativa na expressdo de proteinas capazes de aglutinar o plasma,
nos dois momentos analisados. O teste realizado com esferas de latex cobertas com
fibrinogénio foi realizado com o mesmo objetivo. Porém, a Unica amostra que
apresentou capacidade de aglutinar no teste foi o controle positivo S. aureus ATCC
25923. Estes resultados sugerem, mais uma vez que, que o0s resultados falso-
positivos encontrados para algumas amostras de S. epidermidis nos testes de
aglutinacdo em lamina utilizando plasmas de coelho ou humano, ndo estdo
relacionados, pelo menos em parte, com a expressdo de proteinas ligadoras de
fibrinogénio.

Podemos especular que em S. epidermidis podem existir outros fatores
envolvidos na aglutinacdo com plasma e ndo somente a proteina ligadora de
fibrinogénio Fbe. Sabemos que os Staphylococcus possuem uma série de proteinas
de superficie da familia serina-aspartato, como: SdrG, SdrF e SdrH (MCCREA et
al., 2000, HARTFORD et al., 2001) que provavelmente podem estar relacionadas
com os resultados falso-positivos observados com plasma, no presente estudo.

Pei e colaboradores (1999), verificaram a aderéncia a placa de
microtitulacdo com fibrinogénio imobilizado de uma amostra de S. epidermidis
marcada radiotivamente. Foram adicionadas proteinas a placa [Fbe, GST
(Glutationa-S-Transferase), GST-Fbe e CIfA] para verificar a capacidade das
mesmas de inibirem a aderéncia da bactéria ao fibrinogénio. A aderéncia

bacteriana a placa foi completamente inibida pela adi¢do de Fbe e GST-Fbe, porém,
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nao houve variacao na aderéncia quando somente a proteina GST foi adicionada. A
adicdo da proteina CIfA resultou em uma ligeira inibicdo da aderéncia da amostra
de S. epidermidis, porém, para a amostra de S. aureus o bloqueio da aderéncia foi de
aproximadamente 50%. Neste mesmo estudo, em outro experimento, foi
adicionado fibrinogénio imobilizado a placa de microtitulagdo e a proteina GST -
Fbe, e em outra placa foi adicionada GST-Fbe imobilizado e fibrinogénio soltvel.
Os resultados mostraram que GST-Fbe foi capaz de se ligar tanto a forma soltvel
guanto a imobilizada de fibrinogénio. Os autores concluiram que a proteina Fbe
era a responsavel pela adesdo dos S. epidermidis ao fibrinogénio.

A hemaglutinina é um carboidrato de superficie celular, podendo se
comportar como uma adesina responsavel pela adesdo inicial de amostras a
superficies e/ou biomateriais (RUPP & HAN, 1995). O ensaio de hemaglutinacéo
para amostras de S. epidermidis que apresentaram resultados discrepantes nos
testes fenotipicos de aglutinacdo com plasma foi realizado com o objetivo de
avaliar se a capacidade hemaglutinante teria correlacdo com os resultados falso-
positivos encontrados com os testes com plasma. Em um trabalho realizado por
Gatermann e Meyer (1994), foi verificado que a hemaglutinina estava relacionada
com a adesdo dos S. saprophyticus a fibronectina imobilizada. Neste estudo,
nenhuma amostra de S. epidermidis testada apresentou capacidade de aglutinar
hemécias, ndo havendo qualquer tipo de correlacdo entre a capacidade
hemaglutinante e os resultados falso-positivos observados com os testes com

plasma.
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Para avaliarmos se a hidrofobicidade de superficie celular estava
relacionada com a capacidade das amostras de S. epidermidis aglutinarem nos testes
com plasma, foram realizados os testes de auto-aglutinacdo e aglutinacao
espontanea nas sete amostras de S. epidermidis selecionadas. Somente duas
amostras de S. epidermidis (4s e 61s) apresentaram capacidade auto-aglutinante em
PBS e de aglutinagdo espontanea em caldo TSB. Estes dados demonstram que nédo
houve qualquer correlacdo entre os resultados falso-positivos observados nos
testes com plasma e a hidrofobicidade da superficie celular.

Krespky e colaboradores (2003), ao analisarem 60 amostras clinicas de S.
epidermidis, verificaram correlacdo entre os resultados dos testes de aglutinacdo
esponténea e os resultados de auto-aglutinacdo em tampéo PBS (98%), em um
estudo onde foi feita a correlagdo entre os testes de hidrofobicidade de superficie
celular.

Apesar dos testes em lamina ndo apresentarem correlacdo com a ligacéo
ao fibrinogénio nos testes fenotipicos, todas as 35 amostras de S. aureus e as 24 de
S. epidermidis analisadas através da técnica de PCR, apresentaram seus respectivos
genes relacionados com a expressao das proteinas ligadoras de fibrinogénio. Foi
possivel observar que todas as amostras de S. epidermidis apresentavam o gene fbe
responsavel pela codificacdo da proteina ligadora de fibrinogénio Fbe. No estudo
realizado por Nilsson e colaboradores, em 1998, das 43 amostras de S. epidermidis
analisadas por PCR com iniciadores para o gene fbe, 40 amostras apresentavam

este gene. Porém, neste estudo, ndo houve sequer especulagdo sobre este resultado
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encontrado. Em relacdo a espécie S. aureus, todas as amostras analisadas por PCR
apresentaram o gene clfa (292pb) e clfb (205pb), que codificam as proteinas
ligadoras de fibrinogénio, CIfA e CIfB. Essas proteinas sdo responsaveis pela
adesdo inicial da bactéria ao fibrinogénio imobilizado e pela adesdo a plaquetas
(O’BRIEN et al., 2002). Também sdo importantes fatores de viruléncia relacionados
a colonizacéo inicial da bactéria ao tecido do hospedeiro. Portanto, era esperado
gue todas as amostras de S. aureus analisadas apresentassem seus respectivos
genes codificadores de proteinas ligadoras de fibrinogénio. Em um estudo
realizado por Tristan e colaboradores, 157 amostras de S. aureus foram analisadas
atraveés da técnica de PCR multiplex com nove genes que codificam adesinas de
superficie, 99% das amostras apresentaram o gene clfA e todas as amostras
apresentaram o gene clfB.

Como todas as amostras clinicas de S. epidermidisapresentaram o gene fbe,
resolvemos analisar a sequéncia de aminoécidos da proteina Fbe, disponivel nos
bancos de dados do NCBI e comparé-la com proteinas de outras espécies. A
seqUéncia de aminoacidos da proteina ligadora de fibrinogénio de S. epidermidis,
chamada Fbe, de 119 kDa, apresentou elevado grau de identidade com algumas
seqUéncias de aminoéacidos de proteinas de S. epidermidis e de outras espécies do
género. Neste trabalho, observamos para S. epidermidis, um alto grau de identidade
e similaridade da proteina Fbe, em relagdo as proteinas SArG (88%, 90%) e SdrF
(68%, 81%). Esses dados eram esperados por se tratarem de proteinas pertencentes

a familia serina-aspartato, possuidoras de uma sequUéncia de repeticdo de
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dipeptideos serina (SD) em sua estrutura. Em relacdo a proteina SdrG, esta
apresenta funcdo semelhante a da proteina Fbe (HARTFORD et al., 2001).

Com S. aureus, observou-se uma identidade e similaridade de cerca de
44% e 62% com uma proteina da familia das serinas (“Ser-Asp rich fibrinogen-
binding/bone sialoprotein-binding protein”); 24% e 42% com o fator “clumping” A
(CflA) e 25% e 41% com o fator “clumping” B (CfIB); 26% e 44% com a sequéncia
da proteina Fbl de S. lugdunensis e 20% e 55% com a autolisina Aas de S.
saprophyticus.

Nilsson e colaboradores (1998), verificaram identidade entre as
sequiéncias de aminoéacidos da proteina Fbe com a da proteina CIfA de S. aureus. A
identidade das sequiéncias variava de 44 a 64%, de acordo com a regido, porém, a
regido SD (regido de repeticdo SD) apresentou uma identidade de 80%.
Posteriormente, o0 mesmo grupo, comparou as sequéncias das proteinas que
estavam relacionadas com a ligacdo ao fibrinogénio e observaram que a proteina
Fbl de S. lugdunensis apresentava 62% de identidade em relacédo a CIfA de S. aureus
e apenas 30% em relacdo a Fbe de S. epidermidis (NILSSON et al., 2004). Os

percentuais de identidade, relacionados a comparacdo de proteinas, obtidos neste

estudo foram diferentes dos obtidos por Nilsson e colaboradores (1998, 2004).
Neste estudo, as seqiéncias inteiras dos aminoacidos correspondentes a cada
proteina foram analisadas, enquanto que no estudo anterior foram feitas analises

de identidade de cada regido das proteinas separadamente. As proteinas CIfA,

CIfB e SdrE de S. aureus, Fbl de S. lugdunensis e Fbe de S. epidermidis pertencem a
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mesma familia de proteinas serina-aspartato, portanto, alguma homologia entre
essas proteinas era esperada.

Frebourg e colaboradores (2000) desenvolveram um PCR multiplex
baseado em genes de viruléncia de S. epidermidis e observaram que tanto em
amostras consideradas infectantes quanto em contaminantes, o gene atlE era
detectado, mostrando que este gene expressava uma proteina essencial para o S.
epidermidis, diferentemente de outros genes analisados como: ica (relacionado a
formacdo de biofilme) e mecA (relacionado a resisténcia a oxacilina) que foram
detectados em amostras consideradas infectantes, provavelmente relacionadas com
a viruléncia da espécie.

Outra proteina analisada de S. epidermidis analisada neste estudo foi a
AtIE. Heilmann e colaboradores (1997), mostraram que a autolisina (AtIE) estava
associada com a adesdo inicial de S. epidermidis ao plastico.

Neste estudo foi realizada uma analise de identidade da proteina AtIE
com outras proteinas relacionadas através da ferramenta BLAST e ClustalW. A
seqgliéncia de aminoacidos da autolisina AtIE mostrou elevado grau de identidade
e similaridade com algumas sequiéncias de proteinas autolisinas de outras espécies
do género como: 75% de identidade e 84% de similaridade com a autolisina
ligadora de fibronectina, AtIC, de S. caprae; 66% de identidade e 77% de
similaridade com uma autolisina de S. warneri; 56% e 70% com uma autolisina
precursora bifuncional codificada pelo gene atl de S. aureus e 52% de identidade e

67% de similaridade com uma autolisina de S. haemolyticus. Porém, houve uma
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baixa identidade e similaridade, de aproximadamente 6%, quando comparada com
a sequéncia da proteina Fbe de S. epidermidis. Provavelmente, por se tratar de
proteinas diferentes estruturalmente e pertencentes a diferentes classes de
proteinas: a proteina Fbe pertence a classe de proteinas serina-aspartato e a
proteina AtIE pertence a classe das autolisinas com propriedades adesivas (HELL,
MEYER & GATERMANN, 1998; NILSSON et al., 1998).

Neste trabalho, as sete amostras clinicas de S. epidermidis selecionadas
(quatro positivas e trés negativas para os testes com plasma), foram utilizadas para
andlise da expressdo das proteinas AtIE e Fbe. Através da técnica de western
blotting, utilizado-se anticorpo anti-AtlE, foi possivel detectar em todas as ®te
amostras, pelo menos duas proteinas de massas moleculares em torno de 52 e 60
kDa. Estes resultados estdo de acordo com o0s encontrados por Heilmann e
colaoradores (1997). A proteina AIE é uma autolisina bifuncional com um
dominio N-terminal alanina amidase, um dominio ancorado a parede celular
(CWA) que consiste em trés repeti¢des (R1 a R3), cada uma com 165 aminoécidos, e
um dominio Gterminal glicosaminidase. O mesmo é clivado entre R2 e R3 na
superficie da bactéria, gerando duas enzimas separadas: a de 60-kDa
alaninamidase e a de 52-kDa glicosaminidase. Os produtos do processamento da
AtIE tém mostrado capacidades adesivas (HEILMANN et al., 1997), provavelmente
envolvendo os dominios R1, R2 e R3 (HELL, MEYER & GATERMANN, 1998).

Hartford e colaboradores (2001), através da técnica de western blotting

com anticorpo anti-Fbe (SdrG) especifico para a regido A, verificaram a expressao
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de uma proteina de 190kDa pela amostra de S. epidermidis HB, enquanto a mesma
amostra com uma mutacao especifica para o gene fbe, ndo expressava esta proteina.
O gene fbe das amostras de S. epidermidis HB e K28 foram clonados em uma
amostra de Lactococcus lactis através do vetor pKS80 e transformados em uma
amostra de L. lactis MG1363. Estudos preliminares do grupo indicaram que a
incubacd@o da amostra com mutanolisina e lisozima por 15min foi possivel observar
a expressdo da proteina de 190kDa. A aparente massa molecular da proteina Fbe
de S. epidermidis HB, de 190 kDa, é maior do que a da proteina SdrG, 170kDa,
expressa pela amostra S. epidermidis K28 (MCCREA et al., 2000) e maior que a da
proteina Fbe, de 119kDa, descrita por Nilsson e colaboradores (1998).

No presente trabalho, foram realizados experimentos de western blotting,
utilizando-se anticorpo anti-Fbe, para se verificar a expressdo da proteina Fbe nas
sete amostras de S. epidermidis selecionadas. Foi observado que o anticorpo
apresentou reacao cruzada com varias proteinas de diferentes massas moleculares,
sendo que em duas amostras foram detectadas proteinas com massas moleculares
maiores que 100kDa. Pode se considerar o fato da sequéncia da proteina Fbe, de
119 kDa, apresentar elevada homologia com outras proteinas, principalmente com
as proteinas da familia das serinas dos S. epidermidis, podendo, assim, o anticorpo
anti-Fbe reagir de forma cruzada com outras proteinas de S. epidermidis.

Fbe é uma proteina de aproximadamente 119kDa localizada na superficie
de amostras de S. epidermidis e estd diretamente relacionada a adesdo da bactéria ao

fibrinogénio (NILSSON et al., 1998, RENNERMALM, NILSSON & FLOCK, 2004).
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A proteina Fbe é expressa na superficie de S. epidermidis durante a infeccdo. O
momento da expressao desta proteina pode ser verificado pelo aumento do titulo
de anticorpos anti-Fbe no soro de pacientes infectados com S. epidermidis
(MCCREA et al., 2000). Sellman e colaboradores (2005) ndo conseguiram verificar a
expressdo da proteina Fbe em um estudo de deteccdo de antigenos de superficie
em S. epidermidis. Este grupo sugeriu alguns fatores que poderiam estar
relacionados com a ndo deteccdo da proteina em questdo, como: baixo nivel de
expressao da proteina, perda do sitio de ligacdo no momento da transferéncia para
a membrana de nitrocelulose, perda da proteina durante o processo de lavagem, e
a condigdo “in vitro” do experimento, que difere da encontrada no processo
infeccioso. Este uUltimo sugere que a proteina seria expressa ou teria a sua
expressdao aumentada apenas “in vivo”.

Assim, como perspectivas futuras, temos como objetivo realizar uma
melhor andlise de expressdo da proteina Fbe em amostras de S. epidermidis.
Inicialmente, sera realizada uma analise por Northern blotting, a fim de se
confirmar se o gene fhe seria expresso “in vitro”. Confirmando-se a capacidade de
expressao “in vitro” deste gene, a seguir, as proteinas totais de S. epidermidis serdo
submetidas a uma marcacdo por pulso com 35S-metionina. Nesta analise também
serd observada se ha diferencas na sintese das proteinas Fbe e AtIE, nas diferentes
fases de crescimento da bactéria, principalmente no inicio (4h) e no final (9h) da

fase log de crescimento bacteriano.
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Este estudo sera continuado pelo nosso grupo para melhor analisarmos os
possiveis fatores que poderiam estar interferindo no elevado nimero de resultados

falso-positivos, como observado nos testes de aglutinacdo com plasma para a

espécie S. epidermidis.
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6) CONCLUSOES

O Sistema comercial “Slidex Staph Plus” apresentou maior acurécia do que 0s
testes de aglutinagdo com os plasmas, sendo assim, o mais indicado para a

deteccdo do fator “clumping” em amostras de Staphylococcus.

A aglutinacdo nos testes em lamina, utilizando plasma de coelho ou humano,
apresentada por algumas amostras de S. epidermidis, ndo mostrou correlacdo com
os testes de aderéncia ao fibrinogénio, indicando que outros componentes do

plasma e/ou da superficie celular, além da proteina Fbe, contribuam para este

evento.

Através da técnica de quantificacdo de aderéncia ao fibrinogénio foi verificada
maior aderéncia ao fibrinogénio de amostras de S. epidermidis no inicio da fase log

de crescimento bacteriano (4h), do que no periodo de 9h de incubagéo.

Todas as amostras de S. epidermidis analisadas apresentaram o0s genes atlE e fbe
através da técnica de PCR. Através de western blotting, a proteina AtIE, foi
detectada em sete amostras de S. epidermidis selecionadas, apresentando as duas

isoformas de 60kDa e 52kDa.
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