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RESUMO

VASCONCELOQOS, Renata da Silva. Heterogeneidade de perfis de resisténcia, expressao de
multirresisténcia e de producéo de biofilme em superficies abioticas e biomateriais utilizados
em procedimentos cirdrgicos (aco e pericardio bovino) na presenca de agentes
antimicrobianos de amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis detectadas
em fomites diversos em ambiente hospitalar. 2021. 109 f. Tese (Doutorado em Microbiologia)
— Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) sdo encontrados na pele e mucosas de seres
humanos e outros animais, sdo patdgenos oportunistas, particularmente em pacientes
imunocomprometidos. Staphylococcus capitis faz parte da microbiota normal da pele e pouco
se sabe sobre sua patogenicidade. Staphylococcus hominis € a terceira espécie, entre os SCN,
isolados de infec¢des sanguineas, sendo capaz de causar infeccdo particularmente na presenca
de dispositivos hospitalares. O estudo teve como objetivo a identificacdo de S. capitis e S.
hominis, em fomites, de 10 salas cirdrgicas de um hospital, a determinacdo dos perfis de
resisténcia aos agentes antimicrobianos, a capacidade de producéo de biofilme e a influéncia de
doses sub-inibitorias dos agentes antimicrobianos na producdo de slime e de biofilme em
superficies abidticas e de biomaterial, além da verificacdo da letalidade utilizando nemat6deos
Caenorhabditis elegans. No centro cirargico foram isoladas das superficies dos fomites, 61
amostras bacterianas. Foram caracterizadas 14.7% das amostras como bactérias Gram-
negativas e 85.2% como bactérias Gram-positivas, sendo, 78,6% pertencentes ao grupo SCN.
Dentre as amostras caracterizadas como SCN, 10 amostras foram identificadas como S. hominis
e 09 como S. capitis. Foram determinados 11 perfis de multirresisténcia e 05 perfis de néo-
multirresisténcia, sendo que todas as amostras foram oxacilina-resistentes e 01 amostra de S.
capitis e 01 amostra de S. hominis foram intermediarias a vancomicina. A presenca do gene
mecA foi detectada em 40% e 33,3% das amostras de S. capitis e S. hominis respectivamente.
Para a producéo de slime, foram positivas, 66% das amostras S. capitis e 50% das amostras S.
hominis. Todas as amostras foram capazes de aderir a superficie abi6tica do vidro e foram
capazes de produzir biofilme na superficie hidrofébica de poliestireno em intensidades variadas
na auséncia dos antimicrobianos. Na presenca dos antimicrobianos, algumas amostras perderam
a capacidade de produzir slime e/ou aderir as superficies abioticas. Todas as cepas estudadas
foram capazes de produzir biofilme sobre a superficie de ago cirdrgico, em intensidades
variaveis, ocorrendo um aumento expressivo na presenca de oxacilina. Os resultados das
analises por MEV das amostras estudadas, demonstrou aumento de auto agregacdo e de
producdo de biofilme, na presenca de oxacilina e vancomicina. Na superficie de patches de
pericardio bovino, a cepa S. hominis MDS SHo-07 apresentou maior capacidade de producao
de biofilme, do que a cepa de S. capitis MDR SC-03. Foi detectado para 77,7% das amostras
de S. capitis a presenca dos genes icaA, atl e fbp e 66% das amostras apresentaram o gene aap.
Para S. hominis, foi detectado a presenca do gene fbp em 80% das amostras, 0s genes icaA e
aap em 70%, e em 60% o gene atl. Trés amostras apresentaram biotipos semelhantes, revelando
sua patogenicidade, sendo submetidas ao processo de infecgdo de nematodeos. Outros estudos
poderdo elucidar os diferentes mecanismos de adesdo na patogénese de infec¢des causadas por
S. capitis e S. hominis, incluindo casos associados a dispositivos hospitalares.

Palavras-chave: Ago cirdrgico. Caenorhabditis elegans. Pericardio bovino. Staphylococcus

capitis. Staphylococcus hominis.



ABSTRACT

VASCONCELOQOS, Renata da Silva. Heterogeneity of resistance profiles, expression of
multidrug resistance and biofilm production on abiotic surfaces and biomaterials used in
surgical procedures (steel and bovine pericardium) in the presence of antimicrobial agentes
from strains of Staphylococcus capitis and Staphylococcus hominis detected in different
fomites in a hospital environment. 2021. 109 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) -
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

Coagulase-negative Staphylococci (CoNS) which belong to the normal microbiota of
the skin and mucous membranes of human and others animals, are opportunistic pathogens,
particularly in patients who are immunocomprimised. Staphylococcus capitis has been
considered a comensal, but about its pathogenicity, there’s not a great amount of knowledge
about the subject. Staphylococcus hominis is the third species of CoNS identified in
bloodstream infections, associated predominantly with infection in the setting of indwelling
devices. This study aimed to investigate the presence of S. hominis and S. capitis on fomites
within nosocomial environment, antimicrobial susceptibility profiles, biofilm formation and the
effects of minimal inhibitory concentrations (MICs) of antimicrobial agents on slime production
and adherence properties on abiotics surfaces and biomaterial, besides the lethality assays using
nematodes Caenorhabditis elegans. The results demonstrated in the operation room, were
isolated 61 strains from fomites’s surfaces. 14.7% of the strains were characterized as Gram-
negative and 85.2% as Gram-positive, where 78.6% belongs to CoNS. Among CoNS strains,
ten strains were identified as S. hominis and nine strains as S. capitis. Were determinated eleven
multiresistance profiles and five non-multiresistance profiles. All strains were oxacillin-
resistant and one strain of each species were vancomycin-intermediate. The presence of mecA
gene was detected in 40% and 33.3% of S. capitis and S. hominis respectively. Were slime-
positive 66% of S. capitis and 50% of S. hominis. All strains were able to adhere to the abiotic
surface of the glass and showed the ability to produce biofilm in poliestirene’s surface on
different levels in the absence of antimicrobials. In the presence of antimicrobials, some strains
lost the ability to slime production and/or adherence an abiotic surfaces. All strains displayed
the ability of biofilm formation in the surgical steel’s surface, on different levels, with a
significant increase in the presence of oxacillin. The results of the SEM analyzes demonstrated,
an intensification in self-aggregation and biofilm formation in the presence of both oxacillin
and vancomycin. In the patches of bovine pericardium’s surfaces, the strain S. hominis MDS
SHo-07 showed more biofilm production capacity than the strain S. capitis MDR SC-03. The
presence of icaA, atl and fbp genes were detected in 77.7% of the S. capitis isolated and the
aap gene was detected in 66%. The presence of fbp gene was detected in 80% of the S. hominis
isolated, the icaA and aap genes were detected in 70% and the atl gene was detected in 60%.
Three strains had similar biotypes, revealing their pathogenicity, being submitted to the
nematode infection model. Other studies may elucidate the different mechaniscms of adhesion
in the pathogenesis of infections cause by S. capitis and S. hominis, including cases associated
with medical devices.

Keywords: Bovine pericardium patch. Caenorhabditis elegans. Surgical steel. Staphylococcus

capitis. Staphylococcus hominis.
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INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas algumas  espécies pertencentes ao  grupo  de
Staphylococcus coagulase-negativos (SCN), estdo sendo mundialmente reconhecidas como
agentes etioldgicos de doencas infecciosas adquiridas na comunidade ou no ambiente
hospitalar, inumeras vezes, fatais. Estudos demostraram que os patégenos SCN tém sido
relacionados com quadros infecciosos principalmente em pacientes submetidos ao uso de
dispositivos hospitalares invasivos e instrumentos médicos cirargicos (BANASZKIEWICZ et
al., 2019; FERNANDES, 2004; SCHOENFELDER et al., 2010; SUED-KARAM, 2018).
Algumas espécies de SCN fazem parte da composicao da microbiota normal dos seres humanos.
Staphylococcus hominis é a segunda espécie mais prevalente e persistente da pele e mucosa
nasal e Staphylococcus capitis € uma espécie que coloniza nichos especificos, como cabeca e
canal auditivo. Salienta-se que Staphylococcus hominis (SHo) e Staphylococcus capitis (SC)
sdo reservatorios para elementos genéticos moéveis (KLOOS; SCHLEIFER, 1975;
O’SULLIVAN et al., 2019).

Tem sido crescente o numero reportado de casos de infec¢des relacionadas a assisténcia
a saude (IRAS), incluindo quadros de infeccdes hematogénicas em pacientes fazendo uso de
cateteres intravenosos. Diversos estudos tém sido realizados com diferentes patdgenos
humanos, Gram-positivos e Gram-negativos, investigando a habilidade de formacéo de
biofilme e dos mecanismos de interacdo de amostras clinicas com diferentes superficies
abidticas (NOVOSAD et al., 2019; SOUZA et al., 2015).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos na terapia de paciente com doencas
infecciosas, vem sendo crescentemente considerado um problema de saude pablica mundial,
visto, que tem favorecido o aumento e disseminagao da resisténcia antimicrobiana de diversos
patdgenos. Pesquisas realizadas, tém evidenciado que bactérias multirresistentes estdo
adquirindo um carater de endemicidade nos ambientes hospitalares, sendo frequentemente
associadas a elevada taxa de morbimortalidade em decorréncia de falta de éxito da terapia
antimicrobiana. A principal preocupacdo dos profissionais da salde - especialistas e
pesquisadores - com patdgenos nosocomiais, sobretudo os classificados como multirresistentes
(MDR) a diversos grupos de agentes antimicrobianos, é a possibilidade de servirem como
reservatorios de genes de resisténcia e viruléncia (SILVA; AQUINO, 2018; SUED-KARAM,
2018).
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A vigilancia e medidas de controle da contaminacdo ambiental no Centro Cirlrgico
(CC) tém sido consideradas como medidas coerentes pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC/USA) para a prevencdo das IRAS. Contudo, medidas de controle possuem
uma conotagdo ampla, o qual ndo se limita apenas a higienizagao das superficies e dos fomites,
mas também o controle do acesso e do transito de pessoas no interior das salas de cirurgia
durante o periodo transoperatério, bem como, a movimentacao das portas, incluindo o sistema
de ventilagcdo e paramentacdo adequada da equipe cirurgica, de acordo com a Associacao
Brasileira de Enfermeiros de Centro Cirdrgico, Recuperacdo Anestésica e Centro de Material e
Esterilizacdo (SOBECC, 2009).

Nos casos de IRAS, o processo infeccioso pode ser tanto de origem enddgena, por
micro-organismos encontrados na microbiota do individuo, quanto de origem exdgena, atraves
de mdos, secregdo salivar, fluidos corpdreos, ar e materiais contaminados (exemplo:
equipamentos e instrumentos utilizados em procedimentos médicos). O risco de infeccao torna-
se ainda mais elevado nos casos de pacientes submetidos a procedimentos invasivos, uma vez
que rompem as barreiras naturais de protecdo do corpo humano, segundo a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2004).

Apesar do elevado nimero de casos de pacientes submetidos a bioimplantes, escassos
sdo os estudos realizados sobre a capacidade de formacdo de biofilme em biomateriais,
incluindo SCN. As infeccdes correlacionadas aos dispositivos invasivos, implantes ortopédicos
e insercdo de enxertos de retalhos de pericardio bovino em diversos procedimentos cirdrgicos,
estdo também associadas com a formacao de biofilme bacteriano BERNARDI; PIZZOLITTO,
E. L.; PIZZOLITTO, A. C., 2005; COSTA et al., 2016; POMERANTZEFF et al., 1997).
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1 GENERO STAPHYLOCOCCUS

A nomenclatura Staphylococcus tem origem grega que significa: “staphyle”, cacho de
uva, e “coccus”, grdo ou semente. S0 um grupo de bactérias cocoides importantes e foi
nomeado por Alexander Ogston, um cirurgido escocés que em 1880, isolou 0 micro-organismo
de um abscesso de ferida cirurgica, referindo-se a morfologia e ao arranjo de tais bactérias
quando observadas ao microscopio 6ptico (CUNHA, 2012; MENDOZA-OLAZARAN et al.,
2015). Contudo, somente em 1884, o pesquisador Anton Julius F. Rosenbach, ao estudar os
micro-organismos isolados de col6nias puras a partir de secrecdo purulenta, propds a criacdo
do género Staphylococcus, sendo assim, fez a primeira descricdo taxonémica, dividindo o
género em duas espécies com base na presenca de pigmento na col6nia — Staphylococcus
pyogenes aureus e Staphylococcus pyogenes albus (FELIX JUNIOR, 2007).

Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, sdo caracterizados como cocos
Gram-positivos, imoéveis, com diametro variando entre 0,5 a 1,5 um, anaerdbios facultativos,
mesofilos e crescem em temperaturas entre 7°C a 48,5 °C. Sao capazes de se desenvolver em
pH entre 4,2 a 9,3 com crescimento 6timo entre 7,0 a 7,5. Apresentam metabolismo
fermentativo com producdo de acido, ndo formadores de esporos, catalase positivos e capazes
de se multiplicarem em meio contendo 10% de cloreto de sédio (CASTELANI, 2016). O género
é composto de 80 espécies, sendo 30 subespécies. Os representantes desse género podem ser
encontrados, geralmente, na pele e em mucosas de humanos e de outros animais, segundo a
“List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature” (LPSN) (LIST, 2021).

Nesse contexto, alguns Staphylococcus sp. podem produzir uma enzima denominada
coagulase (confere aos Staphylococcus a habilidade de coagular o plasma de coelho) o qual
permite classifica-los em coagulase-positivos e coagulase-negativos. O Staphylococcus aureus
é o principal representante dos Staphylococcus coagulase-positivos. Dentre as espécies de
Staphylococcus  coagulase-negativos,  Staphylococcus  epidermidis,  Staphylococcus
haemolyticus e Staphylococcus saprophyticus sao isolados com maior frequéncia de infecgdes
humanas (LOONEN, et al., 2011; PODKOWIK et al., 2013).

Acredita-se que a funcdo da coagulase na patogénese das doencas estafilococicas leva a
formacdo de uma camada de fibrina formando um abscesso, localizando assim a infecgéo, além
de proteger o micro-organismo da fagocitose e da a¢do de drogas antimicrobianas (JIMENEZ
etal., 2011; SANTOS et al., 2009; SANTIAGO, 2019).



20

A patogenicidade dos Staphylococcus esta relacionada com a capacidade destes micro-
organismos em produzir uma gama de fatores de viruléncia associados a parede bacteriana ou
que sdo secretados. Estas proteinas auxiliam a bactéria evadir-se do sistema imune do
hospedeiro, assim como aderir, invadir ou destruir as células e se propagar dentro dos tecidos.
Dentre esses fatores, incluem-se a producdo de enterotoxinas, superantigenos, enzimas,
citotoxinas e toxinas esfoliativas, assim como, a producdo de biofilmes (TRABULSI,;
TEIXEIRA; BUERIS, 2005).

1.1 Staphylococcus coagulase-negativos (SCN)

O grupo dos SCN corresponde ao maior constituinte da pele e membranas da mucosa
humana e por viverem em equilibrio com esse ecossistema, foram descritos como prototipo de
micro-organismos avirulentos. Ja ha alguns anos, emergiram como micro-organismos capazes
de causar varias infec¢bes humanas, que frequentemente conduzem a uma infeccao persistente,
principalmente ap6s cirurgia de implantes, e também, sdo responsaveis por doencas em
pacientes imunocomprometidos, além de que podem ser detectados em hemoculturas de
pacientes hospitalizados (BANASZKIEWICZ et al., 2019; BERNARDI; PIZZOLITTO, E. L.;
PIZZOLITTO, A. C., 2007).

Por volta da década de 70, poucos foram os relatos de infeccdo por esses micro-
organismos, sendo reconhecidos por clinicos e microbiologistas como contaminantes em
amostras clinicas e S. aureus como a Unica espécie patogénica dentro do género Staphylococcus
(KLOOS; BANNERMAN, 1994).

Na literatura, os primeiros relatos associando SCN a processos patogénicos ocorreu em
1945, mediante a um caso de sepse correlacionado a Staphylococcus albus em paciente
submetido a cirurgia percutanea para remocao de célculo renal (HERBST; MERRICKS, 1945).
Contudo, na década de 80, radicalmente esse contexto mudou quando o National Nosocomial
Infections Surveillance System (NNIS) do CDC demonstrou um aumento significante de
infeccBes hospitalares causadas por diferentes espécies de SCN (EMORI, 1991).

A pele pode constituir um reservatorio para estas bactérias, inclusive aquelas resistentes
aos agentes antimicrobianos (ARCHER; CLIMO, 1994). Desse modo, normalmente os micro-
organismos sdo introduzidos na corrente sanguinea durante uma cirurgia ou durante a insergéo

de cateteres, causando infec¢Ges de inicio precoce como a sepse (CUNHA et al., 2002;
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SALZMAN et al., 1993). Geralmente, é necessaria a remocdo dos dispositivos hospitalares,
eliminando assim o foco da infeccdo e elevando a probabilidade de cura e sobrevivéncia do
paciente, a medida que a resposta imune e os antimicrobianos se tornam capazes de atingir os
patdégenos (CUNHA et al., 2002; MCGEE; GOULD, 2003).

Algumas das espécies de SCN que geralmente estdo envolvidas em infecgfes em
humanos séo: S. saprophyticus, S. haemolyticus, Staphylococcus warneri, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus simulans, Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus xylosus,
Staphylococcus capitis e Staphylococcus cohnii. Entre elas, S. epidermidis é o agente mais
associado com as infeccdes, especialmente com as bacteremias, inclusive no Brasil
(MAYHALL, 2004; TEIXEIRA, 2009).

Ocasionalmente, os SCN causam doencas em hospedeiros higidos, contudo sdo
considerados micro-organismos oportunistas, pois tiram vantagem de certas situagdes para
produzir infeccBes graves. As condigbes de risco associadas a aquisicdo de infecgdes
hospitalares estdo relacionadas a longa permanéncia de internacdo no hospital, prematuridade
de nascimento e exposicdo a procedimentos de alto risco, além do uso de dispositivos
hospitalares como cateteres e proteses artificiais. Os SCN agora sdo reconhecidos como uma
das principais causas de infeccdes nosocomiais em unidades de terapia intensiva neonatal e séo
responsaveis por 48% da sepse de inicio tardio entre recém-nascidos de muito baixo peso
(CHANG et al., 2003; CHAVES et al., 2005; KLOOS; BANNERMAN, 1995; PEREIRA et
al., 2014; RUPP et al., 2005).

Entre as espécies de SCN encontradas no ser humano, S. epidermidis € clinicamente o
mais importante nos casos de sepse com destaque para recém-nascidos de baixo peso, 0s quais
sdo imunologicamente imaturos e frequentemente requerem procedimentos invasivos para
administragdo de substancias medicamentosas (FREEMAN et al., 1990). S. haemolyticus faz
parte da microbiota da pele e mucosa de humanos, sendo a segunda espécie mais isolada de
hemoculturas humanas (constituem 6% de todos os isolados), sendo uma das espécies que
apresentam uma multipla resisténcia aos agentes antimicrobianos, limitando assim as op¢des
de terapéutica disponiveis (FREDHEIM et al., 2009; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED
etal., 2017). Outra espécie de SCN de importancia clinica é o S. lugdunensis, que foi associado
a endocardite de valvulas naturais e protéticas, celulite, peritonite, osteomielite, infeccBes do
trato urinario, dentre outras infec¢des. S. lugdunensis possui varios fatores de viruléncia, como
por exemplo: adesinas, lipases, DNAse e hemolisinas (PEREIRA et al., 2014; SUED-KARAM,
2018).
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No Brasil, dados do Sistema de Vigilancia de Infeccdo Hospitalar do Estado de Séo
Paulo, Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE) também relataram os SCN como o0s agentes
mais associados com infeccdo da corrente sanguinea em 2010, mantendo a predominancia de
S. epidermidis e outros SCN (30,1%), seguido por S. aureus (16,6%) (ASSIS et al., 2010;
HIDRON et al., 2008).

Até recentemente, a identificacdo bacteriana dependia dos métodos fenotipicos
convencionais, sistemas comerciais ou automatizados que néo distinguiam a expressao variavel
de algumas espécies de Staphylococcus. A ténica de lonizacao e dessorcdo a laser assistida por
matriz - Tempo de V6o - Espectrometria de massa (MALDI-TOF MS) emergiu como uma
rapida alternativa para identificacdo bacteriana, baseada na ionizacdo de material de amostra
co-cristalizado (proteinas de células microbianas) por pulsos curtos de laser. Os ions sdo
acelerados e seu tempo de v6o é medido em um tubo de vacuo, produzindo um espectro de
massa bacteriana. Acontece entdo a comparacao de espectros de massa de um micro-organismo
desconhecido para os espectros conhecidos, armazenados em um banco de dados. Hoje,
MALDI-TOF é considerado um método confidvel para identificacdo de espécies para uma
extensa gama de micro-organismos, incluindo SCN e quando implementada em laboratérios
clinicos, tem sido relatada como eficiente, economicamente eficaz e rapida na identificacdo de
micro-organismos. Possibilitando a identificacdo de varias espécies bacterianas e, sob
condicdes laboratoriais de rotina, apresenta alta taxa de identificacdo precisa em nivel de
espécie (KORNIENKO et al., 2016; PAIM et al., 2013).

1.2 Staphylococcus capitis

Staphylococcus capitis faz parte da microbiota normal da pele foi isolado pela primeira
vez em 1975 e sdo encontrados em grandes concentragdes por favoritismo em algumas regides:
couro cabeludo, rosto, orelha, sobrancelha, canal auditivo externo, em pescoco, bracos e
ocasionalmente pernas (KLOOS; SCHLEIFER, 1975; O’SULLIVAN et al., 2019). Essa
espécie é dividida em duas subespécies: subespécie capitis e subespécie urealyticus, sendo esta,
encontrada em menor nUmero nos mesmos sitios, porém mais amplamente distribuido em
outras regides corporeas (BANNERMAN, 2003; CUNHA, 2012).

Com o advento e aumento da implantacéo de cateteres intravenosos, proteses valvulares

e ortopédicas, 0s micro-organismos encontrados, até entdo, como habitantes normais da pele
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humana, comegaram a ganhar acesso a corrente sanguinea. Desse modo, S. capitis € um SCN
com potencial causador de doencas em humanos e disseminacdo nosocomial e associados aos
quadros de IRAS. Sendo que, traumas na barreira cutanea, implantes médicos e inoculagdes de
agulhas estdo entre as condigdes que tornam os pacientes vulneraveis (BERNARDI;
PIZZOLITTO, E. L.; PIZZOLITTO, A. C., 2007; CAMERON et al., 2015). A espécie
corresponde a 5% dos isolados patogénicos dos SCN e tém ocasionado pneumonia, infeccao do
trato urinério, bacteremia relacionada ao uso de cateter e celulite (PAL; AYYAGARI, 1989).
Mesmo S. capitis sendo uma bactéria comensal e raramente patogénica em adultos, podem estar
envolvidas em infec¢Bes neonatais. Um estudo realizado em 47 unidades de ressuscitacdo
neonatal na Franca mostrou que S. capitis estava presente em todo o territério (BERTHOLOM,
2016).

O avanco das tecnologias microbioldgicas para a identificacdo bacteriana permitiu o
diagnostico de causas de peritonite aguda previamente desconhecidas. Neste sentido, foi
relatado o primeiro caso de peritonite aguda, ocasionada por S. capitis, em um paciente com
dialise peritoneal (JUKIC, 2017). Estudos recentes indicam que S. capitis resistente a meticilina
e vancomicina pode emergir como um agente patogénico significativo na unidade de terapia
intensiva neonatal (TEVELL et al., 2017). Casos clinicos de infec¢Bes por S. capitis resistentes
a linezolida surgiram na provincia de Zhejiang e na cidade de Pequim, a principal explicacdo
sdo as mutacdes na regido V do dominio do gene 23R rRNA (CAl et al., 2012). S. capitis possui
vinculos evolutivos mais proximos a S. epidermidis do que outros SCN clinicamente relevantes
(CAMERON et al., 2015).

S. capitis também demonstrou ser 0 SCN predominante no fluxo de ar laminar durante
cirurgias de implantac&o de proteses articulares (MANSSON et al., 2015). No entanto, também
€ um agente ocasionalmente associado a endocardite valvar nativa e prétese, bem como a
meningite adquirida no hospital. Apesar do papel da espécie nestas infeccdes, pouco se sabe
sobre sua patogenicidade (CONE et al., 2005). Na literatura foram relatados seis casos de
endocardite infecciosa causadas por S. capitis; destas, cinco em valvas cardiacas nativas e um
em valva cardiaca protética. Em outro estudo, um paciente com lesdo no couro cabeludo, que
foi a porta de entrada, desenvolveu endocardite infecciosa, apesar de ndo ser portador de lesdo
valvar (BANDRES; DAROUICHE, 1992; PAULA et al., 2009). Os seres humanos sdo as

principais fontes de transmisséo de S. capitis (CUI, 2013).
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1.3 Staphylococcus hominis

Staphylococcus hominis sdo retratados como residentes comensais da pele humana,
encontrados nos bracos, pernas e superficies das axilas e na virilha. As col6nias deS.
hominis sdo pequenas, geralmente com 1-2 mm de diametro de coloracao branca. S. hominis é
a terceira espécie de SCN mais frequentemente isolada de espécimes de pacientes com infecgao
nosocomial, sendo um agente causador de sepse. Contudo, existem poucas informacoes
disponiveis a respeito da epidemiologia, e também, ha uma falta de métodos faceis e rapidos
para tipagem molecular de S. hominis (MIRAGAIA et al., 2008; PEREIRA-RIBEIRO et al.,
2019; WANG et al., 2003).

A despeito do estado comensal, S. hominis é um patégeno clinico emergente capaz de
causar infeccdo em uma diversidade de nichos, como o sangue, e particularmente na presenca
de dispositivos hospitalares de longa permanéncia e no trato urogenital. Sdo capazes de causar
uma grande variedade de doengas incluindo endocardite especialmente em pacientes
imunocomprometidos, peritonite, infeccbes Osseas e articulares e infeccdes oculares
(BOUCHAMI et al., 2011; KLOOS; SCHLEIFER, 1975; ZHANG et al., 2013). Este patogeno
foi também encontrado em casos de sepse nosocomial em recém-nascidos (CHAVES et al.,
2005; KAUFMAN; FAIRCHILD, 2004).

Muitas infeccdes causadas por SCN parecem ser associadas a formacao de biofilmes.
Semelhante a outras espécies, S. hominis foi capaz de formar um biofilme estavel em
dispositivos hospitalares (RODHE et al., 2006). O surgimento de cepas resistentes aos agentes
antimicrobianos é um grave problema no tratamento das infec¢Ges causadas por S. hominis
(RUIZ DE GOPEGUI et al., 2011; SORLOZANO et al., 2010).

Muitas cepas sao suscetiveis a penicilina e eritromicina, entretanto, a cepa S. hominis
subespécie novobiosepticus parece ter paredes celulares engrossadas e essa tendéncia pode ser
o resultado de um fundo genético que permite a resisténcia a vancomicina. S. hominis
subespécie novobiosepticus, foi encontrado em um hospital em Nova Jersey, sendo a causa de
varias infecgdes invasivas. Esta subespécie difere do classico S. hominis, agora S. hominis
subespécie hominis, pelas caracteristicas fenotipicas da resisténcia a novobiocina e na
incapacidade de fermentar a trealose (FITZGIBBON et al., 2001).

A principal preocupagdo com esses micro-organismos é a possibilidade de servir como
reservatorio dos genes de resisténcia e viruléncia. Salienta-se que S. hominis é um reservatorio

para elementos genéticos mdveis, como SCCmec, que abriga o gene mecA (BECKER,;
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HEILMANN; PETERS, 2014). S. hominis, assim como S. haemolyticus, sdo capazes de causar
infeccdes e geralmente sdo mais propensos a ser resistentes a multiplos antimicrobianos do que
outros SCN (BOUCHAMI et al., 2011).

1.4 Infecgdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS)

O termo “infecgdes hospitalares™ foi substituido pelo termo “infec¢des relacionadas a
assisténcia a saide” (IRAS) em meados da década de 1990, sendo essa denominacdo uma
ampliacdo conceitual que incorpora a prevencédo e o controle das infecgdes, passando a ser
considerados para todos os locais onde se presta o cuidado e a assisténcia a satide em qualquer
ambiente (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014). As IRAS sdo definidas pelo CDC como uma
condicdo localizada ou sistémica, resultante de uma reacdo adversa a presenca de um agente
infeccioso adquirido ap6s admissao do paciente nos servicos de satde. Mediante a gravidade
das infeccBes, a repercussdo nos custos, a morbidade e a mortalidade dos pacientes, as IRAS
sdo uma preocupacao mundial (CDC, 2014; FERREIRA et al., 2019).

O ambiente hospitalar pode ser caracterizado, como um ambiente propicio a propagacao
das IRAS, visto que pode ocorrer a selecdo dos micro-organismos infecciosos resistentes, em
decorréncia do uso indiscriminado de agentes antimicrobianos e por comportar pacientes com
diferentes vulnerabilidades a infeccdo e realizagcGes de procedimentos invasivos tais como:
instalacdo de drenos, catéteres venoso central, catéteres vesical e uso do ventilador mecéanico
(NOGUEIRA, 2009).

Acredita-se que nos EUA, pelo menos um milhdo de casos de IRAS por ano estdo
associadas aos implantes médicos, onerando custos adicionais ao sistema de satde. Contudo,
no Brasil, as cirurgias com colocacdo de implantes médicos tendem a elevar com o tempo,
devido a melhoria na qualidade de vida de muitos brasileiros que se submetem ao procedimento,
bem como, em virtude do envelhecimento da populagédo e consequente aumento na indicacéo
para colocagéo de proteses cardiacas, ortopédicas, vasculares, mamarias, neurolégicas, dentre
outras (ANVISA, 2017). Nesse contexto, as infec¢Ges relacionadas aos procedimentos
cirurgicos, relacionam-se as condi¢es clinicas do paciente, o tempo prolongado de internacao
pré-operatdria, mas também a duracdo dos tempos cirdrgicos, a antissepsia da pele, as condi¢bes

de higienizacdo das superficies e 0 ambiente como um todo (SOBECC, 2013).
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A Portariade n®2.616, de 12 de maio de 1998, do Ministério da Saude, expe 0s critérios
gerais que contribuem na definicdo das infeccdes hospitalares. Os critérios relacionados pelo
Ministério da Saude sdo: quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada a infecgdo
comunitaria (aquela constatada ou em incubagdo no ato de admisséo do paciente, desde que ndo
relacionada com internacdo anterior no mesmo hospital), entdo, foi isolado um micro-
organismo diferente, seguido do agravamento das condi¢des clinicas do paciente; e também
quando se desconhecer o periodo de incubag¢do do micro-organismo e ndo houver evidéncia
clinica e/ou dado laboratorial de infeccdo no momento da internagdo, contudo, convenciona-se
infeccdo hospitalar toda manifestacdo clinica de infeccdo que se apresentar a partir de 72
(setenta e duas) horas ap0s a admisséo; sdo também convencionadas infeccdes hospitalares
aquelas apresentadas antes de 72 (setenta e duas) horas da internagcdo, quando associadas a
procedimentos diagndsticos e/ou terapéuticos, realizados durante este periodo; as infeccdes nos
recém-nascidos sdo hospitalares, com excecdo das transmitidas de forma transplacentaria e
aquelas associadas a rotura de membranas ovulares, superior a 24 (vinte e quatro) horas; e
pacientes procedentes de outra unidade hospitalar que internam com infeccdo, estes séo
considerados portadores de infecgdo hospitalar do hospital de origem. Para o hospital onde
interna, é considerada como infeccdo comunitaria.

Nesse contexto, a mesma Portaria n° 2.616, de 12 de maio de 1998, do Ministério da
Saude, da mesma forma estabelece diretrizes e normas para prevencao e controle de infecgdes
hospitalares, sendo assim classifica as cirurgias, segundo seu potencial de contaminagédo, em
limpas, potencialmente contaminadas, contaminadas e infectadas, conforme o Quadro 1.

Aproximadamente dois tercos das IRAS sdo de origem autégena, ou seja, O
desenvolvimento da infec¢do a partir da microbiota do paciente, o qual pode ser de origem
comunitaria ou intra-hospitalar. Em ambas as situacdes, a colonizacdo precede a infecc¢éo,
sendo dificil determinar se o paciente trouxe o0 micro-organismo da comunidade ou adquiriu de

fonte exdgena durante a internagdo (PEREIRA, 2005).
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Quadro 1 - Classificacdo das cirurgias quanto ao seu potencial de contaminacao e suas

especificidades

Classificacéo Especificidades

Realizadas em tecidos estéreis ou passiveis de descontaminacgédo, na

auséncia de processo infeccioso e inflamatério local; cirurgias eletivas

Cll-rurg|as ndo traumaticas; fechamento por primeira intencdo; sem penetragdo
mpas nos tratos respiratorio, digestdrio e geniturinario; sem qualquer falha
na técnica asseptica e sem drenos.
Realizadas em tecidos colonizados por microbiota residente pouco
o numerosa ou em tecidos de dificil descontaminagéo; cirurgias com
Cirurgias

_ drenagem aberta; cirurgias com discretas falhas técnicas no
potencialmente . ) 3
_ transoperatorio; procedimentos em que ocorre penetragdo nos tratos
contaminadas o L L
respiratorio, digestério ou geniturinario sob condi¢Ges controladas,

sem contaminacao significativa.
Realizadas em tecidos colonizados por abundante microbiota, cuja

Cirura descontaminacdo seja dificil; incisdo na presenca de inflamacédo aguda
frurgias . . - - .
_ sem supuracdo local; quebra grosseira da técnica asseptica; tecidos
contaminadas ) L
traumatizados e abertos recentemente; cicatrizacdo por sua segunda

intencéo.
Cirura Realizadas em tecidos ou 6rgdos com presenca de supuracdo local
frurgias . ” . . - :
) (pus), feridas traumaticas com mais de seis horas de exposicdo, tecidos
infectadas

desvitalizados ou necréticos.

Fonte: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE ENFERMEIROS DE CENTRO CIRURGICO, RECUPERACAO
ANESTESICA E CENTRO DE MATERIAL E ESTERILIZACAO, 2013.

Os fatores de risco relacionados a infec¢do podem ser inerentes ao paciente, tais como:
tabagismo, diabetes, desnutrigédo, obesidade, artrite reumatoide, uso cronico de corticosteroides
e neoplasias, dentre fatores extrinsecos, como maior tempo cirdrgico € maior nimero de
profissionais no campo cirargico (MEYER, 2011).

O procedimento cirdrgico rompe a barreira epitelial, alem de desencadear uma
sequéncia de reacOes sistémicas que facilitam a ocorréncia de um processo infeccioso, seja
originado do campo operatdrio, ou de outro procedimento invasivo ou de um foco a distancia.
No campo operatério, ocorre hipdxia, alteracdo do pH e deposito de fibrina. A hipoxia e a

acidose dificultam a migragédo dos neutrofilos e sua atividade microbicida. Por conseguinte, a
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deposicdo de fibrina contribui com a patogénese da infeccdo, devido a sua habilidade em
sequestrar bactérias e afetar os mecanismos locais de defesa. Evidentemente, se durante o ato
cirurgico a ventilagdo do paciente for prejudicada ou ocorrer um sangramento excessivo que
acentue a deposicao de fibrina, aumenta significativamente o risco de um processo infeccioso
(ANVISA, 2000).

A infeccdo que ocorre no local da operacdo € denominada como infeccdo do sitio
cirurgico (ISC). No Brasil a ISC é a terceira causa de infeccdo, ocorrendo entre 14 e 16% dos
pacientes hospitalizados. Estas infec¢Ges ocorrem apds procedimentos invasivos nas camadas
superficiais ou profundas da incisdo ou no 6rgdo ou espac¢o que foi manipulado ou traumatizado
(ANVISA, 2009).

1.5 Disseminacao de infec¢Bes nosocomiais por fomites

Ao longo de muitos anos, considerou-se que o ambiente hospitalar circundante tinha
pouco ou nenhum papel na transmissdo de doencas infecciosas, mas ao decorrer do tempo
varios estudos alteraram esta perspectiva ao demonstrarem o papel fundamental exercido por
superficies e objetos inanimados contaminados na transmissdo de infeccbes (MESQUITA et
al., 2018).

FOmites sdo objetos inanimados, que podem servir como possivel via de transmisséo
para diversos patdgenos, além de absorvé-los e abriga-los (AL GHAMDI et al., 2011,
NWANKWO, 2012). Equipamentos e dispositivos hospitalares utilizados com varios pacientes,
sdo reconhecidos como importante fonte de transmisséo de agentes potenciais de infecgéo,
porém, pouca atencdo tem sido dada aos fomites, mesmo sabendo que eles sdo uma fonte
importante de infeccdo nosocomial (BRENNAN et al., 2009; SUED et al., 2017).

A ocorréncia da transmissao de micro-organismos pode ser diferenciada em trés modos:
contato direto, por intermédio de fomites ou a distancia. A transmissdo por dispositivos
hospitalares contaminados ja foi demonstrada em termdmetros, esfigmomandmetros,
estetoscopios, luvas descartaveis, mascaras, canetas, crachas e jalecos. Incluindo também os
telefones celulares, estes apesar de serem armazenados em bolsas ou bolsos, sdo frequentemente
mantidos perto do rosto, 0 que aumenta o risco de transmisséo de patdgenos. E a contaminacéo
das maos ainda € o principal fator envolvido na transmisséo de infec¢bes nosocomiais (ANJOS
etal., 2018; MESQUITA et al., 2016; SUED et al., 2017).
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O primeiro estudo relacionado diretamente com fomites foi o estudo de Andrew et al.,
(1975), onde Staphylococcus estava presente. Para que ocorra a disseminacdo de uma doenca,
deve haver fontes continuas de micro-organismos, que podem ser um organismo Vivo ou um
objeto inanimado (fémite) que forneca ao patdgeno, condi¢Bes adequadas para sobreviver e se
multiplicar, como também, oportunidade de transmissdo (reservatorio de infeccdo). Esses
reservatorios podem ser humanos, animais e fomites (FREITAS et al., 2007; TORTORA,;
FUNKE; CASE, 2005).

As superficies podem ser contaminadas diretamente pelo contato com secregdes e
fluidos corporais ou por outros veiculos. As méaos dos profissionais de salde sdo importantes
fontes de contaminacdo das superficies e dos fomites. Particulas virais infecciosas tém sido
detectadas em amostras coletadas das maos naturalmente contaminadas pelos respectivos
profissionais (CARDUCCI et al., 2002; GALLIMORE et al., 2004; RAMANI et al., 2008).

As infeccBes envolvendo as superficies hospitalares demonstram um risco iminente a
seguranca do paciente no ambiente hospitalar. Falhas nos processos de limpeza e desinfeccdo
de superficies podem ter como consequéncia a disseminacdo e transferéncia de micro-
organismos nos ambientes dos servigos de saude (ANVISA, 1998). Nas unidades de salde, a
qualidade do ar ambiental pode exercer uma influéncia direta e com alta significancia na
velocidade de recuperacao dos pacientes e na ocorréncia de infec¢des hospitalares (QUADROS
et al., 2009). A contaminacdo bacteriana do ar do bloco operatdrio é considerada um dos
maiores fatores de risco para infeccdo de sitio cirtrgico. Nos Centros Cirlrgicos as salas
destinadas as cirurgias de proteses ortopédicas possuem filtros microbiol6gicos, e utilizam o
sistema de fluxo laminar, as contagens bacterianas no ar devem ser menores que 10 unidades
formadoras de colonias (UFCs) / m® durante a cirurgia (FRIBERG, B.; FRIBERG, S.;
BURMAN, 1999).

O processo de manutencdo da qualidade do ar em ambientes hospitalares demanda
cuidados especificos, considerando as salas do CC com isolamento protetor e pressdo positiva
(2,5 atm); a renovacgdo de ar com mais que 12 trocas de ar externo/hora com uso de filtros
HEPA,; a captacdo do ar longe de fontes poluentes, fezes de pombos, vegetacdo abundante e
construgBes. Os principais micro-organismos ja identificados em ambientes climatizados
foram: Legionella pneumophila, Bacillus sp., Flavobacterium sp., Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis, Neisseria meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, Actinomyces sp., Paracoccidioides sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.,
Cladosporium sp., Fusarium sp. e virus da influenza (ETCHEBEHERE et al., 2005).
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Da década de 70 para cd, poucos estudos foram realizados a respeito da contaminacéo
de fomites e a maioria desses estudos, estd relacionado com contaminacdo por S. aureus.

Existem poucos estudos sobre a contaminacédo de fomites por SCN (SUED et al., 2017).

1.6 Resisténcia aos antimicrobianos

Ao longo das décadas, observou-se um aumento da resisténcia bacteriana conforme a
introducdo e uso clinico dos novos agentes antimicrobianos, até ser atualmente considerada
como um dos problemas e obstaculos de satde publica mais relevantes de todo 0 mundo. Em
razao de apresentar consequéncias clinicas drasticas e preocupantes tanto para hospitais quanto
para a sociedade (LOUREIRO et al., 2016; SILVA; AQUINO, 2018).

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de farmacos mundialmente empregados
no tratamento de inUmeras patologias desencadeadas por micro-organismos, o desenvolvimento
da resisténcia emergiu depois da introducdo dos antimicrobianos na medicina veterinaria e na
humana em meados de 1940. Logo apds o inicio dessa pratica, cientistas da época questionaram
0 uso de antimicrobianos em racdo, como promotores de crescimento, e o seu efeito para a
salde humana (SILVA; AQUINO, 2018; TOLLEFSON, 2004).

A resisténcia intrinseca ou natural € uma caracteristica propria dos micro-organismos,
pertencendo naturalmente ao seu material genético (KOHL; PONTAROLO; PEDRASSANI,
2016). Por outro lado, a resisténcia adquirida se da através de mutacdes ou da aquisicdo de
material genético extracromossémico procedente de outra bactéria. Os mecanismos da
resisténcia bacteriana adquirida se ddo de quatro maneiras: alteracdo da permeabilidade,
bombas de efluxo, alteracéo no sitio de agdo e mecanismo enzimatico (BAPTISTA, 2013).

Os fatores que favorecem o aparecimento da resisténcia sdo: indicacdo inadequada de
antimicrobianos pelos prescritores médicos (para melhora rapida do paciente), a interrupg¢ao do
tratamento e venda de antimicrobianos sem prescricdo médica e uso de antimicrobianos em
racdes de animais. Os antimicrobianos apresentam diversos mecanismos de acao: (a) inibicdo
da sintese de parede celular bacteriana (ex: B-lactamicos); (b) inibicdo da sintese proteica (ex:
macrolideos e aminoglicosideos); (c) agentes que atuam diretamente na membrana celular,
aumentando sua permeabilidade e causando o extravasamento celular (ex: polimixina); (d)

agentes que interferem no metabolismo dos acidos nucléicos (ex: quinolonas e rifampicina); (e)
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agentes que inibem a sintese de metabdlitos essenciais, como a sintese de purinas e de acido
félico (ex: sulfametoxazol e trimetoprim) (BRUNTON et al., 2010; TEIXEIRA, 2009).

Apo6s 0 emprego terapéutico dos primeiros antimicrobianos, as infecgdes estafilocdcicas
alastraram-se pelo mundo, aparecendo como grave problema de satde publica (MAYHALL,
2004). A utilizacdo da penicilina na terapéutica no ano de 1944 resolveu temporariamente o
problema dessas infecgbes. Entretanto, em 1946 surgiram as primeiras cepas resistentes,
produtores de penicilinase (BARBER; ROZWADOWSKA-DOWZENKO, 1948). Mediante a
insercdo deste agente antimicrobiano, linhagens de Staphylococcus resistentes a penicilina
comecaram a aparecer. Esta resisténcia ocorre devido a producdo por parte das bactérias de uma
classe de enzimas chamadas beta-lactamases que hidrolizam o anel beta-lactamico do residuo
penicilanico ou cefalosporinico resultando em um derivado de &cido inativo (JELJASZEWICZ;
MLYNARCZYK; MLYNARCZYK et al., 2000).

Os agentes antimicrobianos meticilina/oxacilina sdo da classe B-lactamicos, o qual
foram inseridos no mercado farmacéutico em 1961, sendo a meticilina o primeiro
antimicrobiano semi-sintético dessa classe resistente as penicilinases. Com o passar dos anos,
devido a presséo seletiva e do uso excessivo de antimicrobianos, comegaram a ser identificados
os Staphylococcus resistentes a meticilina, que eram resistentes a todos os antimicrobianos [3-
lactdmicos incluindo as cefalosporinas e carbapenens (LOWY, 2003).

A resisténcia a oxacilina é extremamente variavel sendo determinada, na grande maioria
das vezes, pelo gene mecA, que € carreado por um cassete cromossomico de estafilococo
(SCCmec) — o qual apresenta dois complexos génicos: 0 complexo mec e o complexo ccr, que
codificam recombinases, além da presenca de sequéncias de insercdo relacionadas com a
entrada de genes que conferem resisténcia a outras classes de antimicrobianos (KAISER et al.,
2010; SOROUSH et al., 2017). O gene mecA é responsavel pela sintese da proteina ligadora de
penicilina modificada (PBP2a) a qual tem baixa afinidade para os antimicrobianos [3-lactamicos
(CHAMBERS, 1997; SUED et al., 2017).

A populacgdo de SCN resistentes a oxacilina vem aumentando ao longo dos anos em todo
0 mundo no ambiente nosocomial desde a decada de 80, sendo um grave problema hospitalar,
ocasionando elevados riscos para os pacientes. SCN estdo entre os principais patdgenos
causadores de infecgdes da corrente sanguinea e ao adquirir resisténcia a oxacilina, tornam-se
bactérias altamente resistentes a um elevado namero de antimicrobianos passiveis de causar
bacteremia (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014).

A vancomicina € um antimicrobiano glicopeptideo triciclico, extraido de cultura de

Streptomyces orientalis e introduzido na pratica médica em 1956 como alternativa para o
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tratamento de infecgbes por estafilococos resistentes a penicilina. Com a descoberta da
meticilina e da oxacilina, seu uso foi reduzido devido a toxidade (TAVARES, 2006). A
vancomicina tem como mecanismo de acdo inibir a sintese da parede celular pela ligagdo, com
elevada afinidade, ao terminal D-alanil-D-alanina das unidades precursoras da parede celular,
além de alterar a permeabilidade da membrana citoplasmatica, interferindo na sintese do RNA
(PALMER-TQY, 2000; SUED-KARAM, 2018).

Quando os SCN séo resistentes aos agentes antimicrobianos comumente usados, tem
sido considerado a vancomicina (glicopeptideo) como escolha na terapéutica para tratar as
infeccdes (ANTUNES et al., 2011; SCHITO, 2006). Entretanto, existem cepas resistentes,
conhecidas como VRSA (Staphylococcus aureus resistente a vancomicina). Esse fato ocorreu
devido ao aumento do uso da vancomicina que ocasionou o0 surgimento de Staphylococcus
aureus e Staphylococcus coagulase-negativo com sensibilidade reduzida a vancomicina e a
outros glicopeptideos (PANESSO et al., 2015; SANTOS et al., 2007).

Ao nivel da competéncia internacional faz-se referéncia a World Health Organization
(WHO) que desenvolveu estratégias de combate a resisténcia antimicrobiana. Contudo, antes
de demarcar estratégias é necessario ter nocdo dos fatores que levam a este problema na
sociedade. Desta forma o uso inadequado e irracional dos medicamentos proporciona as

condicdes ideais a resisténcia dos micro-organismos (WHO, 2009).

1.7 Biofilme

Os biofilmes séo definidos como um grupo de micro-organismos associados a uma
superficie e encobertos por uma matriz exopolissacaridica (Figura 1). Os biofilmes podem ser
formados em diversas superficies incluindo tecidos vivos, dispositivos de implantes médicos e
sistemas de agua (DONLAN; COSTERTON, 2002). Desse modo, os biofilmes sdo
caracterizados como uma comunidade microbiana séssil envolta por uma matriz extracelular
aderente a uma superficie inerte ou viva. Estes podem ser formados por uma unica espécie de
micro-organismo, ou por diferentes espécies e sdo geralmente compostos, por macromoléculas
como polissacarideos, proteinas, DNA, lipideos, sais minerais, fibrilas amildides e diversos
produtos derivados de lise celular (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999;
MONROE, 2007). A competéncia em formar biofilme é um dos principais fatores de viruléncia

dos SCN, o que facilita sua permanéncia em materiais artificiais.
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Um componente importante implicado na formacdo de biofilme estd relacionado a
presenca do operon icaADBC, responsavel pela sintese da adesina intercelular polissacaridica
(PIA). Os biofilmes sdo dificeis de tratar com antimicrobianos, visto que as células sésseis sao
incorporadas em uma matriz complexa extracelular, autoproduzida e contendo a adesina
intercelular polissacaridica (SCHILCHER; HORSWILL, 2020; SUED et al., 2017).

Um dos componentes do biofilme mais estudados dos SCN ¢ a proteina de superficie
Aap. Para ancorar a PTIA & parede celular bacteriana, foi recentemente demonstrado que a
proteina de superficie-Aap foi capaz de mediar a formacdo de biofilme apo6s clivagem
enzimatica por proteases estafilococicas ou hospedeiras (SCHILCHER; HORSWILL, 2020).

A matriz de biofilme pode reduzir ou atrasar a infiltragdo de produtos quimicos,
incluindo antimicrobianos. Desse modo, os biofilmes representam um reservatério perigoso de
células persistentes, que podendo contribuir para a reinfec¢ao no corpo humano (BERDITSCH
etal., 2019). Além de que sdo considerados como fontes para infec¢bes persistentes de diversos
micro-organismos patogénicos. Eles sdo responsaveis pela infeccdo nosocomial e associados a
muitas  condi¢cdes  cirdrgicas, incluindo  dispositivos  hospitalares  implantaveis
(BENACHINMARDI; RAVIKUMAR; INDIRADEVI, 2017; SENG et al., 2017).

A adesdo bacteriana € um processo que ocorre em duas fases. Na primeira fase, o
processo € ainda reversivel, em funcdo do processo da adesdo do micro-organismo na
superficie, isso ocorre por forcas de Van der Walls e atracdo eletrostatica. Na segunda etapa,
ocorre a interacéo fisica da célula com a superficie por meio de material extracelular de natureza
polissacaridica ou protéica produzida pela bactéria (KASNOWSKI et al.,, 2010).
Possivelmente, a formacao de biofilme é mais dependente da adesdo célula a célula, do que da
quantidade de células aderidas a superficie. Essa adesao intercelular pode ser quantificada pela
aglutinacdo das hemaécias, que tem papel importante na patogenicidade das infec¢fes associadas
aos dispositivos hospitalares (PEREIRA, 2012).

As espécies formadoras de biofilme produzem uma matriz exopolissacaridica
(polissacarideo extracelular) chamada de slime, que se acredita constituir uma fase inicial da
formacdo do biofilme, sendo importante para a colonizacdo. A importancia do papel
desempenhado pelo slime é reforgcada pela associacao frequente a uma menor susceptibilidade
aos antimicrobianos e a dificuldade em erradicar infecgdes crénicas (SUED et al., 2017). O
biofilme proporciona vantagens de sobrevivéncia ao micro-organismo, tornando as células
menos acessiveis ao sistema de defesa do hospedeiro e prejudicando a agao dos antimicrobianos
(BOWDEN et al., 2005). O desenvolvimento da infec¢do por um corpo estranho efetua-se

através de duas etapas importantes: aderéncia bacteriana a superficie do polimero e acumulacao
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do biofilme. O desenvolvimento do biofilme em superficies € um processo dinamico, complexo
e multifatorial (ARAUJO, 2006).

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do biofilme

Fonte: STOODLEY et al., 2002.

No estagio 1, ocorre a fase de fixacdo inicial a superficie, a qual pode levar apenas
alguns segundos ou minutos para sua ativacao, este estagio é reversivel e durante esta fase as
células bacterianas apresentam uma taxa de crescimento logaritmica. Posteriormente ao
primeiro estagio, as bactérias devem manter o contato com a superficie. Contudo, para que
desenvolvam um biofilme maduro, é necessario que a adesdo se torne irreversivel. Para tal,
precisam se multiplicar e ancorar seus apéndices, caracterizando o estadgio 2. Depois da
aderéncia irreversivel a superficie, as bactérias emitem sinais quimicos que auxiliam na
comunicacdo entre as células bacterianas. Na fase de maturacdo 1, conhecida como estagio 3
de desenvolvimento, resulta a producdo de matriz exopolissacaridica e consequente formacao
de microcoldnias. Prosseguindo, o estagio 4 ou maturacgdo 2 tem seu inicio quando o biofilme
alcanca sua espessura final. Durante esta etapa, o biofilme adquire arquitetura complexa com
canais e poros, formando uma estrutura tridimensional, a qual pode ser bem espessa.
Finalizando, o estagio 5 caracteriza-se pela disperséo celular e fechamento do ciclo. Algumas
células sdo capazes de escapar do biofilme podendo ser levadas a novos sitios, reiniciando o
processo de colonizagdo (ALLISON et al., 1998; APARNA; YADAYV, 2008; STOODLEY et
al., 2002).

Os genes que codificam as principais proteinas envolvidas na formacdo do biofilme
fazem parte do operon icaADBC que codifica a producédo de adesina polissacaridica intercelular

(“polysaccharide intercellular adhesin”, PIA), que faz a mediacao entre a adesdo intercelular de
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bactérias e a acumulacdo de multicamadas de biofilme e a adesina polissacaridica capsular
(“Capsular polysaccharide adhesin”, PSA). A PSA é um composto de polimeros de alto peso
molecular (28 kDa) que oferece protecdo contra a resposta imune do hospedeiro, através da
formacdo da cdpsula bacteriana que age como uma barreira a fagécitos, além de ser responsavel
pelo processo de fixacdo da bactéria a superficie, enquanto o slime esta ligado ao processo de
acumulacdo e maturacédo do biofilme na superficie (LAVERTY et al., 2014). Acredita-se que a
producdo do biofilme mediado pela PIA fornega vantagem seletiva na colonizagdo dos
dispositivos associados (WEISSER et al., 2010). A expressdo do operon icaADBC é controlada
por uma complexa variedade de condicdes e fatores como: anaerobiose, alta temperatura,
estresse, tensdo de oxigénio, niveis de glicose e osmolaridade. Esses fatores também
influenciam a produc&o do biofilme, se analisado fenotipicamente (HERNANDEZ et al., 2010).
Independente de PIA, na formagdo de biofilme estdo envolvidas, a proteina associada ao
acumulo (Aap) codificada pelo gene aap que exerce atividade de adesina intercelular
responsavel pelo acimulo de biofilme (PEREIRA, 2018).

O processo de fixagcdo dos SCN ¢ intensificado pela presencga da autolisina Atl, que é
codificada pelo gene atl, que se liga as proteinas do plasma, presentes em biomateriais
implantados. Existem varias proteinas e autolisinas ligadas a superficie dos Staphylococcus que
sdo responsaveis pela ligagdo com o colageno, a vitronectina, a fibronectina e fibrinogénio e
outras proteinas presentes na matriz extracelular. Entre essas proteinas e autolisinas
encontramos, a lipase extracelular de ligacdo ao colageno (GehD), a autolisina Aae, que possui
uma atividade de ligacdo da vitronectina, a proteina Empb (“Extracellular matrix-binding
protein”), codificada pelo gene embp, que esta envolvida com ligacdo da fibronectina, e é
necessaria para a fixacdo priméaria e acumulo de biofilme em superficies recobertas com
fibronectina. A interacdo com o fibrinogénio é facilitada por uma proteina ligadora de
fibrinogénio (Fbe/SdrG), codificada pelo gene fbp (LAVERTY et al, 2014,
LAZZAROTTO, 2010; LEMBRE et al., 2014).

A presenca do biofilme é de grande importancia clinica, visto que os mecanismos de
defesa do hospedeiro, bem como as drogas antimicrobianas para as quais a bactéria mostra-se
sensivel, in vitro, sdo incapazes de eliminar os Staphylococcus do local. No entanto, acredita-
se que a presenca do biofilme pode fazer a célula bacteriana tornar-se 10 a 1.000 vezes mais

resistente aos efeitos das drogas antimicrobianas (PEREIRA, 2012).
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1.8 O centro cirurgico como ambiente propicio a contaminacéo

O Centro Cirurgico (CC) trata-se de uma unidade hospitalar onde sédo executados
procedimentos anestésico-cirurgicos, diagnosticos e terapéuticos, tanto em carater eletivo
qguanto emergencial. Nesse ambiente, ocorrem intervencgdes invasivas e de recursos materiais
com alta precisdo e eficacia. O CC e considerado um ambiente dindmico e o trabalho é
desenvolvido por uma equipe multidisciplinar, esta unidade complexa e de alto risco é composta
pelo bloco cirurgico propriamente dito, pela recuperacdo pds-anestésica (RPA) e central de
material e esterilizacdo (CME), sendo que, essa macroestrutura encontra-se dentro da
instituicdo hospitalar (SOBECC, 2013).

Desse modo, o CC é uma unidade fechada, um setor de prestacdo de cuidados critico,
contendo normas, protocolos e rotinas, sendo reconhecido como um setor que envolve alta
tecnologia e estrutura fisica, devidamente projetada para um maior controle de infecgbes. A
complexidade da unidade exige do enfermeiro, além de conhecimento cientifico,
responsabilidade, habilidade técnica, estabilidade emocional, aliados ao conhecimento de
relacdes humanas, favorecendo a administracdo de conflitos, para tanto o enfermeiro deve
utilizar instrumentos de trabalho para acompanhar os avancos tecnoldgicos no setor salde
(SOBRAL et al., 2019; STUMM; MACALAI; KIRCHNER, 2006).

Numa outra definicdo o CC pode ser caracterizado como um conjunto de areas e
instalacGes que permite efetuar procedimentos anestésico-cirargicos nas melhores condigdes de
seguranca para o paciente e, também, o conforto para a equipe que presta assisténcia (POSSARI
etal., 2015).

O CC devido a realizagdo de diversos procedimentos invasivos, € uma unidade que deve
receber uma atencgéo especial, para ndo ocorrer risco do paciente contrair uma infeccao, pois a
possibilidade de se ter uma contaminacdo ambiental é maior, devido ao nimero e transito de
pessoas na sala de operacéo, a abertura de portas constantemente, o que promove a turbuléncia
do ar e aumentando a quantidade e 0 movimento de micro-organismos no ambiente, e devido a
ferida cirurgica estar exposta ao contingente microbiano proveniente do ambiente e da equipe
cirurgica. Sendo assim, fatores de risco de infec¢do hospitalar, no paciente cirdrgico, sdo
multiplos e interligados (NOBRE, 2001).

O cuidado com o ambiente biologicamente seguro € primordial na prevencdo de
contaminacéo cruzada, sendo as méos dos profissionais de salde reconhecidamente como a via

mais comum de transferéncia de patdgenos. Desse modo, a unidade de terapia intensiva e centro
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cirargico necessitam de atencao relacionada aos micro-organismos presente nas superficies,
pois sdo lugares fechados, climatizados e com pacientes imunocomprometidos (FERREIRA et
al., 2011).

O exercicio do trabalho do enfermeiro, neste setor, surgiu para atender as necessidades
da equipe cirdrgica, ou seja, organizar uma unidade em que fossem realizadas as cirurgias, bem
como o preparo de materiais e equipamentos indispensaveis ao procedimento cirurgico. O
enfermeiro assumiu, entre a década de 1960 e 1970, a pratica no CC para supervisionar o servi¢o
de enfermagem, no sentido de verificar o cumprimento adequado das técnicas, desde entdo esta
funcdo vem crescendo e tomando novos rumos (STUMM; MACALAI; KIRCHNER, 2006). A
funcdo executada pelo enfermeiro no CC, tem se tornado cada vez mais complexa, a medida
que abrange distintas atividades, dentre estas quatro se destacam: gerencial, sistematizacdo da
assisténcia, ensino e pesquisa (FONSECA, 2008; GRITTEM, 2007).

Ressalta-se que os enfermeiros podem ser considerados como agentes de suma
importancia, por serem facilitadores na educacdo permanente, em virtude de poder atuar nos
processos de controle e prevencdo por meio de agdes e no gerenciamento dos procedimentos
executados por sua equipe promovendo e contribuindo na seguranga do paciente.

1.9 Cirurgias ortopédicas e a insercao de implantes de biomateriais

Os biomateriais compreendem os produtos utilizados na area de saude, sdo definidos
como dispositivos que entram em contato com sistemas biologicos, com aplicagdes
diagnosticas, vacinais, cirurgicas ou terapéuticas, podendo ser constituidos de compostos de
origem sintética ou natural (PIRES et al., 2015).

As aplicacGes dos biomateriais sdo vastas, em tecidos de partes moles, ortopedia,
odontologia, regeneracao 0ssea, substitutos de valvulas cardiacas, entre outros. Estas aplicacdes
sO sdo possiveis gracas ao perfil multidisciplinar da area que agrupa profissionais como
quimicos, fisicos, engenheiros e especialistas em ciéncias biomédicas (ANJOS, 2015).

Apesar do termo biomaterial ter surgido ha apenas 50 anos, a introdugdo de materiais,
de origem natural ou ndo, no corpo humano remonta da pré-histéria. Em fdsseis de homens
ancestrais encontraram-se 0ssos fraturados que consolidaram bem alinhados. Isto sucedeu pelo

simples processo fisioldgico da consolidacéo, contudo é possivel que tenha existido alguma
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imobilizacdo rudimentar. E, durante o periodo Greco-Romano, houve também tentativas de
construir préteses artificiais (KARAM, LOPES, 2005).

O quantitativo de cirurgias ortopédicas, incluindo, as cirurgias de protese de quadril e
joelho vém se tornando mais frequente, em virtude dos avangos tecnolégicos, estimando-se 150
mil proteses por ano nos Estados Unidos da América e 400 mil em todo o mundo. Destas, 1%
a 5% tornam-se infectadas acarretando, muitas vezes, morbidades por internacdo prolongada,
intervencgdes cirurgicas repetidas, perda definitiva do implante e encurtamento no membro
afetado, deformidades graves e perenes, bem como culminando no o6bito em infeccOes
fulminantes. Os procedimentos envolvidos sdo muitos na tentativa de resolucao da infecgéo,
gerando custos anuais elevados, variando entre 40 a 80 milhdes de délares nos Estados Unidos
da América (PINTO, 2009).

A utilizacdo de metais na fabricacdo de implantes ortopédicos iniciou-se no século XX,
e em 1926 o aco inoxidavel denominado AlSI 302 foi empregado pela primeira vez, enquanto
0 AISI 316 comecou a ser utilizado a partir de 1940. O uso de metais em implantes vem sendo
estudado ha mais de 80 anos. O qual, a insercdo de implantes € um procedimento para melhorar
a qualidade de vida e sdo empregados com frequéncia para reparar as articulagdes e fraturas
6sseas (DAGA; RIVERA; BOERI, 2007; SCHIERHOLZ; BEUTH, 2001).

Os acos inoxidaveis austeniticos sdo utilizados como implantes ortopédicos de fixacao
de fratura 6ssea (DISEGI; ESCHBACH, 2000), pois apresentam boas caracteristicas de
resisténcia mecanica, de corrosdo e menor teor de osteointegracdo, tornando-o um material mais
apropriado para implantes (NASAB; HASSAN, 2010).

As infecdes bacterianas constituem uma grave complicacdo no periodo pos-operatorio.
Durante as ultimas décadas foram efetuadas inimeras tentativas para evitar as infecgdes
relacionadas pelos implantes ortopédicos, introduzindo antimicrobianos em cimentos 0sseos,
apesar de ndo ser muito aceito pelo fato de estar associado com o possivel aumento da
resisténcia aos agentes antimicrobianos (DAROUICHE, 2004).

As taxas de infecdo no pds-operatdrio sdo significativamente mais elevadas, entre 5%
e 40%, do que as substituicdes primarias. De uma forma geral, cerca de 5% dos dispositivos de
fixacdo interna, provocam infe¢des nos pacientes (DAROUICHE, 2004; WIDMER, 2001).

Sendo assim, os implantes ortopédicos estdo sujeitos a infecgfes relacionadas a
biofilmes bacterianos, que s6 podem ser erradicados por remogdo traumética do implante e

acompanhada por terapia antimicrobiana (EHRLICH et al., 2006).
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1.10 Biomateriais e o pericardio bovino

As membranas bioldgicas vém sendo constantemente utilizadas na préatica da cirurgia
reconstrutora. Com a necessidade aparente de se fazer as lesbes muito extensas cicatrizarem de
forma adequada, assim como a de reparar cirurgicamente a falha de um 6rgao ou até mesmo
parte dele, iniciou-se a utilizacdo de membranas bioldgicas como implantes. Em 1969,
Carpentier et al., propuseram o termo bioprétese. No inicio da década de 70, lonescu et al.,
confeccionaram uma valvula adrtica com pericardio bovino fixado em glutaraldeido. Em 1979,
lonescu et al., apresentaram sua experiéncia clinica inicial com as biopréteses de pericardio
bovino no Instituto do Coragcdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sdo Paulo (HCFMUSP) em S&o Paulo. O retalho de pericardio bovino é
previamente tratado e conservado com glutaraldeido. Este tratamento confere-lhe
caracteristicas adequadas de resisténcia, flexibilidade e auséncia de antigenicidade (COSTA et
al., 2016; POMERANTZEFF et al., 1997).

O pericérdio bovino, material heter6logo, € um material de origem biol6gica altamente
resistente, de facil manejo cirdrgico, maledvel e sem problemas de reacdo com corpo estranho.
Além disso, é um tecido de facil acesso e habitualmente representa um material de interesse no
processo industrial de bovinos. Entretanto, para a utilizagdo ndo s6 deste tipo de membrana
como de qualquer outro bioimplantes, € necessario submeté-lo a tratamento quimico. Varios
agentes quimicos vém sendo utilizados para tratamento e conservacao de tecidos bioldgicos a
serem implantados em homens e animais, buscando principalmente eliminar a possibilidade de
transmissdo de micro-organismos (COSTA, 2009; IONESCU; TANDON, 1979).

As membranas de pericéardio bovino sdo um dos tecidos biol6gicos mais amplamente
utilizados na forma de remendo em diversas cirurgias. Na cirurgia cardiovascular tem sido
utilizado para correcdo de inimeras cardiopatias como substituto das paredes atrial, ventricular,
arterial e venosa e para reconstrucdo do saco pericardico (PIRES et al., 1997). Os tecidos
utilizados como membranas biologicas tém uma caracteristica comum: sdo ricos em tecido
conjuntivo e suas propriedades os tornam bioimplantes altamente eficazes para apoiar a
reparacao de tecidos (PISO et al., 2016).

No Brasil, o mercado de biomateriais implantaveis foi de aproximadamente 690 milhdes
de dolares em 2010, tendo um alcance de 1,7 bilhdes em 2015 (crescimento de 20%). O uso de
biomateriais implantaveis de uso cardiovascular corresponde a 36% do total, sendo o segundo

maior do ramo de movimento econémico (WACHESK, 2016).



40

Nos ultimos anos, grande variedade de biomateriais vem sendo desenvolvida com
diferentes propriedades fisico-quimicas e mecéanicas, dependendo da aplicacdo biomédica
prevista, incluindo regeneragdo tecidual, sistemas de liberagdo de medicamentos, novos
enxertos vasculares, ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo (WACHESK,
2016).

Nesse contexto, ressalta-se que o crescente nimero de pacientes submetidos ao uso de
bioimplantes tem aumentado & ocorréncia de infec¢Ges. A adesdo bacteriana aos biomateriais é
processo de alta complexidade que demanda importante preocupacdo médica dada a sua
evidente influéncia sobre a morbimortalidade dos pacientes que fazem uso de proteses, além

dos consideraveis gastos que o envolvem (MORAES et al., 2013).

1.11 Caenorhabditis elegans

O Caenorhabditis elegans € um nematédeo ndo parasita, de vida livre, encontrado no
solo, normalmente se alimenta de bactérias e podem ser encontrados como hermafroditas ou
machos, seu uso apresenta diversas vantagens em ensaios experimentais. As vantagens que
permite sua producdo barata e rapida sdo: seu pequeno tamanho (1 mm de comprimento), o
tempo de geracdo répida e a facilidade de manutencdo (mantido em laboratério em placas de
Petri contendo agar inoculadas com Escherichia coli, fonte de alimento), além de que seu
genoma ja foi totalmente sequenciado (CHAUHAN; PRITCHARD, 2019; KALETTA;
HENGARTNER, 2006; PETERSON, 2008).

Seu ciclo vida pode variar dependendo da temperatura de incubacdo utilizada para o seu
desenvolvimento. Pode ser menor que trés dias quando incubados a 25°C e demorar até seis
dias quando incubados a 16°C. O desenvolvimento entre o periodo apés fertilizacdo até
rompimento da parede dos ovos é chamado embriogénese. Apds esse periodo obtém-se as larvas
em estagio conhecido como L1, as quais possuem formato similar de um adulto, porém séo bem
menores — 250 um. O periodo conhecido como pds-embrionario envolve o0s estagios de
crescimento até a formacdo de larvas L4 (L1 — L4). Apds esse periodo 0s nematoides
desenvolvem-se para as fases jovens adultos e adultos e estdo preparados para a autofertilizacdo
(HOPE, 1999).

C. elegans tem emergido como uma ferramenta poderosa para modelar processos

biol6gicos complexos em genética para estudar as interacGes patdgeno-hospedeiro. A resposta
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a infeccdo por agentes patogénicos naturais do C. elegans tem sido descrita para 0s
Staphylococcus spp., visto que estes podem infectar lentamente o C. elegans (SUED-KARAM,
2018). C. elegans € utilizado rotineiramente para estudos por expressar trés grupos de peptideos
antimicrobianos (AMPs): fatores antibacterianos (defensinas invertebradas), 28 caeno6foros
(proteinas semelhantes a saposina) e caenacinas (proteinas semelhantes a neuropeptideos). C.
elegans € um nematddeo com varios tipos de células, como musculares e nervosas e possui uma
organizacao semelhante as células equivalentes nos vertebrados (CHAUHAN; PRITCHARD,
2019; MUSHEGIAN et al., 1998; ZEHRBACH, ROGERS, TARR, 2017).

1.12 Justificativa

As IRAS representam as maiores taxas de morbimortalidade, internagbes mais
prolongadas de elevado custo, envolvendo maiores taxas de reinternagdo, assim como uso
prolongado de antimicrobianos, durante e apds a alta hospitalar, além de serem responsaveis
pela manutencdo do risco de disseminacdo de micro-organismos resistentes.

O estudo envolvendo SCN tem importancia fundamental, visto que € apontado como o
principal agente de IRAS, principalmente aquelas relacionadas aos dispositivos hospitalares.
Sendo assim o tratamento destas infeccdes tem se tornado cada vez mais um desafio para a
salde publica mundial, devido a ocorréncia do aumento nas taxas de resisténcia bacteriana aos
multiplos agentes antimicrobianos utilizados na préatica clinica. Entretanto, a andlise dos
aspectos epidemioldgicos relacionados a colonizacdo, infeccdo e formacdo de biofilme
ocasionados por SCN, sdo fatores indispensaveis para a prevencao e controle das infecgdes nos
ambientes nosocomiais.

Desde a antiguidade evidencia-se o uso de biomateriais implantdveis (como por
exemplo: aco e membrana de pericardio bovino), com o objetivo de corrigir os mais diversos
tipos de problemas relacionados a saude humana, contudo a formacdo de biofilme nestes
biomaterias gera grande preocupacao a respeito da morbimortalidade dos pacientes.

Além disso, pouco se sabe a respeito da contaminacdo de fémites, pois € pouco
estudado, mesmo sendo reconhecidos como fonte de transmissdo por SCN. Os estudos

relacionados a contaminacédo de fomites, sdo, muitas das vezes, dirigidos para S. aureus.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo geral, o isolamento e identificacdo de
Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis, em fémites de 10 salas cirurgicas de um
hospital de grande porte, situado no Municipio do Rio de Janeiro, além da determinacdo dos
perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos e da capacidade de producgéo de biofilme em
superficies bioticas e abidticas.

Neste estudo foram desenvolvidos os seguintes objetivos especificos:

a) isolamento de micro-organismos a partir de superficies abioticas de origens
diversas de um centro cirdrgico;

b) identificacdo das espécies Gram-negativas e Gram-positivas pela técnica de
MALDI-TOF.

Os seguintes objetivos foram realizados com amostras de S. capitis e S. hominis:

a) avaliacdo dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos através
do teste de disco-difusdo, determinacdo de Concentracao Inibitéria Minima;

b) determinacédo dos perfis de multirresisténcia e de multi-susceptibilidade aos
agentes antimicrobianos;

c) deteccdo da presenca de gene que mecA,;

d) pesquisa da presenca de genes icaA, fbp, atl e aap relacionados com as
propriedades adesivas e producéo de biofilme de SCN;

e) avaliagéo da capacidade de formacéo de slime em meio vermelho do Congo;

f) pesquisa de producdo de biofilme em superficies abidticas (vidro,
poliestireno e aco);

g) investigacdo da capacidade de interacdo com biomateriais e de producéo de
biofilme em membrana de pericardio bovino;

h) pesquisa da influéncia de doses sub-inibitorias de agentes antimicrobianos -
oxacilina e vancomicina - na producdo de slime e de biofilme em superficies
abiotcas e biomateriais (vidro, poliestireno, aco);

i) analise dos experimentos de producéo de biofilme utilizando ensaios de

microscopia eletronica de varredura (MEV);
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j) avaliacdo do potencial de viruléncia de amostras de diferentes perfis
fenotipicos e genotipicos de S. capitis e S. hominis utilizando C. elegans

como modelo experimental de infeccéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem e identificacdo das amostras bacterianas

A coleta das amostras de fomites (esfigmomandmetro, mesa auxiliar, placa de
eletrocautério, macganeta da porta, maca, duto de refrigeracdo e suporte de soro) de 10 salas
cirargicas (sendo: sala 01 utilizada predominantemente para cirurgia vascular; sala 05 cirurgia
ortopédica; sala 06 cirurgia geral; e as demais salas sem predominio de especialidades
cirurgicas) de um hospital de grande porte especializado no atendimento de urgéncias e
emergéncias, localizado no municipio do Rio de Janeiro, ocorreu nos meses de junho e agosto
de 2017. Nesse periodo, foram executadas cirurgias eletivas, de urgéncia e emergéncia,
totalizando 510 cirurgias, discriminadas em ortopédicas, urologicas, vascular, geral,
neurocirurgica, oftalmolégicas, plastica, buco-maxilo-facial, pediatrica com prevaléncia de
idade de 01 a 96 anos. As amostras foram coletadas com o auxilio de swabs estéreis, embebidos
em solucdo salina estéril e semeados em Mueller Hinton Agar, em até 40 minutos apds a coleta.
As amostras foram submetidas a testes preliminares de identificagdo como: coloracdo de Gram,
catalase, prova da coagulase, prova da desoxirribonuclease (DNAse) e semeadas em Agar
Manitol Salgado. Posteriormente, as amostras foram semeadas em Agar Sangue de Carneiro e
incubadas a 35°C por 24h para analise de pureza, morfologia colonial e verificacdo da producéo
de hemdlise (KONEMAN et al., 2008).

3.2 ldentificacdo bacteriana por MALDI-TOF-MS

A confirmagao da identificacdo das amostras isoladas foi realizada através da técnica de
lonizacéo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF), segundo Kornienko et al.,
(2016), com modificacbes, onde os perfis de proteinas bacterianas obtidos foram comparados
com um banco de dados de espectros de massa de referéncia bacteriana para identificacao rapida
no género, espécie e, em alguns casos, no nivel da subespécie. As amostras foram semeadas em
Agar Muller Hinton e incubadas a 35 °C por 24 h. Em seguida, as amostras foram tocadas com

um auxilio de alga bacterioldgica esterilizada e depositada na placa metalica (Sample target)
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fornecida pelo fabricante do equipamento MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics). A
placa inoculada foi mantida em fluxo laminar até a completa secagem do material depositado.
A cada poco da placa metalica foi inoculado 1 pl da matriz composta por acido a-ciano-4-
hidroxicindmico (HCCA, Sigma; Saint Louis, MO, EUA) preparado em acetonitrila 50% e
acido trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint Louis, MO, EUA). Apo0s secagem da mistura e
formacéo dos cristais, a placa de metal foi inserida no aparelho para a leitura das amostras. Os
espectros de massa das amostras foram obtidos no modo linear, observando os seguintes
parametros: frequéncia do laser 20 Hz; voltagem das fontes ionicas 1 e 2,20 kV e 18,6 kV,
respectivamente; e faixa de peso molecular 2.000 a 20.000 Da. Espectros foram coletados
através da somatdria de 240 disparos do laser, adquiridos através de 4 grupos de 42 de 60
disparos langados em regides distintas, aleatoriamente selecionadas, em um pog¢o na placa
metalica. Os espectros obtidos foram processados pelo software de bioinformatica MALDI
Biotyper versdo 3.1 (Bruker Daltonics) em modo operacional padrdo, o qual realiza a pesquisa
em sua biblioteca de espectros de referéncia de maneira a encontrar aquele que mais se

assemelha ao obtido com a amostra.

3.3 Determinagéao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Foi realizado o método do disco difusdo para a determinacédo do perfil de resisténcia aos
antimicrobianos, segundo CLSI (2017), utilizando os seguintes antimicrobianos: Cefoxitina
(FOX; 30ug), Ciprofloxacina (CIP; 5ug), Clindamicina (DA; 02ug), Cloranfenicol (CHL;
30ug), Eritromicina (E; 15upg), Gentamicina (GEN; 10ug), Penicilina (PEN; 10ug),
Rifampicina (RIF; 05ug), Sulfazotrim (SXT; 25ug), Moxifloxacina (MXF; 5ug) e Linezolida
(LNZ; 30pg) (OXOID, Hants, UK). Foram consideradas como multirresistentes (MDR) as

amostras resistentes pelo menos trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos.
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3.4 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para oxacilina e para

vancomicina

As determinacgdes de concentragdo minima inibitdria, tanto para a oxacilina quanto para
vancomicina, foram realizadas através da microdiluicdo em placa conforme CLSI (2017) e Sued
etal., (2017). O indculo foi preparado com a semeadura das amostras em placa de Agar Muller
Hinton, incubado por 24 horas a 35°C + 2°C, posteriormente semeado em Caldo Muller Hinton
(1,5ml) e, novamente, incubado por 24 horas a 35°C * 2°C. Apo0s a incubacdo, o inéculo foi
padronizado na turvacéo referente a 0,5 da escala de McFarland e diluido (1:100) em Caldo
Muller Hinton. O preparo da técnica foi realizado com a producdo da solu¢cdo mae onde foi
pesado 10mg de oxacilina/vancomicina, adicionado dos solventes e diluentes especificos para
a oxacilina/vancomicina, e em seguida a solucdo foi filtrada através de uma membrana
esterilizante com porosidade de 0,22 um. Partindo da solucdo méae, foi retirada uma aliquota
que foi calculada pela formula: Ci.Vi=Cf.Vf, onde Ci é a concentracdo inicial da solugdo; Vi é
o volume inicial que vamos retirar da solucdo mée para obter a concentracdo desejada; Cf é a
concentracdo final da solucdo; Vf é o volume final do meio. Depois foram colocados na
microplaca 50ul do in6culo e 50pl da solugdo mae. A microplaca foi incubada por 24 horas a
35°C + 2°C, e posteriormente foi realizada a leitura. O primeiro po¢o onde ndo houve turvacéo
foi a que correspondeu a CIM. O ultimo pogo foi a amostra controle, onde foi colocado apenas
0 indculo, sem adicdo de antimicrobianos. Conforme CLSI (2017), as amostras que
apresentaram CIM menor ou igual a 0,5ug/mL sdo consideradas sensiveis a oxacilina, ja as
amostras que apresentaram CIM maior que 0,5pug/mL, sdo consideradas resistentes a oxacilina.
Sdo consideradas sensiveis para vancomicina as amostras que apresentaram CIM menor ou
igual 4pg/mL e sdo consideradas resistentes as amostras que apresentaram CIM maior ou igual

32pug/mL.

3.5 Avaliacdo da producdo de biofilme na auséncia e na presenga de oxacilina e/ou

vancomicina

As amostras de S. hominis e S. capitis foram semeados em Agar Muller Hinton por 24

horas a 35°C £2°C, e foram submetidos aos ensaios a seguir.
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3.5.1 Método de crescimento em Agar Vermelho do Congo (CRA)

A expressdo da producédo de slime foi avaliada atraves do método de crescimento em
CRA, de trés formas: na auséncia de antimicrobianos, na presenca de oxacilina, e na presenca
de vancomicina. Na auséncia de antimicrobianos, as amostras foram semeadas em placa, em
triplicata, e foram incubados por 18-24 horas a 35°C = 2°C e, posteriormente, por 24h a
temperatura ambiente (aproximadamente 30°C). Como controle positivo para o teste foi usado
a amostra de S. epidermidis ATCC 35984. Colbdnias negras demonstram resultado positivo e
colbnias vermelhas ou rosa-avermelhadas negativo (CHAIEB et al., 2005). Segundo Sued et
al., (2017), as amostras foram semeadas em placa, em triplicata, contendo a concentracdo de
oxacilina ou de vancomicina equivalente a ¥ da CIM (cada amostra possuia uma CIM, logo,
cada tubo continha ¥ da CIM equivalente a amostra em questao), e foram incubados por 18-24
horas a 35°C + 2°C e, posteriormente, por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente
25°C).

3.5.2Determinacédo do padrio de aderéncia ao vidro

A aderéncia ao vidro foi avaliada de trés formas: na auséncia de antimicrobianos, na
presenca de oxacilina, e na presenca de vancomicina. Na auséncia de antimicrobianos, tubos 13
x 100 mm contendo 5ml de Triptic Soy Broth foram utilizados para verificar a capacidade de
aderéncia ao vidro. Para tal, aliquotas das suspensdes bacterianas (102 bactérias/mL) foram
inoculadas nos tubos e incubadas por 48h a 37°C. A cada 48h o meio foi retirado e uma nova
partida foi acrescentada. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Por fim, as amostras
foram classificadas com base nos seguintes padrdes: | (+++) - bactérias aderidas nas laterais do
tubo de vidro e na interface entre 0 meio de cultura e o ar — fortemente aderente; Il (++) -
bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro — moderadamente aderente; |11 (+) — bactérias
formando um anel na interface entre o meio de cultura e o ar — fracamente aderente; e 1V (-)
auséncia de bactérias aderidas — ndo aderente. Como controle positivo para o teste foi usado a
amostra de S. epidermidis ATCC 35984 (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991). Na

presenca de oxacilina/vancomicina, foi realizada a mesma técnica, porem cada tubo continha
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5ml de TSB com a concentracdo equivalente a % da CIM (cada amostra possuia uma CIM,

logo, cada tubo continha ¥ da CIM equivalente a amostra em questdo) (SUED et al., 2017).

3.5.3 Avaliacdo da formacéo de biofilme em superficie de poliestireno

A producéo de biofilme foi avaliada de trés formas: na auséncia de antimicrobianos, na
presenca de oxacilina, e na presenca de vancomicina. Na auséncia de antimicrobianos, a
producdo de biofilme foi avaliada qualitativamente através de uma modificacdo do método
descrito previamente por Stepanovic (2000) e Sued et al., (2017). As amostras foram
inicialmente crescidas em meio TSA (“Tryptone Soy Agar”) a 37°C por 48h e suspensas em
TSB com turvacdo equivalente 0,5 McFarland, e cultivadas a 37°C por 24h. Uma aliquota de
200pl de suspensao bacteriana em TSB foi dispensada em po¢o de uma placa de microtitulagao
de poliestireno de 96 pocos. As placas foram incubadas a 37°C por 24h e, em seguida, lavadas
duas vezes com 200ul Salina tampé&o fosfato (PBS) e, posteriormente 200ul de metanol foram
adicionados a cada poco e mantidos por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi retirado e a
placa deixada em temperatura ambiente para secagem, 200pul de cristal violeta a 0,2% foram
colocados em cada pogo por 5 minutos e a placa foi lavada exaustivamente com agua destilada.
Depois de secos, se adicionou aos pogos 200ul de acido acético a 33%, a fim de eluir o corante.
A avaliacdo de formacdo de biofilme foi realizada através da leitura da densidade Optica
(absorvancia) de cada poco utilizando espectrofotdbmetro (570nm). Foram utilizados como
controle positivo para o teste as amostras de S. epidermidis ATCC 12228 e como controle
negativo, TSB estéril. As amostras foram classificadas em quatro categorias com base na DO:
nédo aderente (-) = DO obtida < DO do controle negativo (DOc); fracamente aderente (+) =
DOc > DO <(2xDOc); moderadamente aderente (++) = (2xDOc) > DO < (4xDOc) e fortemente
aderente (+++) = DO > (4xDOc). Na presenca de oxacilina/vancomicina, foi realizada a mesma
técnica, porém as amostras foram semeadas em pocos contendo 200 ul de TSB com a
concentracdo equivalente a ¥4 da CIM (cada amostra possuia uma CIM, logo, cada tubo

continha ¥ da CIM equivalente a amostra em questdo) (SUED et al., 2017).
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3.5.4 Avaliacdes guantitativas da aderéncia em superficie de aco

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pogos, cada pogo contendo 500 pl
de suspensdes bacterianas em tripticaseina de soja (TSB) (~108 UFC/mL) e fragmentos de 0,5
cm de implantes de aco estéreis e entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24h.
Posteriormente os fragmentos foram transferidos para tubos contendo 500uL de salina e areia
estéril e com auxilio do vortex as células sésseis foram extraidas por abrasdo. As suspensdes
obtidas foram submetidas a dilui¢do seriada na base 10 para a contagem de viaveis em placa de
Mueller Hinton (SOUZA et al., 2015).

3.5.5Avaliacdes guantitativas da aderéncia em superficie de pericardio bovino

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pogos, cada pogo contendo 500 pl
de suspensdes bacterianas em tripticaseina de soja (TSB) (~108 UFC/mL), segundo Souza et
al., (2015), com modificacdes. Fragmentos de 0,5 cm de membrana de pericardio bovino estéril
e entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24h. Posteriormente os fragmentos foram
transferidos para tubos contendo 500uL de salina e areia estéril e com auxilio do vortex as
células sésseis foram extraidas por abrasdo. As suspensdes obtidas foram submetidas a diluicdo

seriada na base 10 para a contagem de viaveis em placa de Agar Mueller Hinton.

3.6 Deteccdo dos genes mecA (resisténcia), icaA, fbp, atl e app (biofilme)

Ensaios de deteccéo da presenca dos genes mecA, icaA, fbp, atl e aap foram realizadas
pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos descritos
no Quadro 2.

A liberacdo do DNA bacteriano através de lise térmica foi realizada de acordo com
Schuenck et al., (2008) com modifica¢des. Trés a cinco colonias de cada amostra cultivada em
Agar Sangue foram transferidas para 100 uL de tampao TE (10mM Tris [Sigma], 1mM EDTA

[Sigma], pH 7,8). Esta suspensdo foi mantida a temperatura de ebuli¢do, em torno 100°C, por
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10 minutos e, em seguida centrifugada por 1 minuto, a 7.000 rpm. Em seguida, foram coletados
0s sobrenadantes com DNA liberado e usados para a reacdo de PCR.

Os ensaios de PCR para 0 gene mecA foi realizado segundo Pereira-Ribeiro et al.,
(2019). A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient),
utilizando volume total de S50uL para a reagao composta de 10uL. de DNA liberado, 200uM de
cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 0,25uM
de cada um dos oligonucleotideos SHF e SHR, SE1 e SE2 e MRS1 e MRS2, 1,5U de Taq DNA
polimerase (Biotools, Madrid, Espanha), SulL do tampéo da enzima 10X (10 mM Tris HCI,
25mM KCI) e 2mM de MgCI2. Apos realizacdo de uma etapa de desnaturacao inicial de 94°C
por 3 minutos, foram realizados 30 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo a 94°C por 1
minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos, seguido de uma etapa
final de extensdo, realizada a 72°C por 5 minutos.

Os ensaios de PCR para os genes icaA foram realizadas segundo Potter et al., (2009).
A amplificacao foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient), utilizando
volume total de 50 puL para a reacdo composta de 3 pL. de DNA liberado, 200 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 50 pmol de
cada primer forward e reverse (1 uL), 2,5U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid,
Espanha), 2,5 pL de tampao 10X Buffer (Sigma) (10 mM Tris HCI, 25mM KCl) e 3mM de
MgCI2. A reacdo de amplificacdo realizada foi programada para desnaturacdo inicial de 92°C
por 3 min, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 min, 52°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido
de uma etapa final de extenséo de 72°C por 5 min.

Os ensaios de PCR para os genes fbp e atl foram realizadas segundo Barros et al.,
(2015). A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient),
utilizando volume total de 50 pL para a reacdo composta de 3 ulLL de DNA liberado, 250 uM de
cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 25
pmol de cada primer forward e reverse (1 uL), 1,0U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid,
Espanha), 2,5 pL de tampao 10X Buffer (Sigma) (10 mM Tris HCL, 25mM KCI) e 1,5mM de
MgCI2. A reagdo de amplificacéo realizada foi programado para desnaturacdo inicial de 92°C
por 3 min, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 min, 52°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido
de uma etapa final de extensdo de 72°C por 5 min.

O ensaio de PCR para os genes aap foi realizada segundo Araujo et al. (2006). A
amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient), utilizando
volume total de 25 uL para a reagdo composta de 3 pL de DNA liberado, 250 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dAATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 25 pmol de
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cada primer forward e reverse (1 uL), 1,0U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid,
Espanha), 2,5 uL de tampéo 10X (Sigma) (10 mM Tris HCI, 25mM KCI) e 50mM de MgClI2.
A reacdo de amplificacéo realizada foi programado para desnaturagéo inicial de 94°C por 5 min,
seguido de 30 ciclos de 94°C por 30s, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, e uma etapa final de
extensdo de 72°C por 5 min.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em E-gel (agarose a 2% -
Invitrogen), no equipamento de E-gel iBase Power System (Invitrogen), por 25 minutos. A
visualizagdo dos produtos de amplificacéo foi obtida em transiluminador de luz ultravioleta e,
posteriormente, o gel foi fotografado (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation

& Analisis System 120).

Quadro 2 - Descricao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nos ensaios de PCR

Gene Sequéncia do Primer 5°— 3’ Tamgnho do Referéncia
Amplicon(pb)
mecAF TAG AAATGA CTG AAC GTC CG 154 pb Pereira-Ribeiro et
mecAR TTGCGATCAATGTTACCT AG P al., 2019
icaAF CGA TGG GCT CAA GGT GG
icaAR TTC TTT TCG TAG CGA CTG TC 287pb Potter et al., 2009
fopF GGT GAT ACCATTTAC CGC AC 512pb Barros et al.,
fopR CGT GCATCGTAGTAG CGATC P 2015
atlF TAA CTC AAC AAT CGATGG CG 4460b Barros et al.,
atIR GTA CCC CAAGGT GCT ACTTG P 2015
aapF CAA CGA AGG CAG AAG AAG GA 7190b Aratdjo et al.,
aapR CATCCCCATCTTTCTTGCTG P 2006

Legenda: Pares de base (pb).
Fonte: A autora, 2021.

3.7 Analise estrutural dos biofilmes pela técnica de microscopia eletrdnica de varredura
(MEV)

Foram avaliadas por MEV, cepas representantes de SCN. Primeiramente foi obtida a
producéo de biofilme, segundo Stepanovic (2000), acrescentando pequenos segmentos de 0,5
cm de implante 6sseo de aco ou pericardio bovino estéreis. O conteudo de cada pogo foi
aspirado e lavado duas vezes com 1 mL de salina estéril. O material foi entdo fixado em solucéo

de glutaraldeido a 2,5%, pds-fixado com tetroxido de 6smio a 1% e desidratado em diferentes
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solucdes de etanol. Em seguida, o material foi submetido ao ponto critico com didxido de
carbono, coberto com nanoparticulas de ouro e examinados em microscopio eletrénico de
varredura JEOL JSM 5310 (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019). O controle negativo foi
realizado com segmentos de implantes 6sseo de agco ou pericardio bovino estéreis, 0s quais

também foram processados diretamente apds a remocao da embalagem comercial.

3.8 Ensaio de letalidade (“slow killing assay”) em superficie biotica de nematodeos

O nematodide Caenorhabditis elegans N2 foi utilizado nos ensaios como modelo
experimental in vivo para andlise de patogenicidade de amostras de S. capitis e S. hominis. C.
elegans N2 foram mantidos em placas contendo meio de crescimento para nematodeo (NGM)
por aproximadamente 3-5 dias a 20°C, sendo utilizado a cepa de Escherichia coli OP50 como
fonte de alimento, para que os nematddeos cheguem ao estagio larval L4.

Para os ensaios de infeccdo, 20 pL de suspenséo bacteriana a partir de uma cultura de
24h em TSB foram adicionados a placas de NGM. Apoés 24-48h, 20 vermes em estagio larval
L4 foram transferidos para placas contendo as amostras testes e foram observados diariamente,
por cinco dias seguidos. Os nematddeos mortos foram contados diariamente e os nematddeos
vivos, foram passados para uma nova placa de NGM a cada 2 dias e incubados a 20°C. Para
cada amostra, aproximadamente 60 nematddeos foram usados e os ensaios foram realizados ao
menos em 3 placas (ANTUNES et al., 2016).

3.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa Graphpad Prism, verséo 5.0,
onde foram aplicados os testes estatisticos “t” de Student ndo-pareado na analise das médias, e,
na analise da variancia, foi aplicado o teste de Tukey, ambos considerando o intervalo de
confianca de 95%. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos, pelos menos,

trés vezes.
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4 RESULTADOS

4.1 Micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos isolados de fomites diversos de

centro cirurgico

Os dados apresentados nos Quadros 3 e 4 demonstraram que no periodo de junho/agosto
de 2017, foram coletados materiais de superficies de esfigmomandmetro, mesa auxiliar, placa
de eletrocautério, macaneta de porta, maca, duto de refrigeracéo e suporte de soro das 10 salas
de cirurgias. No centro cirargico foram isoladas da superficie desses fomites, 61 amostras
bacterianas, sendo: 09 (14.7%) amostras caracterizadas como Gram-negativos e 52 (85.2%)
amostras como Gram-positivos, sendo 48 dessas Ultimas identificadas como pertencentes ao
grupo SCN (78.6%). Na sala de cirurgia n° 5, utilizada para procedimentos ortopédicos e na
sala n° 6 destinada a procedimentos de cirurgia geral, foi isolado o maior nimero de micro-
organismos em diversos fomites. Dentre os SCN, um percentual de 20.8% foi isolado de
esfigmomandmetros. Para as diferentes superficies analisadas, constatou-se 0 género
Staphylococcus como mais prevalente. Pode-se reconhecer, ainda, que bactérias como
Staphylococcus haemolyticus (n=9), foi a terceira espécie mais encontrada em
esfigmomandmetro, placa de eletrocautério, mesa auxiliar e maganeta. Na mesa auxiliar da sala
09, foi isolado Staphylococcus aureus.

Do total das amostras Gram-positivas isoladas no ambiente do centro cirargico, 36.5%
foram isoladas dos dutos de ar das salas de cirurgia com sistema de ventilacdo central,
apresentando funcionamento deficiente. Staphylococcus pseudintermedius, considerado o
principal agente etiol6gico de infecgcOes cutaneas em cdes (piodermites caninas), foi isolado no
duto do ar da sala de cirurgia n° 4. As demais espécies serdo estudas por nossa equipe
posteriormente.

Das amostras Gram-negativos de importancia clinica, também foram isolados nos dutos
de ar, Klebsiella pneumoniae na sala de cirurgia n° 5, e 0 grupo Acinetobacter spp. foi isolado

na sala de cirurgia n® 9.
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Quadro 3 - Identificacdo das espécies Gram-positivas isoladas de fomites (continua)

Amostras . S,alqs Fémites Espécie
cirrgicas

R14 Sala 01 Duto de refrigeracéo Brevibacillus brevis

R13 Sala 01 Esfigmomanémetro Micrococcus luteus
V10 Sala 01 Esfigmomanémetro Staphylococcus haemolyticus
R23 Sala 01 Suporte de soro Staphylococcus epidermidis
V1 Sala 02 Duto de refrigeragéo Staphylococcus sciuri

R5 Sala 02 Duto de refrigeracéo Staphylococcus saprophyticus
R6 Sala 02 Esfigmomanémetro Micrococcus luteus

R7 Sala 02 Placa de eletrocautério Staphylococcus epidermidis
R67 Sala 03 Duto de refrigeracéo Bacillus licheniformis

R41 Sala 03 Duto de refrigeragéo Brevibacillus brevis

R24 Sala 03 Mesa auxiliar Bacillus licheniformis

R45 Sala 03 Esfigmomandmetro Staphylococcus sciuri
V40 Sala 04 Duto de refrigeragéo Bacillus cereus
V41 Sala 04 Duto de refrigeracdo Staphylococcus pseudintermedius
V32 Sala 04 Esfigmomandmetro Staphylococcus cohnii
V22 Sala 04 Placa de eletrocautério Staphylococcus haemolyticus
V24 Sala 04 Placa de eletrocautério Staphylococcus haemolyticus
R32 Sala 05 Duto de refrigeracdo Brevibacillus brevis

V7 Sala 05 Duto de refrigeragéo Staphylococcus pasteuri
V18 Sala 05 Duto de refrigeragéo Clostridium terti

R21 Sala 05 Esfigmomanémetro Staphylococcus haemolyticus
V9 Sala 05 Macaneta Staphylococcus chromogenes
V3 Sala 05 Macaneta Staphylococcus cohnii

R18 Sala 06 Duto de refrigeracdo Micrococcus luteus

R74 Sala 06 Placa de eletrocautério Staphylococcus epidermidis
R12 Sala 06 Placa de eletrocautério Staphylococcus haemolyticus
R36 Sala 06 Mesa auxiliar Staphylococcus sciuri

R37 Sala 06 Mesa auxiliar Enterococcus faecalis
V38 Sala 06 Esfigmomanémetro Staphylococcus epidermidis
R1 Sala 06 Esfigmomanémetro Staphylococcus haemolyticus
R81 Sala 07 Duto de refrigeracdo Brevibacillus choshimensis
R80 Sala 07 Duto de refrigeracdo Bacillus macins

V3 Sala 07 Placa de eletrocautério Staphylococcus epidermidis
V7 Sala 07 Placa de eletrocautério Staphylococcus haemolyticus
V37 Sala 07 Esfigmomanémetro Staphylococcus saprophyticus
R54 Sala 08 Duto de refrigeragéo Micrococcus luteus

R53 Sala 08 Duto de refrigeragéo Lactobacillus oris

R77 Sala 08 Mesa auxiliar Staphylococcus haemolyticus
R55 Sala 08 Placa de eletrocautério Micrococcus luteus

V61 Sala 09 Duto de refrigeracdo Bacillus cereus

R61 Sala 09 Mesa auxiliar Staphylococcus aureus

V60 Sala 09 Macaneta Staphylococcus haemolyticus
R16 Sala 09 Suporte de soro Brevibacterium casei

V8 Sala 10 Duto de refrigeracdo Staphylococcus saprophyticus
V9 Sala 10 Duto de refrigeracdo Bacillus cereus

R59 Sala 10 Esfigmomanémetro Staphylococcus saprophyticus
R70 Sala 10 Esfigmomanémetro Staphylococcus epidermidis
V7 Sala 10 Suporte de soro Staphylococcus saprophyticus
R69 CcC Maca Bacillus subtillis

V82 CC Maca Bacillus megaterium
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Quadro 3 - Identificacdo das espécies Gram-positivas isoladas de fomites (concluséo)

R83 CcC Maca Lactobacillus coryniformis
V42 CcC Maca Staphylococcus saprophyticus
Legenda: centro cirtrgico (CC).
Fonte: A autora, 2021.

Quadro 4 - Identificacdo das espécies Gram-negativas isoladas de fomites

Salas A .
Amostras cirtrgicas FOmites Especie

V16 Sala0l  Suporte de soro Pseudomonas putida
R19 Sala02  Duto de refrigeracéo Pseudomonas stutzeri
R15 Sala02  Suporte de soro Acinetobacter johnsonii
V1 Sala02  Suporte de soro Enterobacter cloacae
R30 Sala05  Duto de refrigeracéo Klebsiella pneumoniae
V17 Sala05  Mesa auxiliar Pseudomonas aeruginosa
R43 Sala06  Duto de refrigeracéo Pasteurella multocida
R22 Sala06  Esfigmomandémetro Enterobacter asburiae
V5 Sala08  Duto de refrigeracéo Acinetobacter spp.

Fonte: A autora, 2021.

4.2 lsolamento e identificacdo de amostras de S. hominis e S. capitis

Dentre as 48 amostras caracterizadas como SCN, foram identificadas 10 amostras de S.
hominis e 09 amostras de S. capitis pela técnica de MALDI-TOF MS, conforme apresentado
no Quadro 5. Dentre as dez amostras de S. hominis isoladas de fomites, cinco amostras foram
isoladas de macas, quatro amostras de esfigmomandmetro e uma amostra de duto de
refrigeracdo. Das nove amostras de S. capitis, foram isoladas, quatro amostras de placa de
eletrocautério, trés amostras de mesa auxiliar, uma amostra de maca e uma amostra de
esfigmomandmetro. N&o foram isoladas amostras de S. hominis e S. capitis de macganeta de

porta e de suporte de soro.
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Quadro 5 - Identificacdo das espécies de Staphylococcus hominis e Staphylococcus

capitis isoladas de fomites

L A L MALDI-TOF
Amostras Salas cirurgicas FOmites Espécie (score)
SC-01 Cirurgia ortopédica (sala 05)  Placa eletrocautério  S. capitis 2,000
SC-02 Cirurgia ortopédica (sala 05)  Placa eletrocautério  S. capitis 2,103
SC-03 Cirurgia ortopédica (sala 05)  Placa eletrocautério  S. capitis 2,172
SC-04 Cirurgia ortopédica (sala 05)  Placa eletrocautério  S. capitis 2,082
SC-11 Sala 09 Mesa auxiliar S. capitis 2,118
SC-13 Sala 09 Mesa auxiliar S. capitis 2,163
SC-14 Sala 09 Mesa auxiliar S. capitis 2,037
SC-12 CcC Maca transporte S. capitis 2,228
SHo-05 CcC Maca transporte  S. hominis 2,308
SHo-06 CcC Maca transporte  S. hominis 2,189
SHo-07 CcC Maca transporte  S. hominis 2,172
SHo-09 CcC Maca transporte  S. hominis 2,396
SHo-15 CcC Maca transporte  S. hominis 2,358
SHo0-08  Cirurgia ortopédica (sala 05)  Esfigmomandémetro S. hominis 2,265
SHo-17  Cirurgia vascular (sala 01) Esfigmomandmetro S. hominis 2,319
SHo-18  Cirurgia vascular (sala 01) Esfigmomandmetro S. hominis 2,332
SHo-19  Cirurgia vascular (sala 01) Esfigmomandmetro S. hominis 2,273
SC-16 Cirurgia vascular (sala 01) Esfigmomandmetro S. capitis 2,183
SHo-10 Cirurgia geral (sala 06) Duto refrigeracdo  S. hominis 2,134

Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); centro cirdrgico (CC).
Fonte: A autora, 2021.

4.3 Perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e detec¢do do gene mecA que

codifica resisténcia a oxacilina

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e os perfis
MDR e de ndo-multirresisténcia (MDS) expressos pelas amostras S. hominis (n=10) e S. capitis
(n=09) foram apresentados no Quadro 6. Todas as amostras que apresentaram resultados
intermediérios foram consideradas resistentes aos antimicrobianos testados. Pelo ensaio de
determinacdo de concentragfes inibitorias minimas, todas as amostras (100%) de S. hominis
(n=10) e de S. capitis (n=9) foram oxacilina-resistentes. Interessantemente, as amostras S.
hominis (SHo-07) e S. capitis (SC-03), apresentaram resisténcia intermediaria & vancomicina.

Os resultados apresentados na Figura 2 demonstraram que 60% das amostras (n=6)
identificadas como S. hominis, expressaram perfil MDR, sendo 100% sensiveis a rifampicina e

a linezolida. Oito amostras (80%) foram resistentes a eritromicina e uma amostra (10%) foi
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intermediaria. Sete amostras (70%) foram resistentes a penicilina. Para sulfazotrim seis
amostras (60%) foram resistentes e duas amostras (20%) intermediaria. Cinco amostras (50%)
foram resistentes a clindamicina. Para ciprofloxacina, quatro amostras (40%) foram resistentes
e uma amostra (10%) intermediaria. Foram resistentes a cefoxitina, quatro amostras (40%). Para
gentamicina, trés amostras (30%) foram resistentes e uma amostra (10%) intermediaria. Para
moxifloxacina e cloranfenicol, trés amostras (30%) e duas amostras (20%) respectivamente,
foram resistentes.

Como apresentado na Figura 3, todas (100%) as amostras de S. capitis foram sensiveis
a cloranfenicol, rifampicina e linezolida. Das nove amostras identificadas como S. capitis, oito
(88.9%) foram MDR. Foram resistentes a gentamicina, seis amostras (66,7%). Cinco amostras
(55,6%) foram resistentes e quatro amostras (44,5%) foram intermediarias para eritromicina.
Cinco amostras (55,6%) foram resistentes a penicilina e quatro amostras (44,5%) foram
resistentes a cefoxina. Para ciprofloxacina e para sulfazotrim, quatro amostras (44,5%) foram
resistentes e uma amostra (11,2%) intermediaria. Apenas uma amostra (11,2%) foi resistente e
cinco amostras (55,6%) foram intermediarias para clindamicina. Para moxifloxacina, apenas
uma amostra (11,2%) foi intermediéria.

Como descrito no Quadro 6, das 19 amostras, sete (36,8%) apresentaram o0 gene mecA
aos ensaios de PCR. Sendo que destas sete, quatro (40%) amostras foram identificadas como S.
hominis, sendo SHo-05 (MDR-06) e SHo-06 (MDS-04), SHo-07 (MDS-03) e SHo-10 (MDS-
05); e trés (33,3%) amostras foram identificadas como S. capitis, sendo SC-02 (MDR-03), SC-
03 (MDR-09) e SC-04 (MDR-07). Contudo, 12 amostras foram oxacilina resistentes, mas ndo

apresentaram o gene mecA.
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Quadro 6 - Perfis de resisténcia e susceptibilidade aos agentes antimicrobianos de amostras de
Staphylococcus hominis e Staphylococcus capitis isoladas de fomites avaliados

pelos métodos de difusdo em disco e/ou CIM (oxacilina e vancomicina)

CIM (ug/ml)

Amostras Perfis de Resisténcia OXA VA Gene mecA PRA
SHo-17 E, SXT, DA, PEN, CIP, GEN, FOX, CHL 512,0(R) 4,0(S) - MDR-01
SHo-19 E, SXT, DA, PEN, CIP, GEN, FOX 512,0(R) 4,0(S) - MDR-02
SC-16  E, SXT, DA, PEN, CIP, FOX 512,0(R) 2,0(S) - MDR-03
SC-01 E, SXT, DA, PEN, CIP, FOX 512,0(R) 2,0(S) - MDR-03
SC-02  E, SXT, DA, PEN, CIP, FOX 512,0(R) 2,0(S) + MDR-03
SHo-18 E, SXT, DA, CIP, FOX, MXF 512,0(R) 1,0(S) - MDR-04
SHo-08 E, SXT, DA, PEN, GEN, MXF 512,0(R) 2,0(S) - MDR-05
SHo-05 E, SXT, PEN, CIP, GEN, MXF 128,0R) 4.0(S) + MDR-06
SC-04 E, PEN, CIP, GEN, FOX 512,0(R)  2,0(S) + MDR-07
SC-13  E, SXT, DA, GEN 512,0(R) 1,0(S) - MDR-08
SC-03  E, PEN, CIP, GEN 512,0(R)  8,0(I) + MDR-09
SC-12  E, SXT,DA 512,0(R) 2,0(S) - MDR-10
SC-14  E, SXT, DA 512,0(R)  4,0(S) - MDR-10
SHo-15 E, DA, CIP 64,0R) 1,0(S) - MDR-11
SC-11  E, SXT 512,0(R) 4,0 (S) - MDS-01
SHo-09 E, PEN 512,0(R) 4,0(S) - MDS-02
SHo-07 SXT, GEN 512,0(R)  8,0(1) + MDsS-03
SHo-06 E 512,0(R) 4,0(S) + MDS-04
SHo-10 SXT 512,0(R) 1,0 (S) + MDS-05

Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); eritromicina (E); sulfazotrim (SXT);
clindamicina (DA); penicilina (PEN); ciprofloxacina (CIP); gentamicina (GEN); cefoxitina (FOX);
rifampicina (RIF); cloranfenicol (CHL); moxifloxacina (MXF); oxacilina (OXA); vancomicina (VA);
resistente (R); sensivel (S); intermediario (1); positivo (+); negativo (-); perfil de resisténcia (PRA);
multirresistente (MDR); ndo-multirresistente (MDS).

Fonte: A autora, 2021.



Figura 2 - Perfis de susceptibilidade de amostras de Staphylococcus hominis isoladas
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Fonte: A autora, 2021.

Figura 3 - Perfis de susceptibilidade de amostras de Staphylococcus capitis isoladas
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Fonte: A autora, 2021.
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4.4 Expressao da producdo de slime na auséncia e presenca de oxacilina e/ou vancomicina

Os resultados da expressdo de producéo de slime pelo método do CRA das 19 amostras
de S. capitis e S. hominis isoladas de fomites, foram demonstrados no Quadro 7 além de
ilustradas na Figura 4.

Das nove amostras identificadas como S. capitis, uma amostra MDS (SC-11/MDS-01,
11%) e seis amostras MDR (66%) foram slime-positivas, tanto na auséncia de antimicrobianos
guanto na presenca de oxacilina e vancomicina. Foram isoladas quatro amostras de placa de
eletrocautério, uma amostra de maca, uma amostra de esfigmomanémetro e uma amostra de
mesa auxiliar. Duas amostras (SC-13/MDR-08 e SC-14/MDR-10; 23%) isoladas de mesa
auxiliar, slime-negativas, passaram a expressar slime na presenca de vancomicina.

Das dez amostras identificadas como S. hominis, trés amostras (30%) que apresentaram
perfis MDS e quatro amostras que apresentaram perfis MDR (40%) foram slime-positivas tanto
na auséncia de antimicrobianos quanto na presenca de oxacilina e vancomicina. Foram isoladas
quatro amostras de esfigmomandmetro, duas de maca e uma amostra de duto de refrigeragéo.
Duas amostras (SHo-05/MDR-06; SHo-15/MDR-11; 20%), isolada de maca, slime-negativa,
passou a expressar slime na presenca de vancomicina. Uma amostra (SHo-09/MDS-02; 10%)

ndo produziu slime em nenhuma das circunstancias.

Figura 4 - Representacgdo ilustrativa de matriz exopolissacaridea (slime)
em meio Vermelho do Congo de amostras de S. capitis e S.
hominis isoladas de fémites: (A) slime-negativa (SHo-09)
apresentando coldnias vermelhas e (B) slime-positiva (SC-12)

que exibiu colbnias de cor enegrecida.

Fonte: A autora, 2021.



61

Quadro 7 - Producéo de slime no meio Vermelho do Congo por amostras de Staphylococcus

hominis e Staphylococcus capitis isolados de fomites

Producéo de slime no meio Vermelho

T, do Congo Gene
Amostras PRA Localizacéo Som T V.CIM TViCIM mecA
antimicrobianos OXA VA

SHo-06 MDS-04 Maca de transporte + + + +
SHo-07 MDS-03  Maca de transporte + + + +
SHo-10  MDS-05 Cirurgia geral (Sala 06) + + + +
SHo-09 MDS-02 Maca de transporte - - - -
SHo-05 MDR-11 Maca de transporte - - + +
SHo-15 MDR-06 Maca de transporte - - +

SHo-08 MDR-05 Cirurgia ortopédica (sala 05) + + + -
SHo-17  MDR-01 Cirurgia vascular (sala 01) + + + -
SHo-18  MDR-04  Cirurgia vascular (sala 01) + + + -
SHo-19  MDR-02 Cirurgia vascular (sala 01) + + + -
SC-11 MDS-01  Sala 09 + + + -
SC-01 MDR-03 Cirurgia ortopédica (sala 05) + + + -
SC-02 MDR-03 Cirurgia ortopédica (sala 05) + + + -
SC-12 MDR-10 Maca de transporte + + + -
SC-16 MDR-03  Cirurgia vascular (sala 01) + + + -
SC-03 MDR-09 Cirurgia ortopédica (sala 05) + + + +
SC-04 MDR-07 Cirurgia ortopédica (sala 05) + + + +
SC-13 MDR-08 Sala 09 - - + -

SC-14 MDR-10 Sala 09 - - + -
Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); perfil de resisténcia (PRA);
multirresistente (MDR); ndo-multirresistente (MDS); concentragdo inibitéria minima (CIM);
oxacilina (OXA); vancomicina (VA); positivo (+); negativo (-).
Fonte: A autora, 2021.

4.5 Aderéncia e producdo de biofilme no vidro na auséncia e presenca de oxacilina e/ou

vancomicina

Os resultados da andlise semi-quantitativa da aderéncia e producéo de biofilme na
superficie hidrofilica do vidro das amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de fémites (n=19),
foram demonstrados no Quadro 8.

Das nove amostras identificadas como S. capitis, na auséncia de agentes
antimicrobianos, todas (100%) foram classificadas como fortemente produtoras de biofilme (I;
+++), independente da presenca do gene mecA e producdo de matriz extracelular.
Interessantemente, a maioria das amostras expressando susceptibilidade a vancomicina
manteve a capacidade de aderir e formar biofilme a superficie abidtica do vidro na presenca de
oxacilina ou vancomicina, independente da producdo de matriz extracelular e do gene mecA,

porém em intensidades variadas. Quatro amostras mantiveram a habilidade de aderir e formar
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biofilme a superficie abidtica do vidro na presenca de oxacilina ou vancomicina. A amostra SC-
16 (MDR-03; slime-positiva; oxacilina-resistente) tornou-se fracamente aderente (Ill; +) na
presenca de oxacilina. Duas amostras slime-positivas, passaram a ser classificadas como néo
aderentes (IV; -) na presenca de vancomicina, inclusive a amostra SC-03 identificada como
vancomicina-intermediario.

Os ensaios de interacdo de superficies abidticas na auséncia de antimicrobianos
realizados com S. hominis, demonstraram elevada capacidade de producéo de biofilme (I; +++)
no vidro para as dez amostras isoladas de fomites diversos, independente da presenca do gene
mecA e producdo de matriz extracelular, a semelhanca do observado para S. capitis (Quadro 8).
Trés amostras (30%), sendo duas slime-positivas e uma slime-negativa, ndo apresentaram
mudanca de perfil na presenca de oxacilina ou vancomicina (I; +++). Duas amostras slime-
negativas, passaram a ser classificadas como fracamente aderentes (111; +) enquanto, duas slime-
positivas foram classificadas como néo aderentes (IV; -) na presenca de vancomicina, inclusive
a amostra SHo-07 identificada como vancomicina-intermediario. Uma amostra (SHo-10/MDS-
05; slime-positiva), passou a ser classificada como fracamente aderente (111; +) na presenca de
oxacilina e vancomicina, apesar de ser identificada como oxacilina-resistente e vancomicina-
sensivel. Uma amostra oxacilina-resistente (SHo-17/MDR-01; slime-positiva) passou a ser
classificada como fracamente aderente (I11; +) na presenca de oxacilina e como moderadamente
aderente (I1; ++) na presenca de vancomicina e uma amostra (SHo-06/MDS-04; slime-positiva)
passou a ser classificada como moderadamente aderente (Il; ++) na presenga de oxacilina e

como fracamente aderente (111; +) na presenca de vancomicina.



63

Quadro 8 - Aderéncia e producao de biofilme em superficie abiotica do vidro na auséncia e na
presenca de oxacilina e vancomicina de amostras de Staphylococcus hominis e

Staphylococcus capitis isolados de fomites

Slime Aderéncia ao vidro
Amostras  PRA Fomites Meio Sem  +%CIM  +uciM O
vermelno 1 inistico  OXA VA mecA
do Congo
SC-01 MDR-03 Placa eletrocautério + | (+++) I (++4) I (+++) -
SC-02 MDR-03 Placa eletrocautério + | (+++) I (++4) I (+++) +
SC-13 MDR-08 Mesa auxiliar - I (+++) | (+++) I (+++) -
SC-14 MDR-10 Mesa auxiliar - I (+++) | (+++) | (+++) -
SHo-08 MDR-05 Esfigmomandmetro + I (+++) | (+++) I (+++) -
SHo-18 MDR-04 Esfigmomandmetro + I (+++) | (+++) | (+++) -
SHo-15 MDR-06 Maca transporte - | (+++) | (+++) I (+++) -
SHo-05 MDR-11 Maca transporte - | (+++) | (+++) I (+) +
SHo-09 MDS-02 Maca transporte - | (+++) | (+++) I (+) -
SC-04 MDR-07 Placa eletrocautério + | (+++) | (+++) 1 (+) +
SC-11 MDS-01 Mesa auxiliar + | (+++) | (+++) I (+) -
SHo-07  MDS-03 Maca transporte + | (+++) | (+++) IV (-) +
SHo-19 MDR-02 Esfigmomandmetro + I (++4) | (+++) IV () -
SC-03 MDR-09 Placa eletrocautério + I (++4) | (+++) IV () +
SC-12 MDR-10 Maca transporte + I (++4) | (++4) IV () -
SHo-06 MDS-04 Maca transporte + I (++4) Il (++) 11 (+) +
SHo-10 MDS-05  Duto refrigeragdo + I (+++) 1 (+) I (+) +
SHo-17 MDR-01 Esfigmomandmetro + | (+++) I (+) I (++) -

SC-16 MDR-03 Esfigmoman6metro + | (+++) 11 (+) | (+++) -

Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); perfil de resisténcia (PRA);
multirresistente (MDR); ndo-multirresistente (MDS); concentracdo inibitéria minima (CIM); oxacilina
(OXA); vancomicina (VA); positivo (+);negativo (-); aderéncia ao vidro: | (+++) fortemente aderente,
bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre o meio de cultura e o ar; Il (++)
moderadamente aderente, bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro; Il (+) fracamente aderente,
bactérias formando um anel na interface entre 0 meio de cultura e o ar; e IV (-) ndo aderente, auséncia
de bactérias aderidas.

Fonte: A autora, 2021.

4.6 Aderéncia e producdo de biofilme no poliestireno na auséncia e presenca de oxacilina

e/ou vancomicina

Os resultados da capacidade de aderéncia producdo de biofilme na superficie do
poliestireno das 19 amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de fomites, estdo demonstradas
no Quadro 9.

As nove amostras identificadas como S. capitis foram capazes de produzir biofilme tanto
na auséncia, quanto na presenca de oxacilina e vancomicina, porém em intensidades variadas.
Na auséncia de antimicrobianos, trés amostras (34%) foram classificadas como fortemente

aderentes (+++), quatro amostras (45%) como moderadamente aderentes (++) e duas amostras
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(21%) como fracamente aderentes (+). As trés amostras de S. capitis identificadas como
fortemente aderentes ao poliestireno também foram produtoras de slime e independentes da
presenca do gene mecA (SC-01/MDR-03; SC-03/MDR-09; SC-04/MDR-07).

Os resultados também demonstraram que na presenca de oxacilina, a Unica amostra (SC-
01/MDR-03; slime-positiva) foi classificada como fortemente produtora de biofilme no
poliestireno, porém mecA-negativa. Das demais amostras de S. capitis (n=8) que produziram
biofilme na presenca de oxacilina: quatro amostras (45%) foram moderadamente aderentes e
quatro amostras (45%) foram fracamente aderentes, sendo a maioria mecA-negativa (n=6) e
slime positiva.

Interessantemente, uma amostra de S. capitis foi caracterizada como fortemente
produtora de biofilme no poliestireno na presenca de vancomicina (SC-02/MDR-03; slime-
positiva e mecA-positiva). Adicionalmente, foi observado um aumento da producéo de biofilme
de duas amostras na presenca de vancomicina, SC-02 e a amostra que nao expressou perfil de
multirresisténcia, SC-11 (MDS-01; mecA-negativa; slime-positiva). Trés (33.4%) amostras se
apresentaram fracamente aderentes na presenca de vancomicina. Vale ressaltar que a amostra
S. capitis, SC-03, isolada de fomite, expressou perfil MDR, sendo vancomicina-intermediario
e foi capaz de produzir biofilme na presenca dos antimicrobianos (oxacilina e vancomicina) na
mesma intensidade.

Os resultados apresentados no Quadro 9 demonstraram que as dez amostras isoladas de
fémites e identificadas como S. hominis foram capazes de produzir biofilme na superficie
hidrofdbica de poliestireno em intensidades variadas, independente da presenca do gene mecA,
producdo de slime e expressdo de perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. Todas
as amostras de S. hominis testadas também foram capazes de produzir biofilme na superficie de
poliestireno na presenca de oxacilina e vancomicina, porém em intensidades variadas.

A semelhanca do observado para S. capitis foi identificada uma amostra de S. hominis
com perfil de susceptibilidade vancomicina-intermediario e com habilidade de produzir
biofilme em poliestireno na mesma intensidade na presencga de oxacilina e vancomicina (SHo-
07/MDS-03, slime-positiva; mecA-positiva). Adicionalmente, foi observada producdo de
biofilme na presenca de ambos os antimicrobianos por trés amostras com perfis MDS (SHo-07,
SHo0-09 e SHo-10). No total de amostras produtoras de biofilme, foram identificadas, seis como
mecA-negativas e/ou trés slime negativas. Duas amostras vancomicina-sensiveis foram capazes
de produzir maior quantidade de biofilme no poliestireno na presenca deste antimicrobiano
(SHo-18/MDR-04; SHo-19/MDR-02).
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Quadro 9 - Aderéncia e producdo de biofilme em superficie abidtica do poliestireno na auséncia
e na presenca de oxacilina e vancomicina de amostras de Staphylococcus hominis

e Staphylococcus capitis isolados de fomites

Slime Biofilme no poliestireno
e oA Fomites Ve';/l””?:')ho Aa%e\rffgrct;a sem. g |l|<;| g |l|<;| r(r?ee:;
do Congo Antibidtico OXA VA
SC-01 MDR-03  Placa eletrocautério + I (++4) +++ e _
SC-03 MDR-09 Placa eletrocautério + I (+++) +++ ++ ++ +
SC-04 MDR-07  Placa eletrocautério + I (+++) +++ ++ ++ +
SC-02 MDR-03  Placa eletrocautério + I (++4) ++ ++ +
SC-16 MDR-03  Esfigmomandmetro + | (+++) + ++ + i
SC-12 MDR-10  Maca transporte + | (+++) it + + )
SC-14 ~ MDR-10  Mesa auxiliar - | (+++) ++ + it )
SC-11 MDS-01  Mesa auxiliar + | (+++) + + it )
SC-13 MDR-08  Mesa auxiliar - | (+++) + + n )
SHo-05 MDR-11  Maca transporte - | (+++) — " o "
SHo-06 MDR-04  Maca transporte + | (+++) it -+ . N
SHo-07 MDS-03  Maca transporte + | (+++) o+ -+ ++ N
SHo-08  MDR-05 Esfigmoman6metro + | (+++) ++ + ++ )
SHo-15 MDR-06  Maca transporte - | (+++) o+ -+ ++ )
SHo-19 MDR-02 Esfigmomanémetro + | (++4) ++ ++  +++ -
SHo-18  MDR-04  Esfigmoman6metro + I (+++) ++ + +++ -
SHo-09 MDS-02  Maca transporte - | (+++) o+ + + )
SHo-17  MDR-01  Esfigmomandmetro + I (+++) + ++ ++ -
SHo-10  MDS-05  Duto refrigeragdo + | (+++) + + ++ +

Legenda: Staphylococcus capitis(SC); Staphylococcus hominis (SHo); perfil de resisténcia (PRA); multirresistente
(MDRY); nao-multirresistente (MDS); oxacilina(OXA); vancomicina (VA); positivo (+); negativo (-);
aderéncia ao vidro: | (+++) fortemente aderente, bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na
interface entre 0 meio de cultura e o ar; poliestireno: (+++), fortemente aderente; (++), moderadamente
aderente; (+), fracamente aderente; (-), ndo aderente.

Fonte: A autora, 2021.

4.7 Avalicdo quantitativa de aderéncia e producao de biofilme em superficie de metal de

implante ortopédico (aco-cirdargico)

De acordo com a Figura 5 e Quadro 10, os resultados revelaram que, todas as cepas
estudadas foram capazes de produzir biofilme sobre a superficie de ago cirdrgico, em
intensidades variaveis, ocorrendo um aumento expressivo na presenca de oxacilina.

Interessantemente, a cepa S. capitis SC-03/MDR-09 isolada da sala de cirurgia
ortopédica 05 e a cepa S. hominis SHo-07/MDS-03 isolada de maca, que circula por toda a
unidade hospitalar, demonstraram maior capacidade de producéo de biofilme em superficie de
metal utilizado em implantes ortopédicos ap0s 24 h na presenca de oxacilina, a semelhanca da
cepa S. epidemidis ATCC 35984 utilizada como controle positivo. As demais cepas de S. capitis
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e S. hominis (SC-02/MDR-03, SHo-06/MDR-04 e SC-13/MDR-08) apresentaram menor
habilidade de producdo de biofilme. Finalmente, em contraste ao observado para as cepas S.
capitis SC-02 (MDR-03; mecA-positiva) e SC-03 (MDR-09; mecA-positiva), a cepa de SC-01
(MDR-03; mecA-negativa), embora tenha sido isolada da sala 05 de cirurgia ortopédica exibiu

a menor capacidade de producéo de biofilme do grupo na superficie de aco.

Figura 5 - Capacidade de producdo de biofilme de cepas de S. capitis e S.
hominis, sobre a superficie de ago, na auséncia e presenca de

antimicrobiano no periodo de 24 horas.
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Fonte: A autora, 2021.
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Quadro 10 - Avalicdo quantitativa da aderéncia e producdo de biofilme em
superficie de ago cirurgico na auséncia e presenca de oxacilina de

amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis

Gene mecA/ Controle Oxacilina
Oxacilina ... Desvio i Desvio
Staphylococcus
epidermidis (controle) +/R 0,917 +0,204 15,833 +1,835
SC-01 (MDR-03) -/R 1,417 40,223 2,000 +1,265
SC-02 (MDR-03) +/R 2,517 +0,426 6,000 +1,414
SC-03 (MDR-09/ +/R 1133 +0,197 29167 +3,061
Vanco-I)

SHo-06 (MDR-04) +/R 2,017 +0,546 9,333 +1,033

SHo-07 (MDS-03/
Vanco-I) +/R 0,450 +0,164 34,167 +2,317
SC-13 (MDR-08) -IR 0,683 +0,160 4,000 +0,632

Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); multirresistente
(MDR); ndo-multirresistente (MDS); positivo (+); negativo (-);resistente (R).
Fonte: A autora, 2021.

4.8 Anélise de producdo de biofilme em superficie de metal de implante ortopédico (ago-

cirargico) por ensaios de Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Os resultados das analises por MEV da producdo de biofilme na auséncia e presenca
dos antimicrobianos oxacilina e vancomicina realizados com as duas espécies S. capitis e S.
hominis (SC-03 e SHo-07), foram demonstrados na Figura 6 e no Quadro 11.

Ambas as amostras vancomicina-intermediario, S. capitis SC-03/MDR-09 e a amostra
S. hominis SHo-07/MDS-03, apresentaram aumento de auto agregacdo e de producdo de
biofilme, na presenga de oxacilina. Interessantemente, estas mesmas caracteristica foram
observadas na presenga de vancomicina para as duas amostras. Entretanto, a amostra SHo-
07/MDS-03 apresentou maior capacidade de producdo de biofilme na presenca de vancomicina.

Nas fotomicrografias foi observada a presenca de slime em biofilmes formados tanto
pela amostra vancomicina-intermediario S. capitis SC-03/MDR-09, quanto a amostra S.
hominis SHo-07/MDS-03. Foi detectado uma maior quantidade de slime (fenotipicamente) em
biofilmes produzidos pelas amostras SC-03/MDR-09 e SHo-07/MDS-03 na presenca de ambos

0s agentes antimicrobianos (oxacilina e vancomicina). Vale apena ressaltar que a amostra SHo-
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07/MDS-03 além de apresentar maior capacidade de producdo de biofilme na presenca de

vancomicina também produziu grande quantidade de slime.
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Quadro 11 - Andlise de producéo de slime/biofilme e auto-agregacao em superficie de metal (aco-cirdrgico) por ensaios de Microscopia eletronica

de varredura (MEV) na auséncia e presenca de oxacilina e vancomicina de amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus

hominis
Controle Oxa Producéo de biofilme em aco (MEV)
Amostras Localizacdo Gene mecA / Oxa Slime
Média Média Sem antimicrobianos OXA VA
SC-03 (MDR Sala Biofilme + Biofilme ++ Biofilme +++
og_/v (MDR- ortopédica +/R 1,133 29,167 (~25x) + AA+ AA ++ AA +++
anco-1) . . .
05 slime + slime + slime +++
Biofilme + Biofilme ++ Biofilme +++
Sho-07 (MDS- Maca +IR 0450 34,167 (~76x)  + AA++ AA +++ AA +++
anco-1) - - .
slime ++ slime + slime +++
Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis(SHo); resistente(R); intermediario (1); multirresistente; ndo-multirresistente (MDS); positivo (+);
autoagregativa (AA).

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 6 - Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da superficie do aco em interacao
com: (A, B e C) amostra SC-03/MDR-09 - Staphylococcus capitis sem
antimicrobianos, na presengca de oxacilina e na presenga de vancomicina,
respectivamente e, (D, E e F) amostra SHo-07/MDS-03 — Staphylococcus
hominis sem antimicrobianos, na presenca de oxacilina e na presenca de

vancomicina, respectivamente.
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Fonte: A autora, 2021.

4.9 Anélise de producao de biofilme em superficie de bioimplantes de pericardio bovino

Os resultados das anélises demonstradas por MEV da produgdo de biofilme na
superficie de bioimplantes (patches) de pericardio bovino realizados com as duas espécies S.
capitis e S. hominis (SC-03/MDR-09 e SHo-07/MDS-03) foram apresentados na Figura 7. As
duas cepas analisadas apresentaram células bacterianas sésseis capazes de aderir as fibras de
colagenos localizados na superficie e mais internamente do biomaterial.

A producéo biofilme maduro (24h) em bioimplantes (patches) de pericardio bovino foi
observado tanto para a amostra S. capitis SC-03/MDR-09, quanto para a amostra S. hominis
SHo0-07/MDS-03 em diferentes intensidades. A cepa S. hominis, SHo-07 (UFC 9,3 x108ml)
apresentou maior capacidade de producdo de biofilme do que a cepa de S. capitis, SC-03 (UFC
1,3 x 108ml).



Figura 7 - Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie interna do pericardio
bovino em interacdo com: (A, B) superficie do pericardio bovino esteéril (controle
negativo), (C, D) amostra SC-03/MDR-09 — Staphylococcus capitis isolado de
placa eletrocautério e, (E, F) amostra SHo-07/MDS-03 — Staphylococcus

hominis isolado de maca de transporte.
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Fonte: A autora, 2021.
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4.10 Presenca de genes relacionados com a producéo de biofilme

Os dados obtidos pelos ensaios de PCR para deteccao da presenca de genes relacionados
com a producédo de biofilme, foram apresentados no Quadro 12: gene icaA, que codifica a
producdo de adesina polissacaridica intercelular; gene fbp, relacionado a proteina ligadora de
fibrinogénio; gene atl, relacionado a producgéo de autolisina de parede celular; e gene aap, que
exerce atividade de adesina intercelular.

Das dez amostras identificadas como S. hominis, quatro (40%) amostras apresentaram
todos os genes estudados. Interessantemente, trés amostras foram classificadas com perfil
MDS, incluindo a amostra SHo-07/MDS-03 que apresentou perfil de susceptibilidade
intermediaria @ vancomicina. Adicionalmente, foi observado que as quatro amostras foram
slime positivas e apresentaram habilidade de producdo de biofilme em intensidades variadas e
em superficies diversas, inclusive em biomaterial.

Apesar das dez amostras de S. hominis expressarem a habilidade de produgdo de
biofilme em intensidades variadas em superficies abidticas diversas e em bioimplante de
pericardio bovino, apenas sete amostras foram produtoras slime e positivas para o gene icaA.
Entretanto, foi observado a produgdo de biofilme e de s/ime para algumas amostras de S.
hominis independentes do gene icaA (SHo-18/MDR-04 ¢ SHo-19/MDR-02). Uma amostra S.
hominis slime-positiva (SHo-08/MDR-04) apresentou os genes icaA e aap, enquanto duas
amostras slime-positivas (SHo-18/MDR-04 ¢ SHo-19/MDR-02) apresentaram apenas o gene
fbp, € a amostra SHo-09/MDS-02 s/ime-negativa apresentou apenas o gene atl.

A andlise das nove amostras de S. capitis demonstrou a presenca de todos os genes
estudados para cinco (55.5%) amostras produtoras de biofilme em intensidades variadas e em
superficies diversas e slime-positivas: quatro amostras (SC-01/MDR-03, SC-02/MDR-03, SC-
12/MDR-10 e SC-16/MDR-03) classificadas com perfil MDR e uma com perfil MDS (SC-
11/MDS-01). Destaca-se apenas uma amostra de S. capitis (SC-03/MDR-09/Vanco-I; slime-
positiva), foi negativa para todos os genes estudados.

Em contraste, para a maioria das amostras (n=07; 77.7%) de S. capitis foi observada a
presenca do gene icaA, independente da producgéo de slime ou de producéo de biofilme.

Interessantemente, duas amostras (SC-13/MDR-08 e SC-14/MDR-10) ndo produtoras
de slime foram icaA positivas e variaram inversamente quanto a presenca dos genes fbp e atl.
Duas amostras de S. capitis ndo apresentaram o gene aap, sendo elas: SC-04/MDR-07; slime-
positiva e SC-14/MDR-10; slime-negativa.
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A analise comparativa entre as duas espécies de S. capitis (SC-03/MDR-09) e S. hominis
(SHo-07/MDS-03), demontraram que ambas sdo produtoras de biofilme em intensidade
variadas e slime-positivas com perfil de susceptibilidade intermediario & vancomicina. Ressalta-
se que a amostra de S. capitis ndo apresentou nenhum dos genes estudados. Entretanto, a
amostra de S. hominis (SHo-07/MDS-03) apresentou maior capacidade autoagregativa nas
fibras de colageno na superficie biotica do bioimplante de pericardio bovino, o que pode estar
associado com a interagdo com o fibrinogénio que é facilitada pela proteina ligadora do
fibrinogénio, codificada pelo gene fbp.

Quadro 12 - Deteccdo de genes relacionados a producdo de biofilme, icaA, aap, fbp e atl
em amostras de Staphylococcus hominis e Staphylococcus capitis isoladas de

fomites
Slime
Amostras PRA Fomites Ve'?"nf;‘l’ho icAA  aap fbp atl
do Congo

SHo-10 MDS-05 Duto refrigeracéo + + + + +
SHo-06 MDS-04 Maca + + + + +
SHo-07 MDS-03 Maca + + + + +
SHo-17 MDR-01  Esfigmomandmetro + + + + +
SHo-08 MDR-05  Esfigmomandmetro + + + - -
SHo-18 MDR-04  Esfigmomandmetro + - - + -
SHo-19 MDR-02  Esfigmomandmetro + - - + -
SHo-05 MDR-11 Maca - + + + -
SHo-15 MDR-06 Maca - + + + +
SHo-09 MDS-02 Maca - - - - +
SC-16 MDR-03  Esfigmomandmetro + + + + +
SC-12 MDR-10 Maca + + + + +
SC-01 MDR-03  Placa eletrocautério + + + + +
SC-02 MDR-03 Placa eletrocautério + + + + +
SC-03 MDR-09  Placa eletrocautério + - - - -
SC-04 MDR-07 Placa eletrocautério + - - + +
SC-11 MDS-01 Mesa auxiliar + + + + +
SC-13 MDR-08 Mesa auxiliar - + + - -
SC-14 MDR-10 Mesa auxiliar - + - + +

Legenda: Staphylococcus capitis (SC); Staphylococcus hominis (SHo); perfil de resisténcia(PRA);
multirresistente (MDR); ndo-multirresistente (MDS); positivo (+); negativo (-).
Fonte: A autora, 2021.
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4.11 Potencial de viruléncia de S. capitis e S. hominis empregando Caenorhabdetis elegans
como modelo de infecgcdo

Os resultados dos ensaios de infeccdo em C. elegans com amostras de S. capitis e S.
hominis isoladas de fomites do centro cirdrgico estdo apresentados na Figura 8. Trés amostras
apresentaram biotipos semelhantes, estas foram submetidas ao processo de infeccdo de
nematodeos: SHo-7/MDS-03, SHo-17/MDR-01 e SC-16/MDR-03. Todas as amostras
diferiram da cepa controle OP50 com valores de p<0,0001, revelando sua patogenicidade para
o modelo nematddeo. As curvas de sobrevivéncia obtidas para as cepas SHo-7/MDS-03 e SC-
16/MDR-03 néo diferiram entre si (p=0,281). A cepa SHo-17/MDR-01 foi a de efeito letal mais
precoce e apresentou os menores valores de sobrevivéncia até o terceiro dia de observagdo
(p=0,046 e p=0,0036, respectivamente frente a SHo-7/MDS-03 e SC-16/MDR-03). Contudo,
ao final dos cinco dias de observacdo nao houve diferenca significativa entre o nimero total de
Obitos induzidos pelas cepas estudadas. Em longo prazo a cepa SC-16/MDR-03 promoveu a

mortalidade dos nematédeos com maior intensidade que as demais.

Figura 8 - Sobrevivéncia de C. elegans apds cinco dias de infeccdo
frente a trés amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de

fémites do centro cirargico.
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Fonte: A autora, 2021.
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5 DISCUSSAO

Nas ultimas décadas, diversas espécies de SCN tém sido reportadas como agentes
etiologicos de infeccBes nosocomiais, demonstrando um aumento no ndmero de casos de IRAS
associados a esse grupo de patdgenos, sendo considerados um dos principais agentes de quadros
de sepse em pacientes imunocomprometidos e portadores de dispositivos hospitalares
implantaveis de longa permanéncia, incluindo cateteres venosos centrais e periféricos, proteses
ortopédicas, valvulas cardiacas artificiais, além de outros processos infecciosos relacionados
com a formacdo de biofilme em biomateriais (SUED et al., 2017; TEVELL et. al., 2020).
Entretanto, estudos adicionais permanecem necessarios para investigar quadros de infeccoes
nosocomiais em pacientes de diferentes faixas etarias causadas pelas espécies S. capitis e S.
hominis capazes de expressar perfis MDR em paises industrializados e principalmente em
paises em desenvolvimento, incluindo a América do Sul, onde poucos estudos sdo realizados.
Adicionalmente, devem ser investigados mecanismos de viruléncia, resisténcia aos agentes
antimicrobianos e transmissao e disseminacao desses patdgenos no ambiente hospitalar. Deste
modo, no presente estudo foi demonstrada a presenca de amostras de S. capitis e S. hominis em
diferentes superficies de salas cirurgicas de um hospital de grande porte de atendimento de
urgéncias e emergéncias, situado na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Interessantemente,
foram isoladas amostras de S. capitis e S. hominis de diferentes tipos de fomites no ambiente
hospitalar. A maioria das amostras de ambas as espécies apresentou perfil MDR, além de
expressar a habilidade de formacao de biofilme em superficies abidticas e de biomateriais.
Adicionalmente, outros patdgenos de relevancia clinica foram detectados em superficies
diversas dos fomites das salas cirargicas, incluindo o género Staphylococcus spp. como mais
prevalente; Staphylococcus haemolyticus foi a terceira espécie mais encontrada em
esfigmomandmetro, placa de eletrocautério, mesa auxiliar e macaneta. Na mesa auxiliar da sala
09, foi isolado Staphylococcus aureus. Staphylococcus pseudintermedius, considerado o
principal agente etiologico de infecgdes cutaneas em cées (piodermites caninas), foi isolado no
duto de refrigeragdo.

Em 1971, Lowbury et al., relataram o primeiro caso de contaminagéo de dispositivos
hospitalares, enquanto em 1975, Andrew et al., descreveram o primeiro caso relacionado
diretamente a fomites hospitalares. Na literatura, foram investigadas contaminacdes de fomites
de diversas origens, principalmente por S. aureus. Recentemente foi documentado o

envolvimento de S. haemolyticus em contaminacéo de fomites de origem hospitalar (SUED et
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al.,2017). Mesquita et al., (2018) ressaltaram que apesar da elevada prevaléncia de
contaminacdo em fomites com bactérias do género Staphylococcus spp., as maos podem atuar
como fonte de contaminagdo e transmissao cruzada desses patdgenos. S. capitis é encontrado
principalmente na cabega e bragos (20%), orelhas, testa e ocasionalmente pernas (TEVELL et
al., 2017). S. hominis, a terceira espécie mais frequentemente isolada de pacientes com
infeccdes nosocomiais, pode ser encontrada em bracos, axilas e virilha (BOUCHAMI et al.,
2011).

Patdgenos nosocomiais podem permanecer viaveis ou persistirem em superficies
abidticas e bioticas por varios meses e, portanto, foram descritos como fontes continuas de
transmissdo cruzada a partir de pacientes ou trabalhadores da area de saude. Eliminacdo das
fontes e transmissdo dos patdégenos nosocomiais continuam sendo um desafio em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) e salas cirurgicas, principalmente em paises em desenvolvimento.
Portanto, procedimentos de biosseguranca e de limpeza incompletos, ou inadequados do
ambiente e dos equipamentos facilitam a transmissdo de bactérias de um paciente para outro
nas unidades hospitalar (KIM et al., 2012; ZARGARAN et al., 2015).

Em estudo previamente realizado no continente africano (Nigéria), 28,3% dos fomites
isolados de sala cirurgica foram identificados como SCN, incluindo instrumental cirdrgico,
superficie de pia e de carro de anestesia (NWANKWO, 2012). Na regido nordeste do Brasil,
recentemente foi realizado um estudo de avaliagdo microbioldgica das superficies dos
equipamentos do bloco cirdrgico de um hospital universitario. Surpreendentemente, 69,6% das
superficies diversas dos fomites avaliados foram caracterizados como SCN: bracadeiras, mesas
cirdrgicas, oximetros, monitor multiparametros, foco de luz, carrinho de anestesia (SANTOS
et al., 2020). Foram reportados contaminacdo por S. aureus e SCN de torniquetes ortopédicos,
e por S. epidermidis de instrumentos utilizados para laparoscopia (BRENNAN et al., 2009;
SAITO et al., 2014). Um elevado nivel de contaminagdo por S. aureus e S. haemolyticus foi
documentado em cassetes de raio-X (51,4%) (KIM et al., 2012). Amostras de S. haemolyticus
também foram isoladas de fémites (esfigmomandmetros e termdmetros) em unidade hospitalar
(HUPE/UERJ) da cidade do Rio de Janeiro (SUED et al., 2017).

Na literatura disponivel, foram encontrados apenas dois estudos que relataram a
presenca de S. capitis e S. hominis em fémites de ambientes hospitalares. Na Suécia, amostras
de S. capitis expressando perfis MDR foram isoladas do ar de salas de cirurgia (MANSSON et
al., 2015). Por outro lado, no Brasil foram identificadas apenas amostras de S. hominis (7,69%)
tambem com perfis MDR presentes em superficies de camas de UTI de um hospital localizado

em Pernambuco (ALMEIDA et al.,, 2017). Deste modo, os dados do nosso estudo,
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demontraram a presenca de S. capitis e S. hominis expressando perfis MDR, presente em
fomites de ambiente hospitalar na regido metropolitana do Rio de Janeiro, ressaltando a
necessidade de vigilancia epidemioldgica no Brasil e no mundo. Adicionalmente, os resultados
ressaltaram a viabilidade dos patégenos em fomites diversos em condigbes de estresse
ambiental, incluindo a capacidade de sobrevivéncia a acdo dos agentes antimicrobianos
utilizados nas terapias, ou em processos de assepsia e higienizacdo e aléem de outros. Em
ambientes hospitalares, superficies abidticas, como os colchdes cirirgicos, podem se apresentar
como um significativo reservatério de patdgenos e por conseguinte, aumentar o risco do
surgimento das ISC (LOURENZO et al., 2020).

Em nosso estudo, foram isoladas das superficies de fémites e de dutos de ar do centro
cirdrgico, um maior percentual de amostras de bactérias Gram-positivas, incluindo as amostras
pertencentes ao grupo SCN.

Embora, amostras de patdgenos Gram-negativos tenham sido isoladas em menor
guantidade, espécies que podem causar infeccdes nosocomiais também foram isolados dos
dutos de ar. K. pneumoniae foi isolada de duto de refrigeracdo de sala de cirurgias ortopédicas.
K. pneumoniae pode sobreviver por muito tempo na pele e em ambientes secos, como
superficies hospitalares. Este fato pode contribuir para o numero crescente de surtos
hospitalares causados por K. pneumoniae expressando perfis MDR (SIVA et al., 2019). Estudos
anteriores foi observado que 40%, 53%, 80% e 60% das amostras provenientes de ar-
condicionado, bancada de marmore, mesa cirtrgica e mesa de medicamentos, respectivamente,
apresentaram 0 grupo Staphylococcus spp., corroborando com os dados nosso estudo
(BARDAQUIM, 2012; DRESCH et al., 2018). Deste modo, esses patdgenos, incluindo S.
capitis e S. hominis podem disseminar pelo ambiente hospitalar, contaminando os dispositivos
hospitalares e ocasionando infeccdes em sitios cirdrgicos. A contaminacdo de superficies no
ambiente hospitalar pode contribuir para a incidéncia de infeccdes hospitalares através da
contaminacgdo cruzada por parte dos profissionais da saude dos diferentes setores das unidades
hospitalares.

Até pouco tempo atrés, muitos laboratorios clinicos ndo realizavam a identificagéo dos
SCN até o nivel de espécie, porém, devido ao crescente envolvimento com sepse, especialmente
em neonatos, individuos imunocomprometidos e pacientes com a utilizacdo de cateteres e
préteses, essa conduta foi alterada (PEREIRA, 2018; SANTOS et al., 2020). A correta
identificacdo dos SCN a nivel de espécie juntamente com a determinacdo de seu perfil de
sensibilidade tem se tornado importante nos laboratorios de bacteriologia atualmente, uma vez

que, algumas espécies possuem potencial patogénico reconhecido especialmente em isolados
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nosocomiais (LAYER, 2006). Atualmente, esses micro-organismos ndo podem ser mais
negligenciados e descartados quando isolados de quadros de coinfeccdo ou de fomites,
principalmente quando expressando perfis MDR, conforme ainda ocorre em muitas unidades
de servigos de saude, principalmente em paises em desenvolvimento.

Atualmente, ensaios de MALDI-TOF tém sido utilizados como metodologia confiavel
para identificacao de diversos micro-organismos, incluindo espécies de SCN. Em nosso estudo,
um dos métodos de identificacdo utilizado também foi a técnica de MALDI-TOF, dentre as 48
amostras caracterizadas como SCN, foram identificadas 10 amostras de S. hominis e 09
amostras de S. capitis (score > 2,000). A semelhanca do observado por outros pesquisadores 0s
trabalhos demonstraram que o0 MALDI-TOF forneceu resultados rapidos e fidedignos para a
identificacdo de SCN (EHLERSSON et al., 2017; HARRIS et al., 2010; SCHUSTER et al.,
2018; TREVISOLI et al., 2018).

A emergéncia e disseminacdo da resisténcia aos agentes antimicrobianos é considerado
um problema de salde publica mundial. O presente estudo demonstrou que a maioria das
amostras de S. capitis (89%; n=8) e S. hominis (60%; n=6) isoladas de fomites expressou perfis
MDR, podendo atuar como via de transmissdo de infec¢es nosocomiais, além de favorecer a
transferéncia de genes de resisténcia no ambiente hospitalar. Todas as amostras de S. hominis
e de S. capitis isoladas de fomites foram oxacilina-resistentes. Interessantemente, as amostras
S. hominis (SHo-07) e S. capitis (SC-03) apresentaram nivel intermediario a vancomicina. Em
estudo reportado recentemente, amostras de S. capitis isoladas de implantes médicos
apresentaram resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, incluindo suscetibilidade
intermediaria a vancomicina (TEVELL et al., 2020). Outros estudos, descrevem que 94% e
100% das amostras identificadas como S. hominis e S. capitis isoladas de hemocultura foram
multirresistentes (BOUCHAMI et al., 2011; RASIGADE et al., 2012; SOROUSH et al.,
2017). Pereira et al., (2014) afirmaram que a grande parte das infeccdes por SCN adquirida
dentro dos hospitais é causada por cepas com resisténcia a multiplos antimicrobianos, como a
gentamicina, trimetropim, eritromicina, cloranfenicol e meticilina, o que reflete provavelmente,
a pressao seletiva do uso indiscriminado de antimicrobianos no ambiente hospitalar. A
resisténcia multipla aos antimicrobianos tem aumentado dentre os SCN, os resistentes a
meticilina sdo encontrados em todo 0 mundo, e estdo associados ao aumento da morbidade e
mortalidade (BERGLUND; SODERQUIST, 2008; MARTINEZ-MELENDEZ et al., 2016).
Contudo, Ehlersson e et al., (2017) descrevem que apenas 44% de suas amostras S. capitis

foram multirresistentes.
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O fenémeno da resisténcia a antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos € conhecido a
mais de 50 anos. Cerca de um ano apos a introducéo de compostos semi-sintéticos da penicilina,
foi relatada, no Reino Unido, a primeira cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Essa
resisténcia é devida principalmente a proteina PBP2a, codificada pelo gene mecA, que é
altamente conservado em cepas de Staphylococcus, e, portanto, € Gtil como marcador de
resisténcia a oxacilina (MONECKE et al., 2012).

Mediante aos nossos resultados, podemos inferir que possivelmente a resisténcia
fenotipica apresentada por isolados de S. hominis e S. capitis positivos para 0 gene mecA esta
associada a producao de PBPs modificadas, implicando a inibicdo de transpeptidases devido a
presenca do antimicrobiano, alterando assim a producao da parede celular bacteriana. No estudo
desenvolvido por Goldstein et al., (2007), a oxacilina ndo interferiu na expressdo do gene mecA
nos trés isolados S. aureus resistentes que foram analisados, demonstrando a expressao deste
gene e do seu produto, a PBP2a.

No estudo de Soroush et al., (2017) das 256 cepas de SCN, 19 (7,4%) eram S.
hominis; 16 (84,2%) dos quais eram resistentes a oxacilina e continham mecA. Esses 16
isolados resistente a oxacilina foram obtidos de hemoculturas nas seguintes enfermarias:
emergéncia (5), oncologia (2), oftalmologia (2), unidade de terapia intensiva neonatal - UTIN
(2), nefrologia (1), infeccdo (1) e desconhecido (1). Todos os isolados foram suscetiveis a
linezolida e rifampicina e apresentaram suscetibilidade intermediaria a vancomicina. Em nosso
estudo, das 10 cepas de S. hominis e 9 de S. capitis, isoladas de fomites do centro cirdrgico,
100% foram resistentes a oxacilina, sendo que 30% das cepas de S. hominis e 33% de S. capitis
continham mecA. Até o presente momento ndo foi encontrado na literatura disponivel trabalhos
publicados que relatassem a presenca do gene mecA de S. capitis e S. hominis, independente da
origem das amostras, exceto em tese de doutorado que descreveu apenas uma amostra clinica
de S. capitis oxacilina sensivel apresentando o gene mecA (TEIXEIRA, 2009). Portanto,
estudos adicionais relacionados a resisténcia aos B-lactamicos referentes aos SCN serdo
realizados futuramente pelo nosso grupo de pesquisa.

Alguns pesquisadores da area biomédica ressaltam a importancia do Laboratdrio Clinico
de identificar cepas de SCN oxacilina-sensiveis e oxacilina-resistentes para evitar o uso
desnecessario da vancomicina nos hospitais, ja que o tratamento de escolha para as infeccdes
causadas pelos SCN oxacilina-resistente, com frequéncia é a vancomicina. O uso elevado de
glicopeptideos e finalmente a emergéncia de cepas de S. aureus com resisténcia intermediaria
(Staphylococcus aureus intermediario a vancomicina - VISA) ou resistentes (VRSA) a

vancomicina fez com que ocorresse um aumento da incidéncia de infecgOes bacterianas
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causadas por Staphylococcus multirresistentes (MRS), assim reduziram o numero de opcdes
terapéuticas e novos agentes antiestafilocdcicos, tais como linezolida e tigeciclina, foram
introduzidos para o tratamento dessas infecgdes. A recomendacdo € reduzir o uso
indiscriminado destes antimicrobianos, pois a alta porcentagem do VRSA contribui na terapia
antimicrobiana inadequada (DABUL; CAMARGO 2014; HIRAMATSU, 1998;
OLUFUNMISO et al., 2017; OTTO, 2013; SIEVERT et al., 2002).

S. capitis, geralmente considerada uma espécie pouco virulenta tem sido relatada como
causa de sepse hospitalar de inicio tardio nas unidades de terapia intensiva neonatal. Os dados
publicados destacam a endemicidade mundial de um unico clone de S. capitis, denominado
NRCS-A, que expressa perfil de resisténcia a maltiplas drogas, também capaz de se adaptar sob
presséo seletiva de vancomicina. O ambiente da UTI neonatal, e especialmente as incubadoras,
constituem reservatorio de S. capitis NRCS-A que podem disseminar no ambiente hospitalar
(LAURENT; BUTIN, 2019). Deste modo, caso um paciente recém-nascido e internado em UTI
neonatal tenha necessidade de intervencao cirirgica podera correr o risco de contaminacéo por
intermedio de fomites, incluindo a incubadora.

Estudos prévios, demonstraram que todas as amostras de S. haemolyticus isolados de
fémites analisadas, foram oxacilina-resistentes e vancomicina-sensiveis (SUED et al., 2017).
Amostras de S. hominis isoladas de hemoculturas foram oxacilina-resistentes, porém, 6, 25 %
vancomicina-resistentes (SOROUSH et al., 2017). Amostras de S. hominis (n=15) e S. capitis
(n=1) isoladas de cateteres mostraram-se, 81,5% oxacilina-resistentes e 100% sensiveis a
vancomicina (OCAL et al., 2017). Interessantemente, as amostras de S. hominis e de S. capitis
isoladas de fomites na presente investigacdo apresentaram resultados complementares aos
observados pelos demais autores, uma vez que todas as amostras testadas foram oxacilina-
resistentes e variaram quanto a susceptibilidade a vancomicina.

Um infortnio em pacientes sob uso prolongado de dispositivos médicos implantaveis
sdo as ocorréncias de infecgfes causadas por patdgenos formadores de biofilme, sobretudo
guando expressam resisténcia aos agentes antimicrobianos. Nesse contexto, biofilmes sdo
comunidades de micro-organismos capazes de aderir em superficies bidticas e abioticas,
embebidos ou ndo em matriz de 4gua e exopolissacarideos conhecidos como slime, tais como
dispositivos hospitalares ou biomateriais (DONLAN; COSTERTON, 2002; LASA et al., 2005;
VUONG; OTTO, 2002).

Os ensaios de producdo de slime em meio Agar vermelho do Congo (CRA) s&o
respaldados na subcultura das cepas bacterianas em BHI Agar, adicionando sacarose e o corante

vermelho do Congo. Este método é capaz de detectar a producdo de slime de natureza
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polissacaridica, através da analise visual da cor das col6nias, que variam de vermelho para cepas
ndo produtoras de slime e preto para cepas produtoras de slime (KAISER et al., 2013). Diversos
estudos demonstraram que SCN foram capazes de produzir substancias extracelulares de
natureza polissacaridica em superficies abidticas, incluindo biomateriais, promovendo
aderéncia e a formacdo do biofilme (VEENSTRA et al., 1996; VUONG; OTTO, 2002). A
producdo de slime pode reduzir a eficacia da antibioticoterapia por ser capaz de reduzir taxa de
crescimento dos SCN presentes no biofilme formado, os quais entram na fase estacionéria de
crescimento, provavelmente por causa da penetracao incompleta de substratos metabdlicos, tais
como a glicose e 0 oxigénio (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Infecgbes associadas ao biofilme sdo notoriamente dificeis de erradicar devido a
natureza dos micro-organismos, que sdo capazes de resistir a acdo dos antimicrobianos e do
sistema imunoldgico do hospedeiro. Além disso, ha evidéncia limitada, porém crescente,
sugerindo que os biofilmes podem facilitar o aparecimento de resisténcia aos antimicrobianos.
Os Staphylococcus podem causar uma variedade de infeccdes que envolvam biofilme,
incluindo osteomielite, endocardite e as infecgdes associadas a dispositivos médicos (RYDER
etal., 2012).

Em nosso estudo, das nove amostras identificadas como S. capitis, uma amostra MDS
e seis amostras MDR foram produtoras de slime, tanto na auséncia de antimicrobianos quanto
na presenca de oxacilina e vancomicina. Das dez amostras identificadas como S. hominis, trés
amostras (30%) que apresentaram perfis MDS e quatro amostras que apresentaram perfis MDR
(50%) foram slime-positivas tanto na auséncia de antimicrobianos quanto na presenca de
oxacilina e vancomicina. Bernardi, Pizzolitto E. L., Pizzolitto, A. C. (2007) observaram que
dois isolados de S. hominis (7,4%) foram positivos para producédo de slime. Deste modo, nossos
dados demontraram que a maioria das amostras de ambas as espécies isoladas de fomites foi
capaz de produzir slime. Entretanto, tanto as amostras de S. capitis, quanto as de S. hominis
apresentaram diferencas quanto a capacidade de producéo de slime de natureza polissacaridica
observada em meio CRA, independente da expressdo dos perfis MDR e da presenca dos
antimicrobianos oxacilina e vancomicina. Os resultados do presente estudo séo relevantes, uma
vez que ndo foram observados na literatura dados relativos da avaliagdo da producdo de slime
de amostras isoladas de fomites, nem com amostras clinicas na presenca de oxacilina e/ou
vancomicina, com amostras de S. capitis e S. hominis. Interessantemente, foi observado em
nosso estudo que duas amostras MDR de S. capitis isoladas de mesa auxiliar e duas amostras
MDR de S. hominis isoladas de maca, slime-negativas, passaram a expressar slime na presenca

de vancomicina. Nenhuma teve a producéo de slime inibida na presenga dos antimicrobianos
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testados. Os dados sugerem que a presenca de oxacilina e/ou vancomicina no meio, pode agir
como um fator de estresse, de duas formas distintas: induzindo o micro-organismo a produzir
o slime para protecdo (gerando uma resisténcia ao antimicrobiano) ou agindo como um
estimulador producéo de slime, e consequente de formacao de biofilme. Nos ensaios de Sued
et al., (2017), foi observado que na presenca de doses sub-letais dos antimicrobianos, 72%
(n=18) as amostras de S. haemolyticus continuaram a produzir slime na presenca de oxacilina,
vancomicina, linezolida, moxifloxacina e teicoplanina.

Posteriomenente, nesse estudo, foi verificado que todas as amostras estudadas de S.
capitis e S. hominis isoladas de fomites de ambiente hospitalar foram capazes de aderir ao vidro
em intensidade variada, independente da producdo de slime. Interessantemente, e
alarmantemente, a maioria das amostras de S. capitis e S. hominis vancomicina sensiveis
manteve a capacidade de aderir e formar biofilme na superficie abiotica do vidro na presenca
de oxacilina e vancomicina, independente da producdo de matriz extracelular e do gene mecA,
porém em intensidades variadas.

Adicionalmente, todas as amostras de S. capitis e S. hominis foram capazes de formar
biofilme na superficie hidrofébica do poliestireno, tanto na auséncia de antimicrobianos, quanto
na presenca de oxacilina e vancomicina, porém em intensidades distintas, independente da
producdo de slime. As trés amostras de S. capitis identificadas como fortemente aderentes ao
poliestireno também foram produtoras de slime, e independentes da presenca do gene mecA.
Deste modo, foi observado um aumento da producao de biofilme de duas amostras na presenca
de vancomicina, incluindo a amostra que ndo expressou perfil de multirresisténcia (mecA-
negativa e slime-positiva). Na presenca dos antimicrobianos (oxacilina, vancomicina),
ressaltamos que a amostra S. capitis isolada de fomites, expressou perfil MDR, sendo
vancomicina-intermediario foi capaz de produzir biofilme na mesma intensidade, contudo
houve semelhanca no observado a amostra de S. hominis (MDS, slime positiva e mecA-
positiva). Adicionalmente, duas amostras de S. hominis (slime-positivas) isoladas de fomites,
sendo vancomicina sensiveis foram capazes de produzir maior quantidade de biofilme no
poliestireno na presenca deste antimicrobiano.

Estudos comparativos de amostras de S. haemolytticus isoladas de sangue de neonatos
e de adultos, com amostras isoladas de fémites demonstraram diferentes niveis de aderéncia e
de formacdo de biofilmes em superficies abidticas hidrofébica (poliestireno) e hidrofilica
(vidro), além de superficies de catéter de poliuretano e silicone (PEREIRA, 2018). Segundo
Sued et al., (2017), todas as amostras de S. haemolyticus oxacilina-resistentes, isoladas de

fémites foram altamente sensiveis & vancomicina. Foi observada a formacdo de biofilme
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induzida por uma dose sub-inibitéria de vancomicina por uma amostra de S. haemolyticus
oxacilina-resistente apenas em poliestireno, enquanto, com oxacilina, facilitou a formacéo de
biofilme em duas amostras de S. haemolyticus oxacilina-resistentes, nas superficies de vidro e
poliestireno. Essas descobertas com amostras de S. haemolyticus oxacilina-resistentes
suscetiveis a vancomicina foi semelhante ao observado anteriormente em estudos que
examinam os efeitos das doses sub-inibitéria de vancomicina e oxacilina em formacgédo de
biofilme por VRSA (ZULFIQAR et al., 2011).

Segundo Mendoza-Olazaran et al., (2013), isolados clinicos de S. hominis 47,6%
(n=10/21) foram categorizados como produtores fortes de biofilme e 23,8% (n=5/21) como
produtores fracos, dados estes que contrastaram com nosso estudo, onde identificamos que
100% das amostras S. capitis, (n=9) aderiram ao vidro e 22,2% (n=2) aderiram fortemente ao
poliestireno. Para as amostras identificadas como S. hominis, 100% (n=10) aderiram ao vidro e
80% (n=8) aderiram moderadamente ao poliestireno.

Nas ultimas décadas, tem sido crescente o numero de procedimentos utilizando
biomateriais implantaveis de aco e biomembranas, uma vez que apresentam biocompatibilidade
e funcionalidade no reparo tecidual. Embora essas novas tecnologias facilitem os
procedimentos relacionados aos implantes, o nimero de infec¢Bes associadas aos dispositivos
duplicou nessa nova etapa (MORAES et al., 2013; SOUSA et al., 2017; YAMANAKA, 2020).
Fragmentos confeccionados de membrana de pericardio bovino, denominados patches, vem
sendo frequentemente utilizados em procedimentos de reconstrucéo arterial, embora existam
poucos dados reportados sobre sua capacidade de resisténcia as infeccdes (MCMILLAN et al.,
2012). De acordo com os resultados obtidos no presente estudo a respeito da formacédo de
biofilme em aco e membrana de pericardio bovino, ressalta-se que os nimeros de células
microbianas aderidas das espécies bacterianas testadas encontravam-se na faixa de biofilme
maduro. Consoante a Costa K et al. (2016), um biofilme maduro pode levar de algumas horas
até vérias semanas para desenvolver-se, dependendo das condi¢es de seu meio ambiente.
Entretanto, no presente estudo foi observado que tanto os patdgenos S. capitis e S. hominis
foram capazes de formar biofilme no ago, utilizado em implantes 6sseo, inclusive na presenca
de vancomicina, mesmo sendo sensiveis a este antimicrobiano. Adicionalmente, amostras de S.
capitis e S. hominis, foram capazes de produzir biofilme em bioimplantes de pericardio bovino,
utilizado em diversos procedimentos cirdrgicos, tais como cirurgia cardiovascular, podendo
ocasionar endocardites. Fatos esses que ressaltam a relevancia dos resultados do nosso estudo,
sobretudo o risco desses patogenos incluindo amostras expressando perfis MDR, serem

encontrados em fomites nosocomiais disseminados em salas cirdrgicas, tais como: duto de
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refrigeracdo e macas que circulam em todo o ambiente hospitalar, além das superficies de mesas
auxiliares, esfigmomanémetro, placa de eletrocautério, macganetas de portas, suporte de soro,
além de outros.

Os ensaios de MEV demonstraram que S. capitis e S. hominis também apresentaram
aumento na formacdo de biofilme na superficie de aco cirurgico, inclusive na presenca de
oxacilina e vancomicina. Tanto a amostra S. capitis SC-03 com perfil MDR, quanto a amostra
S. hominis SHo-07 com perfil MDS, mesmo sendo vancomicina-intermediario, apresentaram
maior habilidade de autoagregacdo e de producdo de biofilme, na presenca de oxacilina.
Interessantemente, estas mesmas caracteristica foram observadas na presenca de vancomicina
para as duas amostras. Entretanto, a amostra MDS SHo-07 apresentou maior capacidade de
producdo de biofilme na presenca de vancomicina.

A presenca do antimicrobiano induz uma resposta pela liberacdo de sinais quimicos
fazendo com que ocorra 0 aumento da producao de biofilme determinado pelo quorum sensing.
O quorum sensing, caracteriza-se pela liberacdo de sinais quimicos secretados a partir de
células, capazes de induzir diversas alteracbes como a regulacdo da expressdo de genes
dependentes da densidade celular (KELLER; SURETTE, 2006). A detec¢do de quorum
desempenha papéis essenciais no desenvolvimento de biofilme. Bactérias patogénicas em
biofilmes utilizam mecanismos de quorum sensing para ativar a viruléncia e desenvolver
resisténcia a antimicrobianos (SAXENA et al., 2019). Estudos futuros relacionados a estes fatos
permanecem necessarios para as espécies S. capitis e S. hominis.

N&o foi encontrado na literatura disponivel, estudos que investigassem a aderéncia de
S. capitis e S. hominis aos biomateriais de pericardio bovino. Estudos in vitro demostraram que
S. epidermidis adere preferencialmente a superficies de materiais plasticos, enquanto S. aureus
a superficies metalicas (GRISTINA, 1987). Estudos iniciais de casos de cirurgias para
implantes de pericardio bovino (endarterectomia carotidea), sugeriram a ocorréncia de
infeccbes como complicacbes podendo comprometer a eficacia dos biomateriais e
consequentemente do procedimento cirurgico (LI et al., 2011). Contudo, no estudo de Basso
(2009), foi observado aumento gradual de células aderentes ao aco de S. epidermidis em varios
intervalos de tempo (1h, 6h, 24h, 48h e 72h) sendo o pico méximo em 72 horas. Enquanto, S.
aureus aderiu em 1 hora, aumentou em 24 horas e 0 pico maximo de aderéncia foi em 48 horas
de incubacédo. Estes dados demostraram que o nimero de células aderentes de S. epidermidis
foi maior do que as células aderentes de S. aureus. Uma das razdes pode ter sido devido as
diferentes propriedades de viruléncia destes patdogenos. Sendo assim, destaca-se a preocupagao

devido & grande capacidade de aderéncia das espécies em condi¢BGes favoraveis para seu
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crescimento, exercendo influéncia sobre a morbimortalidade dos pacientes contribuindo para
onerar 0s servicos de saude.

Estudo realizado em superficies abidticas e nos dutos de ar de inddstria de laticineos
verificou que entre as amostras de S. capitis e S. hominis ndo houve diferenca significativa no
grau de aderéncia nas superficies abioticas, uma vez que todas as amostras aderiram as
superficies avaliadas, corroborando com nosso estudo (BRABES, 2005).

A viruléncia em isolados de Staphylococcus spp. é atribuida principalmente a sua
capacidade de colonizar superficies e materiais sintéticos que integram a medicina moderna e
favorece a formacdo de biofilmes, mediado, na maioria das vezes, pelos genes encontrados no
operon icaADBC (CALSOLARI et al., 2011; OKEE et al., 2011; SILVA-FILHO, 2014;
SZCZUKA; GRABSKA; KAZNOWSKI, 2015).

Estudos demonstraram que a expressdo do gene ica leva a producdo da adesina
intercelular polissacaridica (PIA), e a presenca do mesmo, pode explicar o papel dos varios
mecanismos de adesdo na patogénese da infeccdo. Nesse sentido, a expressdo do gene ica e
subsequente formacdo de biofilme em Staphylococcus spp. parece ser ativada por
antimicrobianos B-lactamicos, como a oxacilina (HONG et al., 2016; PEREIRA-RIBEIRO et
al., 2019). A expressdo do operon ica esta sujeita a regulacdo ambiental, sendo parcialmente
controlada por fatores de transcricdo em resposta ao estresse causado por sub-CIMs dos
antimicrobianos (BEENKEN et al., 2004). Observamos em nosso estudo que a producdo de
biofilme e de slime para algumas amostras de S. hominis expressando perfis MDR foram
independentes do gene icaA. Em contraste, para a maioria das amostras S. capitis foi observada
a presenca do gene icaA, independente da producdo de slime ou de producdo de biofilme.
Pereira-Ribeiro e et al., (2019), observaram que 32.2% das amostras de S. haemolyticus isolados
de neonatos e 62,8% das amostras S. haemolyticus isolados de adultos ndo associaram a
presenca do gene ica com a formacéo de biofilme in vitro.

Por conseguinte, além do ica, outros genes vém sendo estudados como importantes na
producdo de biofilme. Os genes aap e atl, parecem estar envolvidos no acimulo de biofilme
sob as superficies de polimeros e na capacidade de ligacdo especifica a estas superficies,
respectivamente. Além desses elementos, o gene fbp, responsavel pela sintese da proteina
ligadora de fibrinogénio confere ser um importante fator de viruléncia em infec¢es causadas
por Staphylococcus, pois esta ndo se liga apenas ao fibrinogénio, mas também pode interferir
com a agregacdo plaquetaria e a cascata do complemento no hospedeiro. Alguns estudos

afirmaram que diversos genes estdo envolvidos direta e indiretamente nos mecanismos
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moleculares de formacdo de biofilme em SCN (BARROS et al., 2015; FRANCA; CERCA,
2012; PEDROSO et al., 2016; SUED-KARAM, 2018).

Em nosso estudo, observamos que quatro amostras de S. hominis, incluindo a amostra
SHo-15/MDR-06/slime-negativa, e cinco amostras de S. capitis, apresentaram todos 0s genes
relacionados ao biofilme estudados (icaA, fbp, atl e aap). Nenhuma amostra de S. hominis, foi
negativa para quatro genes simultaneamente. Interessantemente, a amostra S. capitis, SC-
03/MDR-09 (slime-positiva, vanco-I, mecA-positiva), ndo apresentou nenhum dos quatro genes
relacionados ao biofilme estudados, apesar de ser fortemente produtora de biofilme tanto em
superficie hidrofobica (poliestireno), quanto em superficie hidrofilica (vidro), além de ser
produtora de biofilme na superficie de aco e pericardio bovino, demonstrando que outros
mecanismos estdo envolvidos na formacdo de biofilme, além dos genes apresentados nesse
estudo e que posteriormente sera estudado.

No estudo de De Silva et al., (2002), das 122 cepas de S. epidermidis analisadas, 40%
foram positivas para o operonica, com produtos de PCR sendo obtidos para o0s genes
icaA, icaB, icaC e icaD. No entanto, das 29 cepas de S. capitis, todas produziram um resultado
positivo na PCR para os genes icaC e icaD e todas foram negativas para os genes icaA e icaB,
sugerindo que um homélogo do operon existe em alguns membros de S. epidermidis. Sendo
assim, a quantidade de biofilme produzida pode estar associada a capacidade de causar infeccédo
por SCN, sugerindo que a regulacdo da expressdo do biofilme pode desempenhar um papel
central no processo da doenca.

O uso de hospedeiros eucaridticos tem sido usado para modelar a patogénese bacteriana
em mamiferos. C. elegans € um nematddeo de vida livre, considerado um organismo modelo
por possuir um curto ciclo de vida e ter todo o genoma sequenciado, além de poussir um sistema
imune inato simples. No presente estudo, o comportamento da quimiotaxia e a mortalidade
foram investigadas em nematdides infectados revelando o potencial de viruléncia de S. capitis
e S. hominis para 0 modelo nematddeo. Observamos que todas as amostras foram capazes de
causar a morte C. elegans, porém em intensidades variadas em relacdo ao tempo de infecgéo.
Jebamercy e Balamurugan (2012) indicaram que, em compara¢do com OP50, a porcentagem
de sobrevivéncia de C. elegans durante infecgdes sequenciais por S. aureus e Proteus
mirabilis foi significativamente menor (p < 0,05) do que a dos controles OP50 pré-infectados
por P. mirabilise S. aureus. Entretanto, Antunes et al.,, (2016) e Sued-Karam (2018),
observaram nos seus ensaios que das suas amostras de trés especies de Corynebacterium e
amostras S. haemolyticus, respectivamente, foram capazes de matar os nematddeos em

intensidades variadas.
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N&o h4, na literatura, estudos que relatam correlacGes entre o tipo de fémites, perfis de
resisténcia e capacidade de producdo de biofilme das amostras de S. capitis e S. hominis.
Também ndo ha na literatura, estudos que correlacionem fémites com setores hospitalares. No
presente estudo, isolamos S. capitis e S. hominis de quatro salas cirdrgicas diferentes e no centro
cirargico, o que indica que estes micro-organismos estdo disseminados, sendo os fomites,
importantes vias de transmissdo, ja que observamos que podem adsorver e abrigar micro-
organismos.

A resisténcia cruzada entre patdgenos no ambiente hospitalar € um grave problema, uma
vez que representa uma transferéncia de micro-organismos presentes nestes ambientes, entre
pacientes, através de instrumentos hospitalares. Devemos entdo, dar mais importancia e atencao
aos fomites, tanto de origem hospitalar, quanto de outras origens (como celulares, canetas,
jalecos, entre outros), pois ja sdo reconhecidos como importantes fontes de transmissdo e
reservatorio de micro-organismos. Os fomites hospitalares utilizados no presente estudo, sdo
amplamente utilizados em hospitais e deveriam ter uma melhor desinfec¢éo para que houvesse
a tentativa de diminuir o problema da disseminagdo destes micro-organismos.

Tanto os mecanismos especificos de resisténcia aos antimicrobianos, como 0s
mecanismos envolvidos na formacdo dos biofilmes, precisam ser considerados para o
desenvolvimento de novas terapias antibacterianas. O reconhecimento de S. hominis e S. capitis
como agentes patogénicos nosocomiais devem estimular pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de métodos mais precisos para sua identificacdo e caracterizagdo molecular,

bem como o estudo de seus fatores de viruléncia.
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Os resultados obtidos no presente estudo permitiriam as seguintes conclusdes:

a)

b)

d)

as macas que circulam por todo o hospital corroboram para a disseminagéo
dos micro-organismos em todos os setores, contribuindo assim para o
aumento nos indices de IRAS e infeccbes do sitio cirdrgico, sendo
importantes causas de morbidade e mortalidade. Foram encontrados micro-
organismos Gram-positivos e/ou Gram-negativos em todos os fomites, de
todas as salas estudadas, incluindo o Centro Cirurgico;

a correta identificacdo de S. capitis e S. hominis sdo essenciais para a efetiva
terapia antimicrobiana e também sdo fundamentais na vigilancia, controle e
prevencdo de surtos de Staphylococcus resistentes aos agentes
antimicrobianos. A técnica molecular de MALDI-TOF exibe maior eficacia
na identificacdo, além da vantagem de fornecer uma identificacao fidedigna
e resultados rapidos, obtidos em apenas alguns minutos e utilizando uma
pequena quantidade de inéculo;

foram descritos diversos perfis de resisténcia (MDR) dentre as amostras de
S. capitis e S. hominis. Todas as amostras foram oxacilina-resistentes e
apenas uma amostra de cada espécie, apresentou resisténcia intermediaria a
vancomicina. Diversas amostras de ambas as espécies, ndo apresentaram o
gene mecA, demonstrando que a resisténcia aos antimicrobianos [-
lactdmicos pode estar ligada a outros fatores;

a relacdo entre a producéo de slime com a positividade do teste do CRA foi
observada em amostras de S. capitis € S. hominis isoladas de fomites.
Entretanto, a producéo de slime foi negativa em algumas oportunidades;

a presenca de genes relacionados com a producdo de biofilme - icaA, aap,
fop e atl - foi observada em diversas amostras de S. capitis e S. hominis
isoladas de fémites pertencentes a diferentes perfis MDR e MDS;

amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de fOmites, apresentam
diversidade quanto a capacidade de formacao de slime e diferentes niveis de
aderéncia e producéo de biofilme em superficies abidticas hidrofilica (vidro)

e hidrofébica (poliestireno). Amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de
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fomites, podem ser ica-independentes além de formarem biofilme
independente dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos;

observou-se que as amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de fomites
estudadas, possuem capacidade de aderéncia em superficies abidtica de
metal (aco-cirargico) e superficie bidtica de pericardio bovino, com
perspectiva de causar infecgbes hospitalares. Destaca-se a importancia de
estudos futuros a fim minimizar o risco de adesdo microbiana e desta forma
evitar possivel contaminagdo durante os procedimentos cirdrgicos;
oxacilina e vancomicina ndo inibiram a formacéo de biofilme por amostras
oxacilina-resistentes e vancomicina-sensiveis/vancomicina-intermediarias
em superficies abiodticas de vidro, poliestireno e metal (ago-cirargico),
ressaltando que algumas amostras tiveram o nivel de producéo de bioflme
aumentado na presenca destes antimicrobianos. O processo de formacéo do
biofilme tem suas complexidades e os mecanismos ndo foram totalmente
elucidados para S. hominis e S. capitis. S0 necessarios mais estudos para
definir os papéis de diferentes componentes dos biofilmes e como eles sdo
regulados, particularmente na presenca de agentes antimicrobianos;

através da MEV, foi possivel observar o aumento de auto agregacdo na
presenca de oxacilina e vancomicina, em superficie de metal de implante
ortopédico (ago-cirdrgico), para as amostras estudadas;

a capacidade de produzir biofilme e a notéria multirresisténcia aos agentes
antimicrobianos, incluindo os B-lactdmicos e glicopeptideos, favorece S.
capitis e S. hominis como potencial causador de infeccdes de sitio cirdrgico;
amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de fomites foram capazes de
causar a morte de C. elegans, em intensidades variadas e crescentes, em
relacio ao tempo de infeccdo. N&o foi possivel correlacionar a
patogenicidade das amostras testadas com o perfil de resisténcia aos agentes
antimicrobianos, a presencga dos genes mecA e icaA, a producéo de slime e a
producéo de biofilme em superficies abidticas;

os fomites podem estar determinando um efeito seletivo na forma de
favorecimento de amostras mais aderentes aos diversos materiais. Ressalta-
se que os fémites sdo importantes vias de transmisséo, visto que observamos

que estes podem adsorver e abrigar micro-organismos;
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m) neste estudo nao foi possivel correlacionar o tipo de fémite, a resisténcia e a
aderéncia em diversas superficies, 0s setores hospitalares com as amostras

testadas de S. hominis e S. capitis.

A elevada incidéncia de patdgenos oportunistas nosocomiais multirresistentes tém sido
relatado como um problema mundial, onde os SCN, tém se mostrado cada vez mais importantes
neste cendrio, devido ao fato de estarem envolvidos em infeccdes associadas a dispositivos
hospitalares e aos fomites. Dentre a maioria das IRAS que tem como fonte de contaminacdo a
pele e as mucosas e, como porta de entrada esses dispositivos hospitalares, a identificacdo
desses SCN é de extrema importancia para o conhecimento das caracteristicas fisiopatoldgicas,
clinicas e em estudos epidemioldgicos.

Podemos sugerir como medidas profilaticas, a conscientizacdo da equipe
multidisciplinar em relagdo a adequada higienizacdo das mdos; uso de equipamentos de
protecdo individual, uniformes adequados, higienizacdo e esterilizacdo dos equipamentos
médico hospitalares. E muito importante realizar a pratica de higienizacdo de superficie e
manuseio do lixo hospitalar de forma apropriada. Além de evitar ao maximo, o transito
excessivo de pessoas na sala de cirurgia, mantendo as portas fechadas. Para a minimizacao de
IRAS, € necessario a climatizacdo adequada das salas do centro cirdrgico, constante atencdo a
manutencdo dos filtros de ar-condicionado, cooperando para a prevencdo da disseminacdo de
micro-organismos potencialmente patogénicos.

Obervamos a importancia de pesquisas em diferentes locais no controle da infeccdo nos
servicos de salde, principalmente no centro cirdrgico, pois a presenca de micro-organismos
neste setor pode sugerir falhas de desinfeccao, além disso, aponta que precisa ser implantada a
intervencdo da Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH).

Almejamos dar continuidade no estudo desta pesquisa nos aspectos multifatoriais da
viruléncia de S. capitis e S. hominis, bem como seus fatores de resisténcia, alem da producao
de biofilme em outras superficies, pois a disseminagdo e resisténcia dessas amostras Sao

informagdes relevantes.
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