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RESUMO

OLIVELLA, Julianna Giordano Botelho. Avaliacéo in vitro da capacidade da formacao de
biofilme, investigacdo dos mecanismos de resisténcia e viruléncia utilizando ensaios in
vivo com larvas de Galleria mellonella com amostras de Staphylococcus capitis e
Staphylococcus hominis. 2023. 116 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Staphylococcus coagulase-negativa (SCoN), membros da microbiota residente da pele
humana, apresentam potencial de causar infeccdes oportunistas, sobretudo quando ocorre o
rompimento da barreira cutanea. Dentre os SCoN, Staphylococcus capitis e Staphylococcus
hominis destacam-se como uma das espécies mais frequentes em infeccdes relacionadas a
assisténcia a satde (IRAS) e a sua letalidade esta diretamente associada a expressdo de fatores
de viruléncia e resisténcia aos agentes antimicrobianos por esses microrganismos. O estudo teve
como objetivo a investigacdo dos aspectos fenotipicos de mecanismos de interacdo com
superficies abidticas e bidticas e com Galleria mellonella, e analisar genotipicamente os fatores
de viruléncia e de resisténcia aos agentes antimicrobianos de amostras de S. capitis e S. hominis
isoladas de hemoculturas. Foram isoladas 18 amostras de SCoN provenientes de hemoculturas
de pacientes hospitalizados no HUPE/UERJ, sendo 12 amostras da espécie S. capitis e 6
amostras da espécie S. hominis. Foram determinados 6 perfis multirresistentes e 1 de néo-
multirresisténcia, sendo que todas as amostras foram consideradas sensiveis a vancomicina,
teicoplanina e linezolida, enquanto 66,67% das amostras foram gentamicina-resistentes e
77,78% moxifloxacino-resistentes. O gene mecA foi detectado em 91,67% e 83,33% das
amostras de S. capitis e S. hominis respectivamente. Ja a producéo de slime foi observada em
41,67% das S. capitis e 33,33% das S. hominis e todas as amostras foram capazes de aderir a
superficie abidtica do vidro. Todas as amostras de S. capitis foram capazes de produzir biofilme
na superficie hidrofébica do poliestireno em diferentes intensidades, contudo 66,67% das
amostras S. hominis ndo possuiram essa capacidade. Em relacédo a hidrofobicidade, 66,67% das
amostras S. capitis e 83,33% das S. hominis foram consideradas hidrofilicas, enquanto
hidrofobicas 33,33% de S. capitis e 16,67% de S. hominis foram hidrofébicas. Todas as 6
amostras representativas utilizadas no estudo foram capazes de produzir biofilme na superficie
de aco e na superficie do pericardio bovino, em todos 0s tempos propostos, além da superficie
dos cateteres de poliuretano e silicone, formando um tapete espesso, confirmados também na
analise por MEV. Foi detectado para 91,67% das amostras de S. capitis a presenca do gene
icaA, 75% do gene atl, 25% do gene bap e 16,67% do gene fbp. Para S. hominis, foi detectado
a presenca do gene icaA em 66,67% das amostras, 16,67% do gene atl e 16,67% do gene fbp.
Nenhuma amostra foi positiva para os genes aap, epbS e fnbA. Foi possivel observar nas 6
amostras representativas do estudo, a associa¢do as células Detroit 562 e a capacidade de
letalidade variavel quando utilizado o modelo in vivo de G. mellonella, com mediana de
sobrevivéncia no terceiro dia em 83,33% das amostras e com curvas sem diferenca estatistica,
exceto a H15 (S. hominis). O aumento no nimero de infecgdes e aspectos multifatoriais, que
favorecem a patogenicidade tanto de S. capitis quanto S. hominis, devem continuar sendo
investigados, uma vez que, a disseminagdo da multirresisténcia no ambiente hospitalar, tém se
tornado um crescente desafio para a sadde publica.

Palavras-chave: Hemocultura. Staphylococcus capitis. Staphylococcus hominis. Biofilme.

Multirresisténcia. Pericardio bovino. Galleria mellonella.



ABSTRACT

OLIVELLA, Julianna Giordano Botelho. In vitro evaluation of biofilm formation ability,
investigation of resistance and virulence mechanisms by using in vivo assays with Galleria
mellonella larvae of Staphylococcus capitis and Staphylococcus hominis strains. 2023. 116 f.
Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

Coagulase-negative Staphylococcus (CoNS), members of the resident microbiota of
human skin, have the potential to cause opportunistic complications, especially when the skin
barrier is disrupted. Among the SCoN, Staphylococcus capitis, and Staphylococcus hominis
stand out as one of the most frequent species in complications related to health care (HAI), and
their lethality is directly associated with the expression of virulence factors and resistance to
antimicrobial agents by these microorganisms. The study aimed to investigate the phenotypic
aspects of manipulation of interaction with abiotic and biotic surfaces and with G. mellonella
and to genotypically analyze virulence factors and resistance to antimicrobial agents except S.
capitis and S. hominis compensated from blood cultures. There were 18 samples of SCoN from
blood cultures of patients hospitalized at HUPE/UERJ, 12 samples of the S. capitis species, and
6 samples of the S. hominis species. 6 multidrug-resistant and 1 non-multidrug-resistant profiles
were determined, and all samples were considered sensitive to vancomycin, teicoplanin, and
linezolid, while 66.67% of the samples were gentamicin-resistant and 77.78% moxifloxacin-
resistant. The mecA gene was detected in 91.67% and 83.33% of the S. capitis and S. hominis
samples respectively. The production of slime was observed in 41.67% of S. capitis and 33.33%
of S. hominis, and all samples were able to adhere to the abiotic surface of the glass. All S.
capitis samples were able to produce biofilm on the hydrophobic polystyrene surface at
different intensities, however, 66.67% of S. hominis samples do not have this ability. Regarding
hydrophobicity, 66.67% of S. capitis and 83.33% of S. hominis samples were considered
hydrophilic, while 33.33% of S. capitis and 16.67% of S. hominis were hydrophobic. All 6
representative samples used in the study were able to produce biofilm on the steel surface and
the surface of the bovine pericardium, in both standard times, in addition to the surface of the
polyurethane and silicone catheters, forming a smooth mat, also confirmed in the analysis by
ME V. The presence of the icaA gene, 75% of the atl gene, 25% of the bap gene and 16.67%
of the fbp gene was detected for 91.67% of the S. capitis samples. For S. hominis, the presence
of the icaA gene was detected in 66.67% of the sample, 16.67% of the atl gene, and 16.67% of
the fbp gene. No samples were positive for aap, epbS, and fnbA genes. It was possible to
observe in the 6 representative samples of the study, the association with Detroit 562 cells and
the variable lethality capacity used in the in vivo model of Galleria mellonella, with median
survival on the third day in 83.33% of the samples and with curves without difference statistics,
except H15 (S. hominis). The increase in the number of multifactorial and multifactorial
organisms, which favor the pathogenicity of both S. capitis and S. hominis, must continue to be
investigated since the dissemination of multidrug resistance in the hospital environment has
become a growing challenge for public health.

Keywords: Bloodculture. Staphylococcus capitis. Staphylococcus hominis. Biofilm. Multidrug-

Resistance. Bovine Pericardium. Galleria mellonella.
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INTRODUCAO

O género Staphylococcus possui atualmente 64 espécies e 10 subespécies, sendo
divididos em dois grupos, os Staphylococcus coagulase-positiva, que produzem a enzima
coagulase, sendo a espécie Staphylococcus aureus a mais conhecida e estudada por produzir
muitas toxinas que contribuem para a viruléncia dessa bactéria, aumentando sua habilidade de
invadir o corpo e danificar os tecidos, provocando desde infec¢des superficiais, como foliculite
e abscessos até infeccles sistémicas; e os Staphylococcus coagulase-negativa (SCoN), que nédo
produzem a enzima coagulase e eram considerados comensais, mas nas ultimas décadas foram
reconhecidos como agentes causadores de diversas doencas humanas, compreendendo diversas
espécies como Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis (PARTE et al., 2020; VIEIRA,
2017; GONGALVES, TIMM, 2020).

Os SCoN séo considerados colonizadores simbidticos naturais da pele de animais e
humanos. Contudo, quando h& o rompimento da barreira cuténea, devido a traumas ou uso de
dispositivos médicos, podem tornar-se potentes patdgenos oportunistas. Esses patdgenos
podem estar diretamente relacionados a infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS). A
patogenicidade dessas espécies estd associada principalmente a sua capacidade de produzir
biofilme e resisténcia aos agentes antimicrobianos (EHLERSSON et al., 2017; CARVALHO,
2018; KUMAR et al., 2018; PINHEIRO-HUBINGER et al., 2021).

Considerado um grande avango na medicina, o surgimento dos antimicrobianos causou
um impacto direto na diminuicdo de indices de mortalidade. Atualmente, com 0 uso
indiscriminado dessas drogas para tratamento de infeccdes, é observada cada vez mais, a
multidroga-resisténcia (MDR) desses microrganismos, sendo considerado um fator critico na
salde global, relacionado ao aumento da letalidade nas infeccdes hospitalares (KUMAR et al.,
2018; PINHEIRO-HUBINGER et al., 2021).

Para a andlise de diversos aspectos, correlacionados a humanos, como a viruléncia de
patogenos, a toxicidade de compostos e a atividade de algum determinado agente
antimicrobiano, as larvas de Galleria mellonella tém sido comumente utilizadas como modelos
experimentais in vivo alternativos. Elas possuem diversas vantagens técnicas, dentre elas, seu
baixo custo de manutencdo, a presenca de um sistema imune inato, facilidade de inoculacéo e
até o momento livre de restri¢des éticas e legais (CAMPOS-SILVA et al., 2019; SHEEHAN,
DIXON, KAVANAGH, 2019).



19

1 GENERO STAPHYLOCOCCUS

Como em diversos géneros, a histdria da descoberta dos estafilococos foi norteada por
muitas renomeacdes e reclassificacdes de espécies, em virtude principalmente a divergéncia em
seu conceito e na auséncia de ferramentas para identificagdo. Diversos cirurgides ja haviam
relatado sobre um possivel microrganismo semelhante aos estafilococos, como por exemplo o
cirurgido alemao Theodor Billroth em 1874, que ja havia encontrado a “Coccobacteria septica”
e Robert Koch que tinha isolado uma bactéria semelhante de uma lesdo purulenta em 1878
(SANTOS et al., 2007; BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014).

Com a evolugdo das pesquisas ha época, em 1882, o cirurgido escocés Alexandre Ogston
propbs o termo “Staphylococcus”, a uma bactéria encontrada a partir da investigacdo de um
abscesso cirargico. O nome dado a esse género € derivado da palavra grega “staphyle”, que
significa cachos de uvas, ja que as bactérias piogénicas estavam a disposicao causando doengas
em humanos (SANTOS et al., 2007; BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; VIEIRA, 2017,
CARVALHO, 2018).

Todavia, a descricdo formal desse género para “Micrococcus” € particularmente
“Staphylococcus”, pela sua patogenicidade, veio a acontecer em 1884, gracgas ao cirurgido
alemao, Friedrich Rosenbach, que através dos microrganismos isolados de abscessos em
experimentos com animais, também dividiu o género Staphylococcus em duas espécies:
Staphylococcus (pyogenes) aureus e Staphylococcus (pyogenes) albus. Todavia, em 1891 nos
Estados Unidos, o patologista William Welch descreveu um microrganismo como
“Staphylococcus epidermidis albus” sendo um colonizador quase constante da epiderme
humana, encontrado em feridas assépticas (BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; VIEIRA,
2017).

Muitas duvidas acerca dessa classificacdo ainda persistiam, porém, diversas pesquisas
continuaram avaliando as diferencas entre a morfologia, arranjo de colbnias e fendtipos
importantes. No inicio dos anos 1900, houve uma divisdo temporaria dos estafilococos em dois
géneros: Aurococcus (incluindo o Aurococcus aureus, relacionados a tecidos “doentes™) e
Albococcus (incluindo o Albococcus epidermidis, basdnimo de Staphylococcus epidermidis).
Somente em 1981, com a hibridizagdo do DNA, a comparagdo do gene 16S rRNA e o
fornecimento de mais dados nas pesquisas, que foi possivel classificar essas bactérias em dois
géneros distintos: Staphylococcus e Micrococcus, que se diferenciam em conteitdo DNA
Guanina-Citosina, na presencga ou ndo de &cidos teicoicos na parede celular e no tamanho das
células bacterianas (BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; VIEIRA, 2017).
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Até o0 ano de 1930, a classificacdo das bactérias do género Staphylococcus era baseada
na producgdo de pigmento, método que j& era considerado problematico na época. Na década de
1940, a partir de um critério de classificacdo binomial sugerido pelo pesquisador John
Fairbrother, foi possivel a diferenciacdo de espécies do género (principalmente das patogénicas)
em dois grupos, a partir da analise da producdo ou nao da enzima coagulase. Esta enzima tem
funcdo na coagulacdo do plasma sanguineo, através da conversdo do fibrinogénio em fibrina
sendo importante na protecdo contra os macrofagos e ao sistema imune do hospedeiro,
encapsulando e protegendo as celulas estafilococicas (BECKER, HEILMANN, PETERS,
2014; VIEIRA, 2017; AL-TALIB, ABDULJALA, HAMODAT, 2020; ASANTE et al., 2021,
SMITH; ANDAM, 2021).

As bactérias do género Staphylococcus spp. entdo passaram a ser divididas em dois
grupos: Staphylococcus coagulase-positivo, tendo como principal representante a espécie
Staphylococcus aureus e os SCoN, compreendendo varias espécies, como: Staphylococcus
epidermidis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus capitis, dentre outros (SENG et al., 2017; VIEIRA, 2017; LE, PARK,
OTTO, 2018; ARGEMI et al., 2019; MENG et al., 2020; AL-TAMIMI et al., 2020;
GONCALVES, TIMM, 2020).

O género possui outras caracteristicas como serem cocos Gram-positivos, imdveis, a
maioria anaerobios facultativos, ndo esporulados, raramente encapsulados e produtores da
enzima catalase. Quanto a sua disposicdo, podem estar de maneira isolada ou como um
aglomerado irregular semelhante a um cacho de uvas, consequéncia direta da divisao celular
em trés planos perpendiculares. Tem 0,5 a 1,5um de didmetro, suas coldnias podem ser brancas,
amarelas, creme ou laranja. S8o mesofilas com temperatura 6tima de crescimento entre 35°C e
40°C e com o pH ideal para desenvolvimento variando entre 4,0 e 9,8. Fermentam glicose na
auséncia ou presenca de oxigénio (aspecto de diferenciacdo para Micrococcus spp.), resistentes
ao dessecamento e tolerantes a altas concentracdes de NaCl (até 10%) (SANTOS et al., 2007,
SOUZA, 2009, VIEIRA, 2017; CARVALHO, 2018; GONCALVES, TIMM, 2020).

Atualmente o género Staphylococcus, pertencente a familia Staphylococcaceae que
possui atuatmente 64 espécies e 10 subespécies. Vivem em simbiose com seu hospedeiro,
geralmente animais de sangue quente, colonizando-o de maneira ubiqua. S&o integrantes da
microbiota saudavel da pele, glandulas e outros sitios anatdmicos, auxiliando no metabolismo
de produtos, principalmente quando associados a outras bactérias Gram-positivas, sendo
consideradas uma possivel barreira inicial contra microrganismos patogénicos (VIEIRA, 2017;
PARTE et al., 2020; CARVALHO, 2018; GONCALVES, TIMM, 2020).



21

A partir do rompimento da barreira cutanea, seja por algum trauma ou uso de dispositivo
médico invasivo, os Staphylococcus spp. tornam-se potentes patdégenos oportunistas, sendo
considerados um dos principais géneros relacionadas a assisténcia-a-satde {IRAS). Podem estar
envolvidos em infeccBes de pele e tecidos moles, no sistema esquelético, no sistema
respiratorio, infeccOes de corrente sanguinea e a associadas a dispositivos médicos implantados,
havendo uma preocupacdo ainda maior quando relacionados a pacientes imunossuprimidos
(CALKINS et al., 2016; EHLERSSON et al., 2017; SENG et al., 2017; LE, PARK, OTTO,
2018; CUl et al., 2019; SOUSA et al., 2019).

As IRAS afetam nosocémios de todo o0 mundo, com maior prevaléncia em paises em
desenvolvimento. Essas infec¢Ges podem ser adquiridas independente da situacdo do paciente,
seja internado em alguma unidade de saude ou até mesmo 0s que estdo iniciando sua admissédo
hospitalar e poderiam, segundo estudos, serem evitadas em até 60%, atraves de boas praticas
de higiene e limpeza nos ambientes nosocomiais. Como consequéncias, as IRAS ndo s6 geram
a internacdo hospitalar prolongada e disseminagdo de microrganismos resistentes a
antimicrobianos, mas contribuem com o elevado custo ao sistema de salde e ao proprio
paciente, além de altas taxas de morbidade e mortalidade (AHMED et al., 2019; ALI, AFZAL,
2020; MUMTAZ et al., 2020).

Tanto no ambiente colonizado quanto a infeccdo de tecidos do hospedeiro, grande
populacbes de bactérias do género Staphylococcus podem persistir por longos periodos,
afetando diretamente na dificuldade de seu tratamento. Seu potencial de patogenicidade e de
viruléncia podem estar relacionadas a uma combinacao de fatores, dentre eles a capacidade de
produzir substancias como coagulase, hialuronidase. hemolisinas, leucocidinas, nucleases,
proteases, enterotoxinas e exoproteinas, além da resisténcia aos agentes antimicrobianos e a
competéncia em formar biofilme, promovendo sua permanéncia tanto em superficies abidticas
guanto em tecidos vivos (SOUZA, 2009; VIEIRA, 2017; KUMAR et al., 2018; GONCALVES,
TIMM, 2020; SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

Essas espécies também podem estar presentes em meio ambiente como solo, dgua e ar,
onde sua distribuicdo ampla possibilita encontra-las em alimentos, tanto como contaminantes
quanto como auxiliadores nos processos tecnoldgicos de maturagéo de alimentos como queijos
e carnes (SANTOS et al., 2007; CALKINS et al., 2016; VIEIRA, 2017; CARVALHO, 2018;
GONCALVES, TIMM, 2020).
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1.1 Staphylococcus coagulase-negativo

Os SCoN séo colonizadores naturais da pele e membranas mucosas humanas, tendo
como inicio de sua proliferacdo nos primeiros momentos de vida. No passado, eram
consideradas bactérias pertencentes a microbiota da pele e mucosas, considerados
contaminantes quando isoladas de amostras clinicas e ndo como agentes causadores de
infeccdes endogenas, diferentemente quando encontrados amostras de S. aureus, por exemplo.
Esse tipo de conduta devia-se a falta de informacdo da sua capacidade patogénica e do
desconhecimento de seus fatores de viruléncia (EHLERSSON et al., 2017; ARGEMI et al.,
2019; AL-TALIB, ABDULJALA, HAMODAT, 2020; MENG et al., 2020; MICHELS et al.,
2021; ASANTE et al., 2021; SMITH; ANDAM, 2021).

A partir do final da década de 70, comeca entdo a ser relatado na literatura, o isolamento
dos SCoN causadores de infec¢bes nosocomiais, principalmente associados a dispositivos
médicos invasivos. Esse patamar de patdgeno oportunista é observado até os dias atuais,
relacionando pacientes gravemente doentes ou imunocomprometidos tanto fazendo o uso de
antimicrobianos de amplo espectro quanto da utilizacdo constante de dispositivos médicos
transitorios ou permanentes, como cateteres intravasculares e dispositivos protéticos, resultando
em dificuldade de tratamento, podendo levar ao 6bito do paciente. Os SCoN sdo considerados
patdégenos causadores de muitas infecgdes crdnicas em pacientes nosocomiais e que por
consequéncia acabam impactando os servicos de salide com um alto custo do tratamento em
virtude do aumento do tempo de internacao e necessidade de cuidados intensivos. Contudo, 0s
SCoN podem também acometer individuos saudaveis, como por exemplo, a infec¢do do trato
urindrio de mulheres pela espécie S. saprophyticus, onde anteriormente era considerada
contaminante, hoje em dia ja é relacionada ao seu poder patogénico (KLINE; LEWIS, 2016;
KUMAR et al., 2018; TREVISOLI et al., 2018; CARTER et al., 2018; HEILMANN,
ZIEBUHR, BECKER et al., 2019; SHIN et al., 2019, MENG et al., 2020; MICHALIK et al.,
2020; MICHELS et al., 2021; THAKKER et al., 2021; ASANTE et al., 2021; SMITH,;
ANDAM, 2021; GARBACZ et al., 2021).

Os SCoN também tém sido cada vez mais isolados na pratica clinica, tanto em sitios
clinicamente relevantes como em sitios naturalmente estéreis, como hemocultura. A
hemocultura é considerada um exame laboratorial importante para o diagnostico de bacteremia,
podendo haver possibilidades de contaminacBes quando a antissepsia € inadequada. As
infeccbes de corrente sanguinea relacionadas a cateteres e endocardite infecciosa quando

causadas por SCoN, sdo mais encontradas no ambiente nosocomial, sendo 30-40% das espécies
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responsaveis por essas infeccdes, comprovadas em diferentes coortes mundiais nos Gltimos
anos (OSAKI et al, 2020; MICHELS et al., 2021; ASANTE et al., 2021).

Ja que o sangue é um material biologico normalmente estéril, o diagndstico de
identificacdo de hemoculturas por um patégeno, geralmente, tem um alto valor preditivo para
uma possivel infeccdo, especialmente quando relacionados a pacientes com suspeita de sepse
ou choque séptico e endocardite infecciosa. Ao acontecer tal indicagdo, um conjunto de
hemoculturas (correspondente a um frasco aerébio e um anaerdbio) deve ser obtido antes do
inicio da antibioticoterapia (Centers for Disease Control and Prevention — CDC, 2019). Para
definir uma possivel infeccdo sanguinea por SCoN, duas hemoculturas devem ser positivas em
até 5 dias. Porém, quando ha sintomas clinicos de infec¢des, apenas uma é o suficiente.
Também deve ser verificado outros critérios como: auséncia de outra infeccdo, presenca de
duas ou mais amostras da mesma espécie, a presenca ou ndo de um dispositivo invasivo, a
melhora dos sintomas e inflamacdes apds a antibioticoterapia. A partir da hemocultura positiva
e o perfil de resisténcia do patdgeno, é possivel distinguir uma infeccdo ou contaminacdo do
material colhido (OSAKI et al, 2020; MICHELS et al., 2021; PINHEIRO-HUBINGER et al.,
2021).

O rompimento da barreira cutanea associado com 0s SCoN, podem gerar infecgcdes
enddgenas em pacientes predispostos, como idosos com comorbidades, recém-nascidos e/ou
prematuros, pacientes com cateteres, implantes protéticos, dialise ou pacientes
imunocomprometidos. Os SCoN estdo relacionados a sepse neonatal em Unidades de Terapia
Intensiva Neonatal (UTIN), colaborando diretamente com a alta morbimortalidade (PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2019; MICHALIK et al., 2020; MICHELS et al., 2021; PINHEIRO-
HUBINGER et al., 2021; ASANTE et al., 2021; SMITH; ANDAM, 2021).

Atualmente, os SCoN sdo considerados importantes quando relacionados as infeccbes
nosocomiais, sendo afetado de forma critica pela resisténcia antimicrobiana, ainda mais quando
essa capacidade de ser resistente é associada a maltiplos antimicrobianos. Essas espécies,
quando MDR, séo reconhecidas como reservatorio de genes que codificam essas resisténcias,
bem como, terem possivel capacidade de transferir esses genes para outras espécies bacterianas.
Esse fato, possivelmente € relacionado tanto ao uso indiscriminado de antimicrobianos, quanto
ao aumento significativo de procedimentos médicos invasivos (PEREIRA et al., 2019; AL-
TALIB, ABDULJALA, HAMODAT, 2020; MENG et al., 2020; PINHEIRO-HUBINGER et
al., 2021; SMITH; ANDAM, 2021).

Espécies de SCoN estdo sendo cada vez mais estudados também na area veterinaria,

mesmao que seu papel como patogeno infeccioso em animais ainda seja minimo e sua relevancia
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para humanos ainda ndo seja muito estudada. Porém, diversos estudos analisaram que bactérias
podem ser transmitidas entre hospedeiros através do cruzamento da barreira de espécies
(MICHALIK et al., 2020; MICHELS et al., 2021).

Os SCoN tém auséncia de fatores de viruléncia importantes, como as toxinas citoliticas,
que influenciam diretamente na permanéncia dentro do organismo hospedeiro. Essa
caracteristica, em contrapartida, é encontrada facilmente em amostras altamente virulentas de
S. aureus. Os SCoN possuem habilidades que promovem sua persisténcia e evasdo do sistema
imunolodgico do hospedeiro, como a formacdo de biofilme e a producdo do &cido poli-c-DL-
glutdmico, garantindo sua patogenicidade (EHLERSSON et al., 2017; CUI et al., 2019;
NWIBO et al., 2019; PEREIRA et al., 2019; MICHALIK et al., 2020; TEKELI, OCAL,
DOLAPCI, 2020; MICHELS et al., 2021).

As espécies dos SCoN possuem uma grande diversidade, onde S. epidermidis e S.
haemolyticus (isoladas de areas com grande quantidade de glandulas apécrinas), S. capitis e S.
hominis (isoladas da cabeca humana, bracos, axilas e pernas), séo considerados os principais
patégenos quando relacionados a infeccBes nosocomiais, assim como S. saprophyticus, que
coloniza o reto e o trato geniturinario. Porém deve-se ressaltar que a espécie S. epidermidis,
encontrada nas partes Umidas da pele humana como axilas, areas perineais e conjuntiva ocular,
€ a mais estudada a nivel molecular e genémico. Outras espécies sdo encontradas em diversos
locais na pele humana como a espécie Staphylococcus pettenkoferi que também pode ser
encontrada dentro do organismo e a Staphylococcus auriculares que faz parte da microbiota do
ouvido externo humano (BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; ARGEMI, 2019; TEKELI,
OCAL, DOLAPCI, 2020; MENG et al., 2020).

Outra espécie significativa é Staphylococcus lugdunensis, encontrada na regido pélvica,
axilas e extremidades inferiores, que tem sido mais investigada ultimamente devido a sua
gravidade no organismo do hospedeiro. A espécie S. saprophyticus também faz parte da
microbiota gastrointestinal de bovinos e suinos, sendo um contaminante comum quando o
organismo se alimenta desses tipos de carne malcozidas. Também existem espécies encontradas
em éaguas proprias para consumo como o Staphylococcus pasteuri, além de espécies
relacionadas a cultura inicial de comidas fermentadas como: Staphylococcus carnosus,
Staphylococcus condimenti, Staphylococcus equorum, Staphylococcus piscifermentans,
Staphylococcus succinus e Staphylococcus xylosus (BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014;
ARGEMI et al., 2019).

Recentemente outras novas espécies também foram relacionadas a amostras clinicas:

Staphylococcus jettensis, Staphylococcus massilliensis, Staphylococcus petrasii e S.
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pettenkoferi, porém seus fatores de viruléncia ainda ndo foram elucidados na literatura
(BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER et al., 2019;
MICHELS et al., 2021).

Entre 2015 e 2020, seis espécies de SCoN foram descritas, uma delas proveniente de
ambiente aquético no rio Argen alemdo: Staphylococcus argensis, outra ambiental em seu
entorno e até em territorio Antartico: Staphylococcus edaphicus, ja analisada quanto a presenca
de elementos génicos moveis difundindo possivelmente genes de resisténcia para outros
microrganismos. Outras trés espécies também foram descritas em 2019: Staphylococcus caeli
(atmosfera de uma propriedade de coelhos), Staphylococcus pseudoxylosus (mastite bovina) e
Staphylococcus debuckii (leite bovino). J& em 2020, foi encontrada em pele humana e
hemoculturas a espécie Staphylococcus borealis. No ano de 2021, quatro espécies provenientes
de animais também foram identificadas: Staphyloccocus caledonicus, Staphylococcus canis,
Staphylococcus durrellii e Staphylococcus lloydii. Em 2022, duas espécies foram descritas:
Staphylococcus taiwanensis de sangue humano (geneticamente mais préxima ao S.
haemolyticus) e Staphylococcus ratti de ratos de laboratorio. J& a espécie mais recentemente
descrita em 2023, é a Staphylococcus shinii, oriunda da planta Allium schoenoprasum
(cebolinha). Com a auséncia de dados, ainda ndo é possivel associar essas espécies recentes de
SCoN aos impactos infecciosos nos seres humanos (FOUNTAIN et al., 2019; MICHELS et al.,
2021; NEWSTEAD et al., 2021; KOVAROVIC et al., 2022; LIN et al.,2022; CHO et al.,
2022).

Métodos para a identificacdo fenotipica de SCoN como morfologia de colénias,
atividades enzimaticas, incluindo kits de perfil analitico, sdo consideradas formas antiquadas
quando comparamos com a tecnologia atual. Além disso, o0 uso de métodos moleculares mais
precisos, como a identificacdo por andlise genotipica (utilizando genes 16S rRNA, rpoB, tuf e
soda), obtém-se resultados fidedignos. Atualmente, para identificacdo a nivel de espécies de
SCoN, a técnica mais utilizada é de MALDI-TOF (lonizacdo e dessorc¢do a laser assistida por
matriz - Tempo de Voo, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of
Flight) onde as espécies bacterianas tém sua proteina ribossomal comparada a um banco de
dados de referéncia padrao. Esse protocolo ampliou o campo do diagnostico laboratorial clinico,
substituindo o método tradicional por um menos trabalhoso, considerado padréo ouro, mais
veloz e confidvel. Além disso, existem espécies com crescimento fastidioso e lento, que podem
complicar a sua identificagéo, por exemplo Staphylococcus saccharolyticus (EHLERSSON et
al., 2017; SAHA et al., 2020; WANG et al., 2020; MICHELS et al., 2021).
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A publicacdo dos genomas dos SCoN, tem sido uma técnica essencial para o
entendimento da patogenicidade dessas bactérias. Fatores de viruléncia de impacto clinico
como toxinas, fatores de adesdo, producdo de biofilme, hemolisinas, exoenzimas e
superantigenos e 0s seus genes relacionados, ainda sdo pouco estudados. No entanto, € de
conhecimento que essas enzimas e toxinas exercem possiveis papeis cruciais em algumas
consequéncias refletidas no organismo hospedeiro em relagdo aos SCoN como destrui¢do do
tecido e disseminacdo, que facilita a invasdao em tecidos proximos. Os fatores de viruléncia
atuam diretamente no mecanismo de infec¢do de um patdgeno com seu hospedeiro, em geral,
0s SCoN ndo possuem determinantes responsaveis pela agressdo, mas sdo capazes de aderir,
invadir e persistir no organismo infectado (ARGEMI, 2019; THARMALINGAM et al., 2019;
MICHALIK et al., 2020; SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

1.2 Staphylococcus capitis

Staphylococcus capitis € uma espécie isolada principalmente da area da cabeca de
humanos, mas também pode ser proveniente dos bragos e ocasionalmente das pernas, além de
ser considerada parte da microbiota natural. Foi identificado pela primeira vez por Kloos e
Schleifer em 1975 e possui duas subespécies: Staphylococcus capitis subsp. urealyticus e
Staphylococcus capitis subsp. capitis. Normalmente sdo diferenciadas pelas caracteristicas da
subespécie urealitycus, que possui coldnias maiores, produz acido a partir da maltose em
anaerobiose e tem perfil de acidos graxos, além dessas subespécies terem variacdes das
sequéncias de DNA (EHLERSSON et al., 2017; TEVELL et al., 2017; AZIMI et al., 2020;
GOMES, 2021; DOUEDI et al., 2021).

E a terceira espécie mais estudada dentre os SCoN, sendo isolados em 5% de amostras
clinicas relacionadas a SCoN e estudos de seu genoma completos estdo com foco na viruléncia,
compreendendo aspectos como a capacidade de colonizacéo e persisténcia na pele humana,
relacionando diretamente a infecgdes associadas a dispositivos médicos, como também na
disseminacdo da resisténcia antimicrobiana. Quando sdo a causa de infecc¢des, estdo geralmente
atrelados a formacao de biofilme, relacionando diretamente com casos de otite externa, celulite,
peritonite de dialise peritoneal ambulatorial continua, endocardite de valvula protética,
meningite, osteomielite, espondilodiscite, bacteremia, infecgbes de corrente sanguinea
associadas a cateteres, infecgdes articulares protéticas e sepse em neonatos na Unidade de

Terapia Intensiva (UTI). Pacientes com sistema imunoldgico suprimido ou doenga cardiaca
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subjacente sdo considerados altamente susceptiveis a infec¢bes por S. capitis (EHLERSSON et
al., 2017; ARGEMI, 2019; NWIBO et al., 2019; AZIMI et al., 2020; O’SULLIVAN et al.,
2020; THAKKER et al., 2021).

Outras particularidades que protegem o S. capitis da acdo do hospedeiro e da
antibioticoterapia foram encontrados em seu genoma, como, reguladores de viruléncia
putativos (como homdlogos agr), loci de producdo de biofilme, genes codificadores de
exoenzimas (como metaloproteases e hemolisinas), modulina fenol soldvel (PSMs) e
componentes da superficie microbiana que reconhecem moléculas de matriz adesiva
(MSCRAMM) (ARGEMI et al., 2019; JASINSKA et al., 2021).

Infeccdes relacionadas a essa espécie sdo consideradas questdes de suma importancia
na clinica pois estdo atreladas a multirresisténcia antimicrobiana em ambientes nosocomiais.
Diversos estudos anteriores analisaram a correlacdo da sepse neonatal com amostras de S.
capitis resistentes a oxacilina e susceptibilidade reduzida a vancomicina e heterorresisténcia a
vancomicina de subpopula¢des de amostras oriundas de hemoculturas de neonatos em UTI.
(TEVELL etal., 2017; CARTER et al., 2018; ARGEMI et al., 2019; YU et al., 2020).

S. capitis é considerado um patégeno oportunista emergente causando infeccbes
sanguineas e quando acometem pacientes neonatais tendem a niveis altos de morbidade em
relacdo a outras espécies de SCoN. Estudos da eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE)
para a investigacao de clonalidade bacterianas tem sido realizado, onde foi encontrado um clone
multirresistente especifico denominado NRCS-A. Considerado altamente endémico em
Unidades-deTFerapia-thtensiva-Neonatais(UTIN), pode ter sido também a causa da maioria das
sepses por S. capitis no mundo. Nesse ambiente, essa espécie tem sido frequentemente isolada
de cateteres venosos centrais (CVC), sendo sugestivo que sua capacidade de formacdo de
biofilme estaria relacionada diretamente ao seu potencial de causar infeccdes. A falha na
antibioticoterapia em casos associados a dispositivos médicos implantados e infectados por S.
capitis, estd diretamente relacionada a resisténcia aos B-lactdmicos, aminoglicosideos e a
resisténcia ou heterorresisténcia a vancomicina. A resisténcia a esses antimicrobianos de uso
comum em UTIN sdo relacionadas aos genes que codificam essa resisténcia pertencentes ao
cassete SCCmec nesses clones. A disseminacdo desses clones resistentes e altamente endémicos
correlacionados a bacteremias, faz com que se torne uma grande preocupacdo para a saude
publica (SIMOES et al., 2016; BUTIN et al., 2017, ORY et al., 2019, QU et al., 2020; WIRTH
et al., 2020; PINHEIRO-HUBINGER et al., 2021). Ja foi relatado em um estudo francés a

existéncia do sequenciamento de um outro clone, com o pulsotipo NRCS-C isolado de
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hemocultura, sem muita descri¢do na literatura quanto ao seu impacto nas infecgdes (LEMRISS
etal., 2016).

Recentemente, através de estudos genémicos, foi possivel avaliar amostras de S. capitis
quanto a producdo de peptideos antimicrobianos (AMP), que podem ser o possivel futuro do
tratamento de infeccBes associadas a resisténcia antimicrobiana de Gltima geracéo. Essa espécie
foi capaz de produzir bacteriocinas, peptideos ribossémicos que auxiliam a bactéria que o
produz a se estabelecer no hospedeiro, eliminando a concorréncia e interagindo com o sistema

imunoldgico e essa producéo é considerada comum entre 0s SCoN (O’SULLIVAN et al, 2020).

1.3 Staphylococcus hominis

Staphylococcus hominis € uma espécie de SCoN que pode ser encontrada colonizando
a pele dos bracos, pernas e axilas, participando da microbiota humana, de animais, assim como
no meio ambiente. E a terceira espécie de SCoN mais frequentemente isolada de hemocultura
proveniente de pacientes hospitalizados, sendo considerados potenciais patdgenos oportunistas
que podem causar bacteremia, sepse, endocardite infecciosa, peritonite, osteomielite,
meningite, infecgdes Osseas e articulares, particularmente em pacientes imunocomprometidos,
sendo normalmente relacionados a sua capacidade de formacdo de biofilme na superficies de
dispositivos médicos atrelados ao corpo humano (SZCZUKA; TELEGA; KAZNOWSKI,
2015; MENDOZA-OLAZARAN et al., 2015; CALKINS et al., 2016; SOROUSH et al., 2017;
SZCZUKA et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; AZIMI et al., 2020; ROMERO et al., 2021,
MURAKI et al., 2022).

Essa espécie produz acido a partir da trealose e é raramente resistente a novabiocina. Os
mecanismos de patogenicidade relacionados a S. hominis ainda ndo foram determinados com
exatiddo. Contudo, o aumento de amostras resistentes aos antimicrobianos é considerado um
problema para o tratamento das infeccOes relacionadas a essa espécie, sendo relatado nas
amostras a resisténcia a oxacilina e a linezolida e além da sensibilidade diminuida a
vancomicina. Estudos relatam que S. hominis tem a possibilidade de carrear novos tipos de
SCCmec, gracas a novas combinag6es dos genes mec e ccr (MENDOZA-OLAZARAN et al.,
2015; SOROUSH et al., 2017; SZCZUKA et al., 2018; PEREIRA et al., 2019; AZIMI et al.,
2020; ROMERO et al., 2021). A espécie S. hominis revelou ser uma espécie geneticamente

diversa, onde através da sua investigacdo genémica foi possivel avaliar o impacto significativo
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da recombinacdo génica na geracéo dessa diversidade (SZCZUKA; TELEGA; KAZNOWSKI,
2014).

A emergéncia de S. hominis resistente a meticilina (MRSHo) é uma grande e crescente
preocupacéo relacionada a resisténcia aos agentes antimicrobianos. Como em outras espécies
do género Staphylococcus spp., tanto a capacidade de adquirir resisténcia a mdaltiplos
antimicrobianos quanto a formacéo de biofilme em dispositivos médicos invasivos de diversos
materiais, ou no tecido de hospedeiros, sdo considerados fatores de patogenicidade importantes
relacionados a essa espécie (SZCZUKA; TELEGA; KAZNOWSKI, 2014; ROMERO et al.,
2021).

A partir dessa espécie, duas subespécies ja foram descritas: S. hominis subsp. hominis e
S. hominis subsp. novobiosepticus, possuindo poucos relatos de sua diversidade gendmica. Esta
segunda subespécie geralmente é relatada como multirresistente e tem como caracteristicas ter
resisténcia a novobiocina e ndo formar acido aerobicamente a partir da trealose ou N-
acetilglucosamina. Porém, poucos estudos tém caracterizado a diversidade gendmica das
subsespécies de S. hominis, principalmente pelo fato de que a diferenciacdo entre as duas
subespécies pode ser dificil, pois S. hominis subsp. novobiosepticus parece formar um taxon
parafilético (PEREIRA et al., 2019).

1.4 Resisténcia aos antimicrobianos

E estimado que mais de 700.000 pessoas venham a Gbito anualmente por infeccdes
causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos. O aumento crescente dessas
resisténcias, ainda mais quando relacionados a pacientes imunocomprometidos, prejudica ainda
mais a eficacia do antimicrobiano e limita as opc¢des terapéuticas. Entender os processos
associados a resisténcia aos antimicrobianos pode ajudar a fornecer importantes estratégias
preventivas e terapéuticas contra esses patdgenos e infecgdes resistentes, impedindo assim, o
prognostico critico de um aumento de 10 milhdes de mortes anuais até 2050, maiores nimeros
de dbitos do que quando relacionado ao cancer, gerando um custo global de U$100 trilhdes,
além da necessidade de criar antimicrobianos cada vez mais potentes para o tratamento dessas
infecces (NWIBO et al., 2019; THARMALINGAM et al., 2019; YU et al., 2020; PINHEIRO-
HUBINGER et al., 2021; KMIHA et al., 2023).

A resisténcia antimicrobiana esta presente em diversos elementos génicos, sendo como

os mais relevantes clinicamente os transposons, integrons e plasmideos, normalmente
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relacionados a mecanismos horizontais de transferéncias de genes como conjugacao,
transducéo e transformacdo. Essas transferéncias génicas dependem de diversos fatores como
0 grau de interacdo entre organismos, pressdo seletiva do ambiente, condi¢cdes ambientais, o
mecanismo de transferéncia de genes compativel e restricdes do hospedeiro. Os estafilococos
patogénicos podem ser tanto receptores como transmissores de plasmideos carreadores de
resisténcia, pela sua coexisténcia com outras espécies bacterianas no ambiente onde esta
inserido. A determinacdo do seu perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos acaba
sendo de extrema importancia para que possa ser possivel analisar a epidemiologia, bem como
realizar o tratamento correto desses pacientes acometidos por IRAS (HEILMANN, ZIEBUHR,
BECKER et al., 2019; NWIBO et al., 2019; SHIN et al 2019, AL-TALIB, ABDULJALA,
HAMODAT, 2020; YU et al., 2020).

Quando a resisténcia aos agentes antimicrobianos esta diretamente atrelada a espécies
do género Staphylococcus, é observado um problema crescente de salde publica global. A
capacidade dos SCoN de adquirir resisténcia aos antimicrobianos e de ser um potencial
reservatorio da evolucdo e disseminacdo de genes de resisténcia, independentemente de seu
ambiente (nosocomial ou comunitario), € um aspecto muito importante que conflita diretamente
ao manejo de infecces estafilococicas atualmente pelo mundo (MENG et al., 2020; MICHELS
etal., 2021; GARBACZ et al., 2021).

A sua capacidade de transferéncia génica envolvendo diversos microrganismos, limita
por consequéncia, as futuras opcbes de tratamento. Para que seja possivel lidar com o nimero
crescente de bactérias resistentes, é necessario que haja um diagndstico precoce e identificacdo
correta do microrganismo em questéo, para que ndo ocorra o uso indiscriminado e incorreto de
antimicrobianos. Especificamente, é de conhecimento a urgéncia da analise da resisténcia em
amostras MDR e amostras meticilina resistentes (MR). Além disso, a existéncia de amostras
pandroga-resistentes (PDR), capazes de ter resisténcia a todos os antimicrobianos disponiveis
é o impulsionador para a aceleracdo de pesquisas e desenvolvimento de novos antimicrobianos
para seu tratamento, ndo deixando de negligenciar seu uso e suas consequéncias diretas para o
futuro (KUMAR et al., 2018; HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019; CUI et al., 2019;
SHEEHAN, DIXON, KAVANAGH, 2019; MENG et al., 2020; MICHELS et al., 2021;
ASANTE et al., 2021; GARBACZ et al., 2021).

Os SCoN nosocomiais ou associados a IRAS geralmente apresentam um grande perfil
de resisténcia, devido a alta pressdo seletiva dos antimicrobianos de uso terapéutico ou
profilatico, favorecendo diretamente seu surgimento e disseminacdo. As maiores taxas de

resisténcia estdo relacionadas aos [-lactamicos (penicilina e oxacilina), gentamicina,
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clindamicina, ciprofloxacina e eritromicina. SCoN quando comparados ao S. aureus
caracterizam-se por baixa patogenicidade, porém sua multirresisténcia e caracteristicas
especificas de cada paciente em relacdo a terapia, geram dificuldade em combaté-los
(HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019; CUI et al., 2019; SHEEHAN, DIXON,
KAVANAGH, 2019; NWIBO et al., 2019; YU et al., 2020; MICHELS et al., 2021; ASANTE
etal., 2021).

Usualmente, o tratamento de uma amostra de SCoN susceptivel é feito a partir do uso
de penicilina anti-estafilocdcica (oxacilina, por exemplo). Todavia, quando a amostra apresenta
resisténcia a esse antimicrobiano, usualmente, também s&o resistentes a outros grupos classicos
para o tratamento como: macrolideos, lincosamidas, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e
sulfonamidas. Sendo necessario a implementacao de novas terapias antimicrobianas, chamadas
de segunda linha, utilizando antimicrobianos como a vancomicina, a daptomicina e a linezolida.
Porém, infecgdes por SCoN resistentes a esses antimicrobianos ja estdo em nossa realidade
mundial e representam hoje um desafio critico em ambientes hospitalares no mundo todo (AL-
TAMIMI et al., 2020; MICHELS et al., 2021; GARBACZ et al., 2021).

A presenca do gene mecA esta associada a resisténcia a oxacilina, porém quando um
SCoN adquire esse gene, consegue obter resisténcias associadas a outros tipos de classes de
antimicrobianos. Esse gene esta localizado no SCCmec, altamente conservado nos SCoN. Esse
gene codifica uma proteina ligadora de penicilina modificada (PBP2a) e tem como resultado
gue os antimicrobianos B-lactamicos acabam se tornando ineficazes contra os SCoN resistentes.
Essa resisténcia é frequentemente identificada e quando associada a restri¢des de uso de outros
antimicrobianos, é necessario a utilizacdo da vancomicina como tratamento das infeccdes. Pode
ocorrer a necessidade de terapia combinada com aminoglicosideos devido a sua sinergia com
efeito bactericida. Porém ja existem relatos de resisténcia a aminoglicosideos nos SCoN através
da observacdo de inativacdo por modificacdo de antimicrobiano através de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos (EMA) (SZCZUKA et al., 2018; LONCARIC et al., 2019;
PEREIRA etal., 2019; SHIN et al., 2019; AL-HAQAN et al., 2020; DHAOUADI et al., 2020;
GARBACZ et al., 2021; ALBERT et al., 2023).

Entretanto, o gene mecA ndo é mais considerado o Unico gene relacionado com a
resisténcia a meticilina em espécies de Staphylococcus spp., principalmente em S. aureus. Um
homologo localizado recentemente em um novo SCCmec, tipo XI, nomeado inicialmente de
mecALGA251 e depois de mecC e seu produto proteico intitulado de PBP2c, codificando
também esse tipo de resisténcia. Esse gene faz parte do complexo de genes mec da classe E e

possui aproximadamente 69% das sequéncias similares de seu precursor, descoberto em uma
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cepa de MRSA isolada de infeccdo de hemocultura (LONCARIC et al., 2019; VENUGOPAL
etal., 2019; DHAQOUADI et al., 2020; ALBERT et al., 2023).

Existem trés elementos basicos que compdem o SCCmec: genes do complexo mec,
genes do complexo ccr e regides “junkyard”, de tamanhos e estrutura genética variavel. O
complexo mec, que compreende 0 gene mec, seus genes reguladores e sequéncias de insercao
associadas, é classificado em 5 classes: de A a E, com base nas diferencas das sequéncias, nos
elementos regulatérios e onde se localiza no gene mec. J& o complexo ccr, que contém genes
gue medeiam a inser¢do ou ndo do SCCmec, recebeu nimeros de 1 a 9 com base na combinacgéo
de diferentes alétipos ccr. A combinacgdo desses dois complexos, geram 14 tipos de elementos
SCCmec (I ao XIV), relatados até agora. Quando relacionado aos SCoN, existem fortes
evidéncias que sugerem a ampla diversidade desse cassete nesses microrganismos, gracas a
aspectos que dificultam sua tipagem, como novas combinac@es dos dois complexos, diferencas
na ampliacdo do gene ccr e a existéncia de multiplos genes do complexo crr. Esse elemento
movel é considerado um veiculo para a transferéncia de genes de resisténcia entre SCoN e S.
aureus e € utilizado para inferir a filogenética de amostras de Staphylococcus spp. (SZCZUKA
etal., 2018; LONCARIC et al., 2019; SHIN et al., 2019; TEKELI, OCAL, DOLAPCI, 2020;
MENG et al., 2020; PINHEIRO-HUBINGER et al., 2021).

Os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) estdo sendo cada vez mais utilizados no
tratamento de SCoN, que atuam na inibicdo da sintese da parede celular, o que levou ao
surgimento de amostras com suscetibilidade reduzida aos mesmos. Entre os SCoN, a resisténcia
aos glicopeptideos é mais comum em S. epidermidis e S. haemolyticus e € uma preocupacéo
clinica significativa. Em particular, a resisténcia a teicoplanina tornou-se mais comum que a
resisténcia a vancomicina em espécies de SCoN, sendo a heteroresisténcia a vancomicina cada
vez mais relatada em ambientes hospitalares. No entanto, a resisténcia homogénea aos
glicopeptideos é raramente observada (EHLERSSON et al., 2017, BAKTHAVATCHALAM
et al., 2017; MICHELS et al., 2021) e quando associada a amostras resistentes também a
meticilina, acaba por limitar o conjunto de terapéuticas disponiveis. Tanto a resisténcia a
vancomicina quanto a teicoplanina, € mediada pelos genes vanA, sendo encontrado em maior
guantidade, em ambos, e vanB (menos encontrado) porém, somente mediando resisténcia a
vancomicina (ROSIN, 2017; AL-TAMIMI et al., 2020; YU et al., 2020).

Recentemente, um novo grupo semi-sintético derivados dos glicopeptideos foram
criados, os lipoglicopeptideos: oritavancina, telavancina e dalbavancina. A atividade desses
antimicrobianos assemelham-se a dos glicopeptideos, obviamente, e suas principais indicaces

sdo infeccBes agudas de pele e de sua estrutura. Seu uso clinico ainda € limitado, ainda mais
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por terem efeitos colaterais relevantes como reacdo a infusdo e possiveis interacdes
medicamentosas (oritavancina), insuficiéncia real (televancina) e sintomas gastrointestinais e
elevacdo das enzimas hepaticas (dalbavancina) (MICHELS et al., 2021).

Ja a daptomicina é um lipopeptideo ciclico, que atinge a membrana celular de bactérias
Gram-positivas, assemelhando a a¢éo dos glicopeptideos. Mesmo tendo uma baixa resisténcia
relacionada aos SCoON, esse antimicrobiano foi prioritariamente associado a infeccOes
bacterianas agudas na pele por cocos Gram-positivos e sendo uma alternativa a linezolida no
tratamento de infecgdes por Enterococcus resistentes a Vancomicina (VRE). Ele ainda é
utilizado em ambiente nosocomial nas infeccBes articulares protéticas por estafilococos
resistentes a oxacilina, vancomicina e bacteremia por S. aureus, incluindo endocardite. Sua
consequéncia adversa de uso ¢ a toxicidade muscular reversivel (MICHELS et al., 2021).

O moxifloxacino € um antimicrobiano pertencente a quarta geracédo das fluorquinolonas,
que representam um grande avango da antibioticoterapia, sendo uma das principais opgoes
terapéuticas para varias infeccGes. Sdo considerados antimicrobianos de amplo espectro,
atuando em bactérias tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, particularmente contra as
bactérias comunitarias, incluindo os principais cocos Gram-positivos como, 0 género
Staphylococcus. Acredita-se que este antimicrobiano atue inibindo as topoisomerase de DNA
do tipo Il (girases) e topoisomerase do tipo IV, que sdo necessarias para a sintese de mMRNA
bacterianos (transcricdo) e replicacdo do DNA, resultando na morte celular da bactéria. O
tratamento com moxifloxacino geralmente € muito bem tolerado pelos pacientes com baixa
incidéncia de eventos adversos (PUBCHEM, 2022).

Com o aumento global dos patégenos MDR, o uso da linezolida tem sido cada vez mais
utilizado desde os anos 2000, sendo considerada a oxazolidinona mais amplamente utilizada
para tratamento de infecgbes. Pertencem a essa classe de antimicrobianos as drogas
bacteriostaticas que inibem a sintese proteica. O seu principal papel era tratamento de infeccdes
por VRE, porém poucos recomendam 0 Seu uso como tratamento de primeira linha para
combater SCoN. O uso imprudente da linezolida estd associado ao surgimento de amostras
resistentes, em particular da espécie S. epidermidis. SCoN, como na maioria das bactérias,
desenvolvem mais facilmente resisténcia a linezolida apds serem expostos ao antimicrobiano,
podendo transmitir essa resisténcia facilmente para outras espécies do género Staphylococcus.
Essa resisténcia pode estar relacionada as mutacdes do dominio V da sequéncia 23S rRNA, na
sequéncia 50S rRNA ou ainda na aquisi¢do de genes cfrA, cfrB e optrA, sendo que somente 1

a 2% dos casos abrigam a resisténcia a linezolida. Toxicidade da medula 6ssea, acidose lactica
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e neuropatias sdo efeitos colaterais graves e parcialmente irreversiveis desse antimicrobiano
(BUTIN et al., 2017; MICHELS et al., 2021).

1.5 Biofilme

Estima-se que 80% das infeccOes microbianas sejam relacionadas a capacidade dos
microrganismos produzirem biofilme, refletindo diretamente na despesa mundial relacionada a
salde, sendo necessario o enfogque em novas possiveis estratégias terapéuticas. Biofilmes
desempenham papeis importantes nas infec¢des relacionadas a dispositivos médicos, como
dispositivos circulatorios, cateteres urinarios, lentes de contato, implantes ortopédicos e
cardiacos, onde é formado uma matriz extracelular composta por bactérias e biopolimeros. Eles
podem se formar tanto em superficies bidticas quanto abioticas, sendo extremamente dificeis
de extinguir, pois dentro do biofilme as bactérias sdo protegidas tanto do sistema imune do
paciente quanto da terapia antimicrobiana (CAMPOS-SILVA et al., 2019; GRAF et al., 2019;
AL-HAQAN et al., 2020; MICHALIK et al., 2020; MICHELS et al., 2021). Informacdes sobre
a formacdo e estrutura do biofilme associados ao género Staphylococcus sdo mais estudadas em
S. aureus e S. epidermidis, deixando limitado o conhecimento desses aspectos em correlacéo a
outras espécies estafilococicas (SZCZUKA; TELEGA; KAZNOWSKI, 2014).

O biofilme é formado por um aglomerado de multicamadas celulares embutidos em uma
matriz extracelular polissacaridica (constituida de substancias poliméricas como
polissacarideos, DNA extracelular (¢€DNA) e proteinas, podendo variar em relacdo a condi¢édo
ambiental e diferentes espécies bacterianas. Esses compostos facilitam a adesdo e protegem o
microrganismo contra a a¢do ndo s6 dos antimicrobianos, como também da atuacéo do sistema
imunoldgico do hospedeiro. A colonizacdo da superficie e desenvolvimento do biofilme
acontece geralmente em cinco estagios: (i) adesdo reversivel, onde células plancténicas sao
fracamente ligadas ao substrato por interacGes como eletrostatica, van der Waals ou interaces
hidrofobicas, estabelecidas por componentes da superficie microbiana que reconhecem
moléculas de matriz adesiva (MSCRAMM), que acabam se ligando ao fibrinogénio,
fibronectina e colageno constituintes do tecido do hospedeiro; (ii) adesao irreversivel, quando
as células aderem ao substrato e formam aglomerados; (iii) primeira parte da maturacdo do
biofilme, onde o aglomerado celular amadurece e acaba se dispondo gradualmente em camadas
associados a matriz exopolissacaridea (EPS) (nessa etapa ha a deteccéo e sinalizagdo de quorum
sensing), tendo também a producdo de acidos teicoicos, proteinas e DNA, onde as estruturas

ficam num formato de cogumelo para facilitar a entrega de nutrientes a camadas mais profundas
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do biofilme; (iv) segunda parte da maturacdo do biofilme, quando os aglomerados celulares
atingem espessura maxima e (v) dispersao do biofilme, onde as células deixam o biofilme para
disseminar para locais distais, devido a atividade do surfactante, como os peptideos de modulina
solavel em fenol (PSM), assumindo papéis importantes na integridade e estruturacdo do
biofilme (Figura 1) (LE, PARK, OTTO, 2018; KOT; SYTYKIEWICZ; SPRAWKA, 2018;
GRAF et al., 2019; JASINSKA et al., 2021; ZAMMUTO et al., 2023).

Figura 1 - Etapas de desenvolvimento do biofilme
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Fonte: Trentin; Giordani; Macedo (2013)

O uso prolongado de dispositivos médicos implantaveis, principalmente em pacientes
criticos, sdo as principais causas das infec¢fes associadas ao biofilme relacionado aos SCoN.
A adesdo bacteriana e a formacéo de biofilme em superficies bidticas, como tecidos biologicos
do hospedeiro e abitticas, como a superficie lisa de biomateriais tem suma importancia e sao
intensamente ligadas a autoproducdo da matriz extracelular, constituida de EPS (também
conhecidos como slime), proteinas, DNA extracelular e lipideos. Essa matriz garante a
comunidade organizada de células bacterianas formadoras do biofilme menor susceptibilidade
a desinfetantes e agentes antimicrobianos, além de proteger contra mecanismos de defesa e
imunidade do hospedeiro (UYANIK et al., 2014; ZAMMUTO et al., 2023).

A capacidade de biofilmes aderirem em superficies abidticas é facilitada principalmente
por proteinas de superficie como a adesina intercelular polissacaridica (PIA), constituida por
poli-b(1-6)-N-acetilglicosamina e sendo reguladas pelo operon icaADBC (locus ica), composto
por quatro genes, que codificam as proteinas necessarias para a geracdo da PIA. Também com

papeis significativos na formacéo de biofilme, temos o gene icaA que faz mediacdo entre a
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adesdo intercelular de bactérias e o acimulo de multicamadas de biofilme e o gene icaD, que
tem papel importante na expressdo maxima da N-acetil glucosaminil transferase, resultando na
expressao da adesina capsular polissacaridica (PSA). O transporte do gene icaA associado a
formacéo de biofilme e do gene mecA relacionado a resisténcia a oxacilina garantem aos SCoN
a persisténcia por muito tempo no ambiente hospitalar (KOT; SYTYKIEWICZ; SPRAWKA,
2018; AHMED et al., 2019; GRAF et al., 2019; AL-HAQAN et al., 2020; JASINSKA et al.,
2021).

Outro produto que tem sido associado a adesdo do biofilme ao hospedeiro sdo as
hidrolases peptideoglicanas ou autolisinas, que promovem um papel importante na remodelacédo
e degradacdo da parede celular bacteriana, além da atividade autolitica gerando a liberacao de
eDNA. No género Staphylococcus, a autolisina principal (Atl) é uma proteina homoéloga de
funcdo semelhante, que facilita condi¢des de crescimento, divisdo e separacdo celular
bacteriana, auxiliando diretamente no desenvolvimento do biofilme. O gene correspondente atl
expressa uma proteina bifuncional com dominios amidase e glucosaminidase, que resulta numa
adesdo significativa em superficie de poliestireno (HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019;
PORAYATH etal., 2018; KLUJ et al., 2018; LEONARD et al., 2023).

A proteina Bap (associada ao acumulo do biofilme), foi originalmente identificada como
fator de viruléncia em S. aureus, encontrado em mastite bovina. Mais tarde, os genes
relacionados a essa proteina foram encontradas em SCoN também de mastite de animais e em
amostras de pacientes hospitalares de Staphylococcus cohnii e S. haemolyticus. A proteina
Embp, relacionada ao gene embp de S. epidermidis, regula a adesdo intercelular e a ligacdo a
fibronectina (HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019).

Quando as principais proteinas extracelulares e plasmaticas do hospedeiro, como a
fibronectina, fibrinogénio, heparina e vitronectina, sdo associadas as proteinas Bap e Atl, haum
maior fortalecimento da mediacdo dessa ligacdo associada a formacdo do biofilme
(PORAYATH et al., 2018).

A matriz do biofilme associado aos estafilococos € normalmente composta por
polissacarideos como a PIA, porém também pode conter outras proteinas, incluindo a proteina
associada a acumulo (Aap) e DNA extracelular. A aap é uma proteina ancorada na parede
celular, codificada pelo gene aap e é composta por dois dominios A e B. O domino A ¢
primeiramente envolvido na adesdo da bactéria a células epiteliais ou superficies plasticas, e
apos esse primeiro momento ocorre a clivagem desse dominio, liberando o B que aumenta o

acumulo de célula a célula, proporcionando a formacdo do biofilme. Impressionantemente, ja
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foi relatada em estudos a possibilidade de espécies formarem biofilme através da aap, mesmo
que sejam incapazes de produzir a PIA (ALABDULLATIF, RAMIREZ-ARCOS, 2018).

Fatores de viruléncia estafilocdcica permitem a colonizacdo comensal e sua persisténcia.
Sendo as adesinas um dos fatores que permitem que as bactérias consigam se aderir aos
componentes da matriz do hospedeiro, podendo se ligar ao colageno, fibronectina, elastina,
laminina e sialoproteina 6ssea. As proteinas de ligacéo a fibronectina (relacionados ao genes
fnbA e fnbB) e a proteina de ligacdo ao colageno (genes cnb) colaboram para a viruléncia em
doencas invasivas, sendo frequentemente detectados em amostras estafilococicas encontrados
em infecgdes de pele e em pessoas de doenca invasiva. Codificado pelo gene epbS, a proteina
de ligacdo a elastina de S. aureus (EbpS) é uma proteina associada a superficie celular, que se
liga a elastina, o principal componente da matriz extracelular da fibra elastica, promovendo a
colonizacdo de tecidos dos mamiferos. Ja a interacdo com o fibrinogénio é facilitada por uma
proteina ligadora de fibrinogénio (Fbe/SdrG), codificada pelo gene fbp (KOT;
SYTYKIEWICZ; SPRAWKA, 2018; NOWROUZIAN et al., 2021; MAURIN et al., 2021,
ZHANG et al., 2022).

Na literatura, existem fortes evidéncias que a transferéncia horizontal de genes €
também a responsével por transmitir o fator de viruléncia entre as espécies. Os reguladores
chave da viruléncia nas infeccdes estafilocdcicas sdo a codificagdo ou supressdo de dois loci
divergentes: do regulador de gene acessorio (agr) e regulador do acessério estafilocécico (sar).
O sistema agr modula fatores de viruléncia como proteases, lipases, nucleases e expressdo de
proteinas de ligacdo a superficie e sar pode tanto modular o sistema agr (formando um locus
agr independente de proteinas associadas a parede celular) como modular a proteina de ligacdo
a fibronectina, adesinas, proteina A e exoproteinas (MICHALIK et al., 2020; SOARES;
VIEGAS; CABRAL, 2022).

Quando comparamos as bactérias cultivadas de forma planctonicas (que pouco refletem
as condicdes naturais desse microrganismo) com o biofilme, observamos diversas alteracoes
nas taxas de crescimento, no metabolismo e no perfil de expressdo génica. Ou seja, quando se
unem em um biofilme, acabam agregando caracteristicas importantes de sobrevivéncia e geram
uma grande dificuldade em seu tratamento, pois reduzem sua atividade metabdlica e séo
protegidas pela matriz polissacaridica que o reveste, atuando como uma barreira protetora
contra os agentes antimicrobianos e o proprio sistema imunoldgico de seu hospedeiro (GRAF
etal., 2019).

A terapia médica para tratar infec¢des associadas ao biofilme pode refletir em grandes

desafios, incluindo primeiramente a abordagem dos riscos para 0 pacientes antes de
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procedimentos, bem como a utilizagdo de recursos do sistema de satide sem excesso de custo.
Por ndo existir um antimicrobiano disponivel capaz de eliminar totalmente um biofilme ja
estabelecido em um dispositivo médico, seu controle deve ser realizado através de remogéo
cirurgica do material contaminado e a inser¢do de um novo. Além disso, 0 entendimento da
formagéo do biofilme microbiano e a busca de novas opc¢des de tratamento, evitando a
administracdo prolongada, sdo aspectos importantes para o conhecimento de pesquisas (LE,
PARK, OTTO, 2018; CAMPOS-SILVA et al., 2019).

E considerado um grave problema quando ha a formagc&o de biofilme em implantes de
materiais artificiais, podendo levar a infecces. Isso pode ocorrer em dispositivos médicos que
estdo em contato direto com o sangue. Sua ocorréncia, quando relacionada a pacientes
submetidos a bioimplantes, tem aumentado de maneira significativa, tornando-se preocupante,
pois 0 processo de adesdo bacteriana influencia diretamente na morbimortalidade de pacientes
e custos envolvidos. Neste caso, patdgenos como SCoN e S. aureus, utilizam-se tanto da
exploragdo de componentes extracelulares e elementos plasmaticos para colonizar tecidos
guanto buscam a protecdo contra mecanismos imunoldgicos do hospedeiro (MORAES et al.,
2013; SUED-KARAM et al., 2022).

Os biomateriais séo dispositivos de origem natural ou sintética, que entram em contato
com sistemas bioldgicos, podendo ter aplicacdes diagnoésticas, vacinais, cirdrgicas ou
terapéuticas. Para que sejam utilizados, é necessario o tratamento quimico afim de eliminar a
possibilidade de transmissdo de microrganismos, como por exemplo o glutaraldeido em
membrana de pericardio bovino. Sua funcionalidade ¢ diversa, podendo variar entre tecidos de
partes moles, regeneracdo 6ssea, odontologia, ortopedia, substitutos de valvulas cardiacas, entre
outros (PIRES et al., 2015; ANJOS, 2015).

As infecdes bacterianas constituem uma grave complicacdo no periodo pds-operatorio.
Durante as Ultimas décadas foram efetuadas inGmeras tentativas para evitar as infeccdes
relacionadas pelos implantes ortopédicos. Entretanto, esses implantes estdo sujeitos a infecgcoes
relacionadas a biofilmes bacterianos, incluindo superficies de aco cirargico, que sé podem ser
erradicados por remogdo traumética do implante e acompanhada por terapia antimicrobiana
(DAROUICHE, 2004; EHRLICH et al., 2006).

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas de uma bactéria € importante para
avaliar o seu processo de adesdo bacteriana, onde ha uma necessidade de obter parametros da
superficie celular como o tipo de carga, relacionada diretamente aos grupos funcionais como

carboxilicos fosforicos, hidroxila e amina. Em superficies de bactérias Gram-negativas, esses
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grupos estdo associados ao pepetideoglicano e &cidos teicoicos, enquanto para as Gram-
negativas aos lipopolissacarideos, fosfolipideos e proteinas (HAMADI et al., 2011).

A avaliacdo da hidrofobicidade bacteriana € um fator importante na capacidade do
microrganismo aderir, invadir e causar danos ao hospedeiro, bem como estar influenciando
diretamente na formacé&o e desenvolvimento do biofilme em mdltiplas superficies, relacionando
a diferentes espécies de microrganismos patogénicos. Para medir a hidrofobicidade, € utilizado
a técnica de Microbial Adhesion To Hydrocarbon (MATH), através da analise da interacdo ao
hidrocarboneto alifatico de cadeia longa, o n-Hexadecano (MATTOS-GUARALDI et al.,1999;
ROSEMBERG, 2006; PUBCHEM, 2022).

Esse tipo de fenotipo esta sendo utilizado para avaliar situagfes associadas a diversas
espécies de microrganismos como: formacdo de biofilme em Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosas, microrganismos de solo que degradam petroleo, a influéncia de
compostos naturais nos niveis de hidrofobicidade de S. capitis, formagdo do tubo germinativo
e agregacao celular em Candida spp., entre outros (ROSEMBERG, 2006; KHUSRO et al.,
2020).

1.6 Células epiteliais de carcinoma nasofaringeo - Linhagem Detroit 562

Dados recentes revelaram que espécies do género Staphylococcus spp., anteriormente
categorizadas como bactérias extracelulares, sdo, na verdade, capazes de invadir inimeros tipos
de células hospedeiras, fagocitos e células ndo fagociticas como fibroblastos e células epiteliais,
entre outras. Patdgenos oportunistas podem ter uma variedade de fatores de viruléncia que
facilitam a ligacdo com células e permitem a invasdo tecidual. Quando relacionados aos
Staphylococcus spp., os sistemas reguladores como os loci agr e sar, responsaveis pela
regulacdo de moléculas associadas a células, podem ser responsaveis pela associacdo bacteriana
(VAN WAMEL 1998; SOUZA et al., 2012; JASINSKA et al., 2021).

Bactérias, quando internalizadas nas células hospedeiras, sdo capazes de induzir a
apoptose e podem sobreviver e persistir de maneira intracelular por muitos dias. Além disso,
elas podem possuir resisténcia aos agentes antimicrobianos e aos proprios componentes do
sistema imune do hospedeiro, que dificultam a sua eliminacdo. A morte celular, quando
induzida pelo S. aureus, por exemplo, é associada a capacidade de secretar toxinas citoliticas,
como a toxina o (alfa) ou leucocidina de Panton-Valentine (PVVL). Porém quando relacionadas

aos SCoN como S. epidermidis, raramente estdo associadas a persisténcia celular, ainda que
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associadas a infecgdes invasivas, devido possivelmente a um menor nimero de fatores de
viruléncia em comparacgdo ao S. aureus (SOUZA et al., 2012; JASINSKA et al., 2021).

Para que as espécies, principalmente do género Staphylococcus, iniciem e estabelecam
infeccdes, a adesdo delas as células do hospedeiro é um passo inicial importante. Essas espécies
expressam diversas proteinas e/ou adesinas como 0 MSCRAMM, que se ligam a compostos
que constituem a superficie celular, como fibrinogénio, fibronectina, coldgeno e outros. Apos
a adesdo ao tecido, o biofilme do Staphylococcus spp. € capaz de se proliferar e produzir uma
matriz extracelular, com componentes importantes como o PIA, eDNA, &cidos teicoicos e
proteinas. O PIA é considerado essencial para a formacao do biofilme e garante a evasdo quanto
a resposta imune do hospedeiro (JASINSKA et al., 2021)

A célula epitelial humana Detroit 562 ¢é derivada do liquido pleural de uma mulher
adulta com carcinoma faringeo primario. Essas células possuem uma enzima do tipo B glicose-
6-fosfato desidrogenase (G6PD), uma enzima codificada por um gene housekeeping que
desempenha papel vital na prevencdo de danos celulares em espécies reativas de oxigénio
(ROS) (DOMON et al., 2019; JASINSKA et al., 2021; RICHARDSON; O’MALLEY, 2022).

Poucos estudos correlacionam o género Staphylococcus e associacdo a célula Detroit
562, sendo um dos primeiros estudos relacionados a0 MRSA e essas culturas celulares (VAN
WAMEL et al., 1998). A maior parte dos dados obtidos na literatura estdo associados aos S.
aureus, onde alguns estudos avaliam juntamente outras espécies como, Streptococcus
pneumoniae, Escherichia coli, Candida albicans e S. epidermidis, também associados ao uso
de compostos bactericidas, virus ou outros microrganismos, que podem alterar a capacidade de
associacao bacteriana com a célula Detroit 562. (GREEN et al., 2011; DOMON et al., 2019;
ARBELAEZ et al., 2021; JASINSKA et al., 2021).

1.7 Galleria mellonella

A pesquisa translacional microbiolégica, frequentemente utilizando mamiferos como
padrdo ouro, possui uma nova oportunidade para aumentar conhecimentos através do uso de
modelos de animais invertebrados, como sistemas alternativos que incluem diversas formas
como a infec¢do da corrente sanguinea de peixes, infeccao de trato digestivo de Caenorhabditis
elegans e 0 uso de insetos para avaliar diferentes aspectos da patogénese microbiana (JORJAO
et al.,, 2018; CAMPOS-SILVA et al., 2019; SHEEHAN, DIXON, KAVANAGH, 2019;
SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).
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Estudos utilizando organismos vivos S0 necessarios para a compreensdo de
mecanismos de interacdo, adesdo e dano tecidual de patdgenos. Um dos experimentos in vivo
disponiveis para essa analise é a utilizacdo do modelo de Galleria mellonella. A G. mellonella
(Linnaeus, 1758), também chamada de grande mariposa da cera (greater wax moth), é uma
lepidoptera pertencente a familia Pyralidae, tem ampla distribuicdo geogréfica e seu habitat
consiste nas colmeias de abelhas do género Apis. E considerada uma das mais destrutivas pragas
que infestam a apicultura, devido a alimentacao de suas larvas ser a base de mel, pele da pupa
das abelhas, pdlen coletado pelas abelhas operarias, cera do favo de mel e as ninhadas (JORJAO
etal., 2018; EL-ELA et al., 2021; SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

A G. mellonella é considerada uma praga holometéabola tipica e apresenta quatro
estagios de desenvolvimento: ovo, larvas, pré-pupa/pupa e inseto adulto, na forma de mariposa.
Seus ovos sdo brancos ou levemente rosados e levam de 5 a 8 dias, na temperatura de 24-27°C,
para eclodirem e se tornarem larvas. Ja as larvas séo brancas ou beges e medem de 1 a 23 mm,
e levam em torno de 6 a 7 semanas para o proximo nivel de desenvolvimento. Elas tecem fios
de sedas em todos seus estagios de muda (8 a 10) e no ultimo tece seu verdadeiro casulo
(JORJAO et al., 2018; EL-ELA et al., 2021; SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

Logo apos, as larvas se tornam pupas avermelhadas e imobilizadas, e dai até virarem
mariposa levam de 1 a 8 semanas, sem alimentacdo do inseto nesse periodo. As mariposas sdo
avermelhadas ou bege claro, ativas durante a noite e podem colocar 50 a 150 ovos. Mariposas
macho sdo ligeiramente menores e mais claras que as fémeas, e as fémeas apresentam
probdscide bifurcada e palpos labiais projetando-se para frente com aparéncia de bico. Todo o
ciclo de vida desse inseto corresponde a aproximadamente 40 dias, dependendo das condicdes
ambientais como temperatura e oferta de alimento. As G. mellonella foram relatadas pela
primeira vez associadas as colmeias de Apis cerana (Fabricius, 1793), espalhando-se
mundialmente como uma importante praga (JORJAO et al., 2018; EL-ELA et al., 2021;
SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

Para estudos que necessitam analise da viruléncia de patdgenos bacterianos ou fungicos,
medir toxicidade de compostos e determinar a atividade in vivo de antimicrobianos,
correlacionados a humanos, as larvas de G. mellonella tém sido amplamente utilizadas como
modelos experimentais alternativos de hospedeiros. Os indculos no corpo dos hospedeiros séo
precisos e seu sistema imunologico tem alto grau de semelhanca e funcionalidade com a dos
mamiferos, envolvendo tanto respostas celulares como humorais. Assim € possivel analisar a
patogenicidade bacteriana e os determinantes de viruléncia de maneira similar ao uso dos
modelos convencionais (GIBREEL; UPTON, 2013; JORJAO et al., 2018; LI et al., 2018;
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CAMPOS-SILVA et al., 2019; SHEEHAN, DIXON, KAVANAGH, 2019; SOUSA et al.,
2019; ANTOINE et al.,, 2021; EMERY; BUTT,; COATES, 2021; SOARES; VIEGAS;
CABRAL, 2022).

Dentre os mecanismos de defesa pertencentes a G. mellonella, é possivel observar a
presenca da primeira linha fisica de defesa, através da cuticula que reveste completamente o
inseto, a base de quitina, um polissacarideo formado por mdltiplas camadas de N-
acetilglicosamina. Logo que o patogeno ultrapassa essa barreira, identificam-se outras formas
de defesa, a respostas imunes a celular e a humoral. A resposta imune celular nesse organismo
consiste na utilizacdo de hemacritos (semelhantes aos fagédcitos em mamiferos), que tem como
funcbes: fagocitose, encapsulamento, nodulacdo e coagulagdo da hemolinfa. Enquanto a
resposta imune humoral é formada por diversos peptideos que auxiliam na neutralizagdo e
eliminacdo do patdégeno, como a melanina, responsavel tanto pela melanizacdo do patdgeno
quanto pela cicatrizacdo do inseto, moléculas do tipo complemento e peptideos antimicrobianos
(JORJAO et al., 2018; SOARES; VIEGAS; CABRAL, 2022).

Outras diversas vantagens técnicas que esse modelo in vivo possui sdo o baixo custo de
manutencdo laboratorial, facilidade em seu manuseio (possibilitando trabalhos em larga escala),
auséncia de restricdes éticas, susceptibilidade a diversos patdgenos, producao de resultados em
curto espaco de tempo e a facil observacdo de resultado, pois uma vez infectada o corpo da
larva escurece devido a melanizagdo e a motilidade diminui, diferentemente de outros
invertebrados. Larvas de G. mellonella tém sido usadas para estudar a viruléncia de bactérias,
independentemente de suas caracteristicas fenotipicas, sendo possivel encontrar estudos
relacionando as bactérias S. aureus, espécies de Streptococcus spp., Corynebacterium ulcerans,
Pseudomonas aeruginosas, Bacilus cereus, dermatofitos, espécies de Aspergillus spp.,
Cryptococcus neoformans e Candida albicans (GIBREEL; UPTON, 2013; JORJAO et al.,
2018; ANDREA; KROGFELT; JENSSEN, 2019; CAMPOS-SILVA et al., 2019; LOUREDO,
2019; SHEEHAN, DIXON, KAVANAGH, 2019; SOUSA et al., 2019; ANTOINE et al., 2021,
SOARES; VIEGAS; CABRAL , 2022).

Quando relacionadas a viruléncia das bactérias estafilocdcicas, é sabido que os modelos
de mamiferos sdo considerados “padrdo ouro” nas andlises, porém sdao complexos e de baixo
rendimento. Quando ha a utilizagdo da G. mellonella como modelo in vivo de ensaios sobre
viruléncia torna-se mais simples de iniciar, previsiveis, reproduziveis e quantificaveis, além de
relativamente mais rapidos. Essas larvas sdo utilizadas para testes da atividade de agentes

antimicrobianos, sendo sua morte rapida nos ensaios, ser um possivel marcador laboratorial
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alternativo capaz de saber se tal espécie bacteriana é capaz de causar doenca aguda grave
(GIBREEL; UPTON, 2013; BOAKES et al., 2016).
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2 JUSTIFICATIVA

Nas Ultimas décadas, espécies de SCoNs tém sido reconhecidos como importantes agentes
etiologicos de processos infecciosos diversos, visto que € apontado como um dos principais
agentes de IRAS, relacionados aos dispositivos médicos invasivos. O tratamento de infeccdes
por esses patdgenos tem se tornado cada vez mais um desafio para a saude publica mundial,
devido ao aumento da expressao da resisténcia bacteriana a maltiplos agentes antimicrobianos
utilizados na prética clinica, despertando também o interesse de investigadores sobre 0s
aspectos relacionados a patogenicidade e resisténcia aos antimicrobianos.

A capacidade de invadir células e tecidos dos hospedeiros € um dos mais importantes
fatores de viruléncia relacionadas a infeccdes persistentes. Os mecanismos de patogenicidade
de S. capitis e S. hominis ainda sdo pouco elucidados, porém, acredita-se que sua habilidade de
causar infec¢do esta diretamente relacionada a sua capacidade de formar biofilme.

Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que a
capacidade de formacdo de biofilme em superficies abidticas (cateteres de silicone e
poliuretano, vidro, poliestireno) é capaz de favorecer a evolucao de diferentes tipos de infeccéo
causadas por amostras de SCoN. O uso de biomateriais implantaveis (como por exemplo: ago
cirdrgico e membrana de pericardio bovino), t€ém o objetivo de corrigir os mais diversos tipos
de problemas relacionados a satide humana, contudo a formagao de biofilme nestes biomateriais
gera grande preocupacdo a respeito da morbimortalidade dos pacientes.

Deste modo, estudos adicionais permanecem necessarios para avaliar 0s processos
multifatoriais de viruléncia que contribuem para a patogénese da sepse por S. capitis e S.
hominis. E muito importante a compreenso mais profunda da patogenicidade das espécies em
questdo nesse estudo, para que possam ser elaboradas estratégias preventivas e terapéuticas
eficientes contra as infec¢des relacionadas a esses patdgenos nosocomiais, necessitando de cada
vez mais politicas de saude publicas, que reflitam no controle e vigilancia dessas espécies. A
capacidade desses microrganismos ultrapassarem as barreiras hematoldgicas ainda é motivo de
investigacdo, pois 0S mecanismos envolvidos neste processo de invasdo ainda ndo foram
esclarecidos.

Sendo assim, € necessario entdo, que se estabelega a vigilancia permanente tanto da
patogenicidade quanto da resisténcia dos S. capitis e S. hominis e aos antimicrobianos utilizados
na clinica, além de ser imprescindivel, medidas cuidadosas no controle de infeccdo para limitar

a propagacao de amostras multirresistentes dentro e fora das unidades de salde.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral, investigar aspectos fenotipicos e
genotipicos da capacidade de aderéncia e formacdo de biofilme em superficies bioticas e
abioticas, mecanismos de resisténcia e viruléncia, alem da patogenicidade para larvas de G.

mellonella de amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de hemoculturas.

3.2 Objetivos especificos

a) Identificacdo das amostras de SCoN, previamente isoladas de
hemoculturas, por métodos fenotipicos e pela técnica de MALDI-TOF;

b) Andlise do perfil de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos
diversos segundo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BrCAST) através:

a. do teste de disco-difuséo;
b. da determinacdo de concentracao inibitoria minima (CIMs);

c) Investigacdo da presenca de perfis de multirresisténcia (MDR) aos
agentes antimicrobianos testados;

d) Pesquisa do gene codificador de resisténcia a oxacilina (mecA) atraves
de ensaios de PCR,;

e) Avaliacdo dos seguintes aspectos quanto a capacidade de formacdo de
biofilme:

a. Producéo de slime em meio Agar Vermelho do Congo (CRA);

b. Formacéo de biofilme em superficies abioticas (vidro, poliestireno, aco
e cateter);

c. Formacédo de biofilme em superficie bidtica (membrana de pericardio
bovino);

d. Pesquisa das propriedades hidrofobicas utilizando ensaios com

hidrocarboneto n-Hexadecano;



46

e. Pesquisa dos genes icaA, atl, fop, aap, bap, fnbA e epbS, codificadores
de producdo de slime e formacéo de biofilme utilizando ensaios de PCR;
f. Analise morfoldgica e estrutural pela técnica de microscopia eletrénica
de varredura (MEV) da formacéo de biofilmes em superficies bidticas e
abidticas;
f) Investigagdo da capacidade da interacdo bacteriana através de ensaios de
interacdo celular utilizando células epiteliais humanas da linhagem Detroit 562;
9) Avaliacdo do potencial de viruléncia de amostras de diferentes perfis
fenotipicos e genotipicos de S. capitis e S. hominis isoladas de sangue utilizando
G. mellonella como modelo experimental de infeccéo;
h) Realizacdo do sequenciamento do DNA e analise gendmica:
a. Extracdo, purificacdo, quantificacdo e analise da qualidade do DNA
gendmico para 0 sequenciamento do genoma bacteriano;
b. Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma bacteriano;

c. Confirmacdo taxondmica do genoma sequenciado.
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4 METODOLOGIA

4.1 Origem e identificacdo das amostras bacterianas

Foram analisadas 18 amostras de SCoN previamente isoladas de hemoculturas de
pacientes de diversos setores internados no Hospital Universitario Pedro Ernesto
(HUPE/UERJ), durante os anos de 2010, 2013 e 2014. As amostras foram isoladas e
caracterizadas preliminarmente no Laboratorio de Bacteriologia do Hospital Universitario
Pedro Ernesto (LABAC/HUPE/UERJ).

Os microrganismos estudados foram obtidos da Bacterioteca do Laboratorio de Difteria
e Corinebacterioses de Importancia Clinica — LDCIC — Disciplina de Microbiologia e
Imunologia — FCM/UERJ, mantidos e estocados em solugdo de GC-Glicerol a 20% (Medium
Base, Difco Labs, Detroit, MI, USA), em temperatura de -20°C (até 0 momento da realizacdo
dos testes).

Testes fenotipicos foram realizados para a identificacdo preliminar das amostras,
incluindo: semeadura em Agar Chapman, coloragio de Gram, testes de producdo de catalase,
coagulase e desoxirribonuclease (DNAse). As amostras foram semeadas em Agar Sangue de
Carneiro 5% para verificar a producdo de hemolise, além da morfologia celular e pureza da
cultura bacteriana (KONEMAN et al., 2008).

4.2 Identificacdo bacteriana pela técnica de MALDI-TOF

As amostras preliminarmente isoladas e identificadas no LABAC/HUPE/UERJ, tiveram
sua identificacdo confirmadas por MALDI-TOF e analisadas no LDCIC, pelo método direto de
identificacdo (THEEL et al., 2012; WOUDSTRA et al., 2023). Os perfis de proteinas
bacterianas obtidos foram comparados com um banco de dados de espectros de massa de
referéncia bacteriana para identificacdo rapida no género e espécie, e foi considerado o score >
1,900 para confiabilidade da identificacdo das espécies estudadas.

As amostras foram semeadas em Agar Muller Hinton e incubadas a 35 °C por 24 horas.
Em seguida, as amostras foram tocadas com um auxilio de alga bacterioldgica estéril e
depositada na placa metélica (Sample target) fornecida pelo fabricante do equipamento
MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics) de modo a conter ao menos 10° células
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microbianas em cada poco. Em seguida, foi adicionado aos pocos 1ul de &cido férmico a 70%
afim de obter a extracdo da bactéria alvo. A placa inoculada foi entdo mantida em fluxo laminar
até a completa secagem do material depositado. A cada pogo da placa metélica foi depositado
1 ul da matriz composta por acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, Sigma; Saint Louis, MO,
EUA) preparado em acetonitrila 50% e acido trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint Louis, MO,
EUA). Apds secagem da mistura e a formacdo 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 idGnicas 1 e 2,20 kV e 18,6 kV, respectivamente; e faixa de peso molecular 2.000 a 20.000
Da.

Espectros foram coletados atraves da somatéria de 240 disparos do laser, adquiridos
através de quatro grupos de 60 disparos lancados em regides distintas, aleatoriamente
selecionadas, em um poco 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.

4.3 Andlise dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

Foi realizado 0 método de disco-difusdo para a determinacdo do perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos, segundo BrCAST (2021, 2023), utilizando os seguintes antimicrobianos:
benzilpenicilina (PEN; 10ug), cefoxitina (CFO; 30ug), ciprofloxacino (CIP; 5ug), norfloxacino
(NOR; 10pg), gentamicina (GEN; 10ug), eritromicina (ERI; 15ug), clindamicina (DA; 02pg),
tetraciclina (TET; 30pg), linezolida (LZD; 10pg), rifampicina (RIF; 05pg) e sulfazotrim (SXT;
25pug) (OXOID, Hants, UK). Foram consideradas como amostras multirresistentes (MDR), as
amostras resistentes a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos, de acordo com
Magiorakos e colaboradores (2012).

Também foram realizados os testes de determinag&o de concentragdo inibitéria minima
(CIM) em placas de microtitulacdo para vancomicina, teicoplanina e gentamicina, para 0s
antimicrobianos linezolida e moxifloxacino foram utilizados tiras de gradiente Etest®
(bioMérieux, Marcy-1’Etoile, France) segundo normas estabelecidas pelo BrCAST (2023). O
preparo da técnica foi feito com a producéo da solucdo padrdo onde foi pesado 10mg do

antimicrobiano desejado, adicionado os solventes e diluentes especificos para cada
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antimicrobiano e em seguida a solucgéo foi filtrada através de uma membrana filtrante. Partindo
da solucgdo padréo, foi retirada uma aliquota que foi calculada pela formula: Ci. Vi = Cf. VT,
onde Ci é a concentracao inicial da solucéo; Vi é o volume inicial que vamos retirar da solucao
padrdo para obter a concentracdo desejada; Cf é a concentracgdo final da solucéo; Vf € o volume
final do meio. Depois foram colocados na microplaca 50ul do indculo e 50ul da solugdo padrao.
A microplaca foi incubada por 24 horas a 35°C * 2°C, e posteriormente foi realizada a leitura.
O primeiro poco onde ndo houve turvacdo foi a determinacdo da CIM. O dltimo poco foi a
amostra controle, onde foi colocado apenas o indculo, sem adicdo de antimicrobianos.
Conforme estabelecido pelo BrCAST (2023), para vancomicina - CIM < 4ug/ml sensiveis e
CIM > 4ug/ml resistentes; teicoplanina - CIM < 4pug/ml sensiveis e CIM > 4ug/ml resistentes;
gentamicina - CIM < 2pug/ml sensiveis e CIM > 2ug/mL resistentes; linezolida - CIM < 4pg/ml
sensiveis e CIM > 4pug/ml resistentes e moxifloxacino — CIM < 0,25ug/ml sensiveis e CIM >

0,25 pg/ml resistentes.

4.4 Avaliacéo da capacidade de formacao de biofilme

As amostras de S. hominis e S. capitis foram previamente semeadas em Agar Muller

Hinton por 24 horas a 35°C +2°C e submetidas aos seguintes ensaios:

4.4.1 Método de crescimento em Agar Vermelho do Congo (CRA)

A capacidade da producéo de slime foi avaliada pelo método de crescimento em Agar
Vermelho do Congo (CRA) (CHAIEB et al., 2005; SUED et al., 2017), onde as amostras foram
semeadas em placa, em forma de spot, em triplicata, e incubadas por 18-24 horas a 37°C e,
posteriormente, por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C). Foram
utilizadas as amostras de S. epidermidis ATCC 35984 como controle positivo e ATCC 12228
como controle negativo. Coldnias negras demonstram resultado positivo e colénias vermelhas

(ou de coloracdo rosa avermelhada) negativo.
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4.4.2 Determinacdo da intensidade de aderéncia ao vidro

A aderéncia ao vidro foi avaliada, de maneira semiquantitativa, a partir do uso de tubos
13 x 100 mm contendo 5ml de Trypticase soy broth (TSB). Aliquotas das suspensdes
bacterianas (108 bactérias/ml) foram inoculadas nos tubos e incubadas por 48 horas a 37°C. A
cada 48 horas, o0 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 o meio de
cultura e o ar — fortemente aderente; Il (++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro —
moderadamente aderente; 11l (+) — bactérias formando um anel na interface entre 0 meio de
cultura e o ar — fracamente aderente; e IV (-) auséncia de bactérias aderidas — ndo aderente.
Como controle positivo foi utilizada a amostra de S. epidermidis ATCC 35984 (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 1991).

4.4.3 Avaliacdo da formacao de biofilme em superficie de poliestireno

A formacao de biofilme em microplacas de poliestireno foi avaliada quantitativamente
através de uma modificacdo do método descrito previamente por STEPANOVIC et al (2000),
em que as amostras foram suspensas em TSB até atingir uma turvacdo equivalente a 0,5
McFarland e cultivadas a 37°C por 24 horas. Uma aliquota de 200ul de suspensdo bacteriana
em TSB foi dispensada em cada poco de placas de microtitulacdo de poliestireno contendo 96
pocos. A microplaca foi incubada a 37°C por 24 horas e, em seguida, lavada duas vezes com
200ul em tampéo salina fosfato (PBS) e, posteriormente 200ul de metanol foram adicionados
a cada po¢o e mantidos por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi retirado e a microplaca
deixada em temperatura ambiente para secagem. Em seguida, 200ul de cristal violeta a 0,2%
foram colocados em cada po¢o por 5 minutos e a microplaca foi lavada exaustivamente com
agua destilada. Depois de seca, foram adicionados aos poc¢os 200ul de acido acético a 33%, a
fim de eluir o corante. A avaliagdo de formacédo de biofilme foi realizada pela leitura de cada
poco utilizando espectrofotdmetro (570nm). Todos os ensaios foram feitos em triplicata. Foram
utilizados como controle positivo para o teste as amostras de S. epidermidis ATCC 12228 e
como controle negativo, TSB estéril. Foi calculada a média dos valores da densidade Optica
(DOc) dos trés pocos referentes ao controle negativo. De acordo com o valor dessa média, a

habilidade da formacédo de biofilme das amostras foi classificada como: ndo aderentes (-),
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fracamente aderentes (+), moderadamente aderentes (++) e fortemente aderentes (+++), como

descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Critérios utilizados para classificagdo de acordo com a aderéncia
e formacéo de biofilme

Critério Classificacdo da amostra
DO < Doc nédo aderentes (biofilme -)
DOc < DO > 2xDOc¢ fracamente aderentes (biofilme +)
2xDOC < DO < 4xDOc moderadamente aderentes (biofilme ++)
DO > 4xDOc fortemente aderentes (biofilme +++)

Legenda: DO — densidade 6ptica da amostra; DOc — densidade dptica do controle negativo
Fonte: Stepanovic et al (2000).

4.4.4 Aderéncia ao hidrocarboneto n-Hexadecano

Foram preparadas suspensdes com as amostras de S. capitis e S. hominis utilizando PBS
em absorbancia (DO) de aproximadamente 0.8 (A=570nm) e aferidos em espectrofotometro
B295I1 (Micronal, Rio de Janeiro, RJ - Brasil). Em seguida, 2ml das suspensdes bacterianas
foram recobertas com uma camada de 400ul de n-hexadecano (Sigma) e agitadas por um
minuto em vortex. Ap6s 15 minutos, em temperatura ambiente, as fases se separam
espontaneamente e a absorbancia da suspensdo bacteriana foram aferidas novamente. O
percentual de particdo da fase do hidrocarboneto foi determinado a partir da absorbéancia (DO)
do indculo bacteriano inicial da seguinte forma: [suspensdo bacteriana inicial (DO 570nm) —
fase aquosa ap6s 15 minutos (DO 570nm)] / suspensdo bacteriana inicial (DO 570nm)] x 100.
Amostras apresentando afinidade ao hidrocarboneto inferior a 50% foram consideradas
hidrofilicas (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA; ANDRADE, 1999)

4.4.5 Pesquisa da aderéncia bacteriana em cateteres de poliuretano e de silicone (técnica de

rolamento)

Essa técnica foi realizada segundo Gomes (2013) e Pereira (2014), onde as amostras

foram retiradas do estoque e semeadas em Agar Mueller Hinton (AMH) e incubadas por 24
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horas a 37°C. Em seguida uma colonia foi selecionada, semeada em TSB por 48 horas a 37°C
em aerobiose. Posteriormente, esse caldo foi centrifugado a 3000rpm por 10 minutos e lavados
2X com PBS. A partir do sedimento, foi feita uma suspensao bacteriana padronizada em tampao
PBS para obter uma turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland que equivale a
concentragdo de 10® microrganismos/ml. Logo, foram semeadas diluigdes de 1:100 e 1:1000
em AMH, incubadas a 37°C por 48 horas para realizar a contagem de unidade formadoras de
colénias (UFC).

Para etapa inicial de interacdo das amostras de S. hominis e S. capitis, com o0s cateteres
de poliuretano e silicone, um segmento de 4 a 5 cm de cateter estéril foi imerso na suspensao
bacteriana (diluida 1:100) por 48 horas a 37°C. Posteriormente, o segmento de cateter foi
retirado da suspensao bacteriana e o excesso de fluido da sua superficie e do lumen foi removido
através de agitacdo manual. Cada segmento de cateter foi entdo colocado em tubo estéril
contendo 1ml de &gua estéril e homogeneizado por agitacdo em vortex por 1 minuto.

Apos passar pelo vortex, foi feito o rolamento do segmento do cateter na superficie da
placa de agar sangue com o objetivo de verificar a presenca de microrganismos aderidos (Maki
et al, 1977). Esse procedimento foi realizado em triplicata para cada amostra, e em seguida foi
feita a média do crescimento bacteriano das UFC obtidas nas culturas a fim de se calcular o

indice de aderéncia.

4.4.6 Andlise estrutural dos biofilmes pela técnica de microscopia eletrdnica de varredura
MEV

Foram avaliadas por MEV, amostras representantes de SCoN. Primeiramente foi obtida
a producdo de biofilme, segundo Stepanovic (2000), acrescentando pequenos segmentos de
0,5cm de implante 6sseo de aco ou pericardio bovino estéreis. O contetdo de cada pogo foi
aspirado e lavado duas vezes com 1ml de salina estéril. O material foi entéo fixado em solugéo
de glutaraldeido a 2,5%, pds-fixado com tetroxido de 6smio a 1% e desidratado em diferentes
solucBes de etanol. Em seguida, o material foi submetido ao ponto critico com dioxido de
carbono, coberto com nanoparticulas de ouro e examinados em microscépio eletronico de
varredura JEOL JSM 5310 (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019). O controle negativo foi
realizado com segmentos de implantes 6sseo de aco ou pericardio bovino estéreis, os quais

também foram processados diretamente apos a remocao da embalagem comercial.
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4.4.7 Avaliacdes quantitativas da aderéncia em superficie de aco

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pocos, cada poco contendo 500ul de
suspensdes bacterianas em TSB (~108 UFC/ml) e fragmentos de 0,5cm de implantes de ago
estéreis e entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente os fragmentos
foram transferidos para tubos contendo 500l 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, para a contagem de bactérias viaveis em placa de Mueller Hinton (SOUZA et
al., 2015).

4.4.8 AvaliacOes quantitativas da aderéncia em superficie de pericardio bovino

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pocos, cada pogo contendo 500ul de
suspensdes bacterianas em TSB (~108 UFC/ml). Fragmentos de 0,5 cm de membrana de
pericardio bovino estéril e entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente
os fragmentos foram transferidos para tubos contendo 500l de salina e areia estéril e com
auxilio do vortex as células sésseis foram extraidas por abrasdo. As suspensdes obtidas foram
submetidas a diluicdo para a contagem de bactérias viaveis em placa de Mueller Hinton (SUED-
KARAM et al., 2022).

4.5 Deteccdo de genes mecA (resisténcia), icaA, atl, fbp, aap, bap, fnbA e epbS (biofilme)
pela técnica de PCR

Ensaios de deteccdo da presenca dos genes mecA, icaA, atl, fbp, aap, bap, fnbA, epbS
foram realizadas pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os
oligonucleotideos descritos no Tabela 2.

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada de acordo com Andrade-Oliveira e
colaboradores (2020). Trés a cinco col6nias de cada amostra cultivada em AMH foram
suspendidas em eppendorfs contendo solugédo de lise composta por 200ul de Chelex-100 (Bio-
Rad, Richmond, CA) a 5% e 2ul de Proteinase-K (Invitrogen) a 20ng/ml. Foram mantidos a
56°C por 1 hora, homogeneizados por 10 segundos no vortex e incubados a 100°C por 10

minutos. Do mesmo modo, os eppendorfs foram homogeneizados por 10 segundos utilizando
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0 vortex e centrifugados a 12.000rpm por 3 minutos. Em seguida, foram coletados o0s
sobrenadantes com DNA liberado e usados para a reacdo de PCR.

Os ensaios de PCR para o gene mecA foi realizado segundo Pereira-Ribeiro e
colaboradores (2019). A amplificacao foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler
Gradient), utilizando volume total de 50ul para a reagdo 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 mecA-F e mecA-R, 1,5U de Taq
DNA polimerase (Biotools, Madrid, Espanha), 5ul do tampéo da enzima 10X (10mM Tris HCI,
25mM KCI) e 2mM de MgCl.. Apos realizacdo de uma etapa de desnaturacao inicial de 94°C
por 3 minutos, foram realizados 30 ciclos de amplificagdo com desnaturagdo 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 e bap foram realizadas segundo Potter e
colaboradores (2009). A amplificagdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler
Gradient), utilizando volume total de 50l para a reagdo composta de 3ul de DNA liberado,
200puM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life
Technologies), 50 pmol de cada primer forward e reverse (1ul), 2,5U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Madrid, Espanha), 2,5ul de tampdo 10X Buffer (Sigma) (10mM Tris HCI, 25mM
KCI) e 3mM de MgCl.. A reagédo de amplificacdo realizada foi programada para desnaturacéo
inicial de 92°C por 3 min, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 72°C
por 1 minuto, seguido de uma etapa final de extensdo de 72°C por 5 minutos.

Os ensaios de PCR para os genes fop e atl foram realizadas segundo Barros e
colaboradores (2015). A amplificagdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler
Gradient), utilizando volume total de 50pul para a reagdo composta de 3ul de DNA liberado,
250uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life
Technologies), 25 pmol de cada primer forward e reverse (1ul), 1,0U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Madrid, Espanha), 2,5ul de tampdo 10X Buffer (Sigma) (10mM Tris HCI, 25mM
KCI) e 1,5mM de MgCl». A reacdo de amplificacéo realizada foi programado para desnaturagdo
inicial de 92°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de 92°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e
72°C por 1 minuto, seguido de uma etapa final de extensdo de 72°C por 5 minutos.

O ensaio de PCR para o gene aap foi realizada segundo Araujo e colaboradores (2006).
A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient), utilizando
volume total de 25ul para a reagdo composta de 3ul de DNA liberado, 250uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 25pmol de
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cada primer forward e reverse (1ul), 1,0U de Tag DNA polimerase (Biotools, Madrid,
Espanha), 2,5ul de tampdo 10X (Sigma) (10mM Tris HCI, 25mM KCI) e 50mM de MgCl.. A
reacdo de amplificacdo realizada foi programado para desnaturacdo inicial de 94°C por 5
minutos, seguido de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,
e uma etapa final de extenséo de 72°C por 5 minutos.

Os ensaios de PCR para os genes fnbA e epbS foram realizados segundo Serray e
colaboradores (2016). A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler
Gradient), utilizando volume total de 50ul para a reagdo composta de 5ul de DNA liberado,
200uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life
Technologies), 100pmol de cada primer forward e reverse (1ul), 2,5U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Madrid, Espanha), 2.5ul de tampédo 10X (Sigma) (10 mM Tris HCI, 25mM KClI) e
1.5mM de MgCl.. A reagdo de amplificagdo realizada foi programado para desnaturagéo inicial
de 94°C por 1 minuto, seguido de 30 ciclos de 94°C por 45 segundos, 50°C por 45 segundos e
72°C por 1 minuto, e uma etapa final de extensdo de 72°C por 7 minutos.

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).



Tabela 2 — Descricao dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nos ensaios de

PCR
Tamanho
. . do o
Gene Sequéncia do Primer 5°— 3’ ] Referéncia
Amplicon
(pb)
mecA F | TAG AAA TGA CTG AAC GTC CG Pereira-
154 pb Ribeiro
mecAR | TTGCGATCAATG TTACCT AG
et al, 2019
icaAAF | CGA TGG GCT CAA GGT GG 2870b Potter et al,
- p
icaAAR | TTCTTTTCGTAGCGACTGTC 2009
ATG GGA AAT A AACAAGGTTTT
bap F Potter et al,
TTACC 694pb
2009
bap R CTTCTTGTTGTTTAT CTGGGCTC
fop F | GGT GAT ACC ATT TAC CGC AC 51200 Barros et al,
p
fop R CGTGCATCGTAGTAGCGATC 2015
atl F TAA CTC AAC AAT CGA TGG CG Barros et al,
446pb
atl R GTA CCC CAAGGT GCT ACT TG 2015
aap F | CAA CGA AGG CAG AAG AAG GA 2190h Araujo et al,
p
aap R CATCCCCATCTITTCTTGCTG 2006
fnrbAF | CAT AAATTG GGA GCA GCA TCA 1270b Serray et al,
p
fnrbAR | ATC AGC AGC TGA ATT CCC ATT 2016
epbSF | AGAATG CTT TTG CAATGG AT Serray et al,
652pb
epbS R | AAT ATC GTC AAT GCA CCG AT 2016

Legenda: pb = pares de bases; F= primer Forward; R = primer Reverse.
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Fonte: A autora, 2023.

4.6 Associacao bacteriana com células epiteliais de carcinoma nasofaringeo humano da
linhagem DETROIT 562

Os ensaios de interagdo bacteriana com células epiteliais de carcinoma nasofaringeo
humano da linhagem DETROIT 562 foram realizados baseados em metodologias previamente
descritas (HIRATA JR et al., 2004; SANTOS et al., 2010). Quantidades equivalentes a 5x10°
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células/ml foram utilizadas para a obtencdo de tapete confluente para ensaios de associagao
bacteriana, em placas de microtitulagdo préprias para cultura de células de 96 pocos (Corning,
USA).

Para a realizacao dos ensaios de cultura de células, cultivos estacionarios foram lavados
e ressuspensos em meio de cultura MEM (Eagle’s Minimal Essential Medium; Sigma Chemical
co., St Louis, MO, USA). As células bacterianas foram lavadas trés vezes com PBS (0,01M;
pH 7.,2) e ressuspensas em MEM até alcangar a DO1,0 (A= 570nm). O indculo bacteriano foi
ajustado para uma contagem de 5x108 UFC/ml, equivalente & DO 1,0 de absorbancia (A=
570nm) aferido em espectrofotometro B295 Il (Micronal) e utilizado para infectar as
monocamadas (MOI 100). As monocamadas celulares foram infectadas com 100ul das
suspensdes bacterianas e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 no periodo de 1 hora. Apos 0s
periodos de infeccdo, 10ml do meio de cultivo celular foram reservadas para a contagem de
bactérias viaveis livres no sobrenadante e os tapetes celulares foram lavados 3 vezes com PBS
para eliminacdo das bactérias ndo associadas e de residuos do meio de cultivo celular. Os tapetes
celulares foram, entéo, tratados com PBS contendo 0,1% de Triton X 100 por 30 segundos, para
que as células fossem lisadas. As contagens de UFC/ml viaveis presentes no inoculo,
sobrenadantes de cultivos infectados e lisados, foram obtidas por diluicdo seriada e cultivo em
placas de AMH (HIRATA JR et al., 2004; SANTOS et al., 2010).

4.7 Ensaio in vivo de interacdo, infeccdo e letalidade utilizando larvas de Galleria

mellonella

O ensaio in vivo de interacdo, infeccdo e letalidade utilizando larvas de Galleria
mellonella foram realizados baseados em metodologias previamente descritas por Wang e
colaboradores (2019), com modificacdes.

Foram previamente selecionadas trés amostras representativas de cada espécie do
estudo, sendo H2, H4 e H9 (trés amostras de S. capitis) e H14, H15 e H18 (trés amostras de S.
hominis), para a analise de patogenicidade, utilizando larva de G. mellonella como modelo in
vivo. Apds a triagem randomizada, cinco larvas (em estagio final larval) pesando entre 200 e
250mg foram obtidas para cada amostra bacteriana a ser avaliado. Utilizando uma seringa
Hamilton de precisdo de 50ul, 10ul de suspensdo bacteriana correspondente a 5x10% CFU/m

de tampado salina fosfato (PBS), foi injetada na Gltima proleg esquerda de cada larva.
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Posteriormente, as larvas foram incubadas com nenhuma luminosidade a 25°C, sendo
observadas e avaliadas a cada 24 horas durante cinco dias. Essa avaliagdo da viruléncia em
resposta a infeccdo tem como parametros principais a resposta a estimulos fisicos e a
melanizacao da larva, podendo variar a coloracdo de castanho a negro. Além de também ser
investigada a letargia dos animais, bem como a alteragéo na atividade da formagé&o dos casulos
(Figura 2).

Figura 2 — Conformidades da larvas de G. mellonella em situagGes diversas, desde sua
forma viva natural, infectada e ate total dbito

Legenda: Larva de G. mellonella sem contaminagdo (A); Larva de G. mellonella com foco de infeccéo e
processo significativo de melanizagdo (B); Larva de G. mellonella em 6bito, completamente escurecida (C).
Fonte: A autora, 2023.

4.8 Sequenciamento gendmico

4.8.1 Extracdo e purificacdo do DNA gendémico

A extracdo e purificagdo do DNA gendémico foi realizada com a utilizagdo do kit
QlAamp® DNA Mini and Blood Mini (Qiagen), de acordo com as modificacdes descritas por
Nakao e Popovic (1997), com acréscimos na etapa de lise bacteriana, pela utilizacdo de 2 pl de
solucdo de lisostafina (5mg/ml) (Sigma) e 2 pl de solugdo de mutanolisina (5000U/ml) (Sigma)
concomitante a solugdo de lise do kit, e no volume de eluicdo do DNA bacteriano que foi
alterado para 100 pl.

Inicialmente, foi realizada uma suspensao bacteriana com o isolado em 2 ml de tampéo

fosfato (pH 7.2). Em seguida, a suspensdo foi centrifugada por 10 minutos a 7.500 rpm. O
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sobrenadante foi descartado, o sedimento foi suspendido em 170 ul da solugéo de 10 mM Tris-
HCI (pH 8.0); 1ImM EDTA, 10 pl da solugédo de lisozima a 100mg/ml, 2 ul de solucdo de
lisostafina e 2 ul da solucéo de mutanolisina e a suspensao foi incubada por 30 minutos a 37°C.
Apds a incubacdo, foi adicionado 25 pl de proteinase K e 200 ul do tampéo AL, seguida por
homogeneizacdo por vértex e incubacdo por 2 horas a 70°C e por 30 minutos a 95°C. Por fim,
apos o periodo de incubacdo a suspensdo foi centrifugada brevemente para retirar a dgua de
condensacéo da tampa do microtubo.

A purificacdo do DNA extraido foi realizada ap6s precipitacdo do DNA em 200 pl de
etanol (96-100%) e homogeneizacao por vortex por 15 segundos. A suspenséo foi centrifugada
para a remocdo das goticulas da tampa do microtubo e todo o conteudo foi transferido para
outro microtubo com a coluna de purificacdo oferecida pelo kit e centrifugado por 1 minutos a
8.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e a coluna foi colocada em um novo microtubo. Foi
adicionado na coluna, 500 pl do tampdo AW1 e novamente centrifugado por 1 minutos a 8.000
rpm. O sobrenadante foi descartado e a coluna foi colocada em um novo microtubo. Foi
adicionado 500 ul do tampdo AW?2 e centrifugado por 3 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante
foi descartado e a coluna foi colocada em um novo microtubo e novamente foi realizada uma
centrifugacdo por 1 minuto a 14.000 rpm para retirar todo o residuo de tamp&o que possa ter
ficado retido na coluna. Por ultimo, a coluna foi colocara em um novo microtubo e 100 pl de
agua ultrapura foram adicionados e deixado incubando em temperatura ambiente por 1 minuto.
Uma altima centrifugacdo foi realizada para a eluicdo do DNA bacteriano por 1 minutos a 8.000
rpm.

O DNA bacteriano foi conservado a -20 °C para posterior utilizagdo no processo do

sequenciamento gendmico.

4.8.2 Quantificacdo do DNA gendmico

A quantificacdo do DNA purificado foi realizada pelo método fluorométrico com a
utilizacdo do fluorébmetro Qubit™ 4 (Invitrogen™) utilizando o kit Qubit dsDNA HS
(Invitrogen™) de acordo com as instru¢des do fabricante. Apos realizada a calibragdo do
aparelho, a quantificagdo do DNA da amostra foi realizada com a utilizacdo de 2 ul de DNA

bacteriano.
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4.8.3 Avaliacio da qualidade de DNA gendmico

Avaliacdo da qualidade do DNA gendmico purificado foi realizada pelo método de
espectrofotometria 6tica com a utilizacdo do Espectrofotémetro DS-11 Denovix (Life Science
Technologies) usando uma razéo de absorbancia de 260 nm a 280 nm (A260/A280). Uma
aliquota de 1 pl do DNA bacteriano foi utilizacdo para a realizacdo da leitura 6tica. Amostras

com a relacdo A260/A280 dentro do intervalo de 1,8-2,0 foram consideradas de boa qualidade.

4.8.4 Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma bacteriano

A reacdo de sequenciamento do genoma foi realizada na Plataforma de Sequenciamento
de Alto Desempenho da Patologia da FCM/UERJ, utilizando o sequenciador Illumina NextSeq
550 (Illumina). O preparo da biblioteca foi feito usando o kit DNA Illumina Nextera XT
(IMlumina). A quantificacdo da biblioteca foi avaliada através do método fluorométrico com a
utilizacdo do fluordmetro Qubit™ 4 (Invitrogen™) utilizando o kit Qubit dsDNA HS
(Invitrogen™). A andlise do tamanho da biblioteca foi realizada com o kit High Sensivity
D1000 (Agilent) pelo sistema TapeStation (Agilent). Uma vez disponivel a biblioteca com
tamanhos esperados, esses fragmentos de DNA foram ligados aos adaptadores em ambas as
extremidades (paired-end reads), gerando sequéncias identificadas como R1 e R2 no formato
fastg. As leituras geradas tiveram a qualidade checada com a utilizacdo do programa FastQC,
versdo 0.11.2 (ANDREWS, 2010). Apos a avaliacdo da qualidade, o genoma foi montado
utilizando o programa SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). Os contigs gerados ha montagem
dos genomas foram alinhados e ordenados utilizando o programa Mauve, versdo 2.0
(DARLING; MAU; PERNA, 2010), usando como referéncia o genoma da cepa tipo
Staphylococcus capitis CCM 2734 (BMDL00000000). O grau de contaminagdo do genoma foi
realizado pelo programa Contamination Estimator by 16S (ContEst16S) (LEE et al., 2017).
Apos o alinhamento e verificagdo de contaminantes, o genoma foi anotado pelo Prokariotic
Genome Annotation do National Center for Biotechnology Information (NCBI), onde foi

depositado.
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4.9 Taxonomia gendmica bacteriana

A sequéncia completa do genoma da cepa tipo Staphylococcus capitis CCM 2734
disponivel no repositério pablico GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) sera
utilizada como referéncia para as anélises da taxonomia genémica bacteriana.

A identificacdo molecular pela similaridade e filogenia do gene 16S rRNA serd
realizada entre as espécies mais relacionadas ao isolado bacteriano de acordo com os valores
obtidos pelo banco de dados da plataforma EZBioCloud, com a utilizacdo do software 16S-
based ID restrito para as espécies validas (YOON et al., 2017). Para a realizacdo do estudo
filogenético, as sequéncias mais relacionadas com a sequéncia do gene 16S da amostra H2
foram alinhadas com a utilizacdo do programa ClustalX2.0 (THOMPSON et al., 1997). A
reconstrucdo da arvore filogenética foi realizada pelo programa MegaX (KUMAR et al., 2018)
com a utilizacdo do método Neighbor-Joining, a partir de um modelo de referéncia de Kimura
2 pardmetros (KIMURA, 1980). A robustez da topologia foi realizada através da analise de
bootstrap (1000 réplicas).

Adicionalmente, o grau de similaridade genémica da linhagem foi estimado conforme
descrito anteriormente por Thompson e colaboradores (2013). A hibridizacio DNA-DNA
digital (dDDH) foi realizada para avaliar a similaridade genémica com a utilizagcdo da
calculadora gendmica Genome-to-Genome  Distance  Calculator 3.0 (GGDC)
(http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php#) (MEIER-KOLTHOFF et al., 2013), a identidade média de
nucleotideos (ANI) e aminoacidos (AAI) foram realizadas com a utilizacdo dos softwares ANI
Calculator (http://enve-omics.ce.gatech.edu/ani/) (GORIS et al., 2007) e AAI Calculator
(http://enve-omics.ce.gatech.edu/aai/) (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2014),
respectivamente. A analise taxonémica baseada em todo o genoma foi realizada pelo servidor
gratuito Type Strain Genome Server (TYGS) (https://tygs.dsmz.de) (MEIER-KOLTHOFF;
GOKER, 2019).

Paralelamente, a analise de sequéncia multilocus (MLSA) foi realizada baseada nas
sequéncias completas de seis genes de manutencdo de acordo com protocolos previamente
propostos para Staphylococcus spp. (SONG et al., 2019). Para tanto, as sequéncias completas
dos seis genes de manutencao: aminoacetiltransferase (femA), proteina de divisdo celular (ftsz),
gliceraldeido-3-fosfato dehidrogenase (gap), uridilato quinase (pyrH), cadeia beta de RNA
polimerase (rpoB) e fator de alongamento Tu (tuf) foram utilizadas. As seis sequéncias génicas
das espécies filogeneticamente relacionadas as linhagens deste estudo foram procuradas

diretamente do GenBank ou recuperadas de sequéncias de genoma. Apos a busca, elas foram
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alinhadas e trimadas separadamente com a utilizagéo dos softwares ClustalX 2.0 (THOMPSON
etal., 1997) e BioEdit 7.2.5 (HALL, 1999), respectivamente, para que todos 0s genes tivessem
0 mesmo tamanho. Por fim, os genes foram concatenados na seguinte ordem: femA-ftsZ-gap-
pyrH-rpoB-tuf. A analise filogenética foi calculada pelo método de maxima verossimilhanca e
0 modelo inferéncia de Kimura 2 parametros (KIMURA, 1980). A robustez da topologia foi
realizada através da analise de bootstrap (1000 réplicas).

Por fim, a analise da superavore baseada no genoma completo das linhagens deste
estudo foi realizada com a utilizacdo do servidor Type Strain Genome (https://tygs.dsmz.de)
(TYGS) verséo 3.0 (MEIER-KOLTHOFF; GOKER, 2019).

4.10 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism, versao 9.0,
considerando o intervalo de confianca de 95%. Para a avaliacdo foram utilizados testes
estatisticos Anova (para analises quantitativas) e Kaplan-Meyer (para analise da sobrevivéncia
de G. mellonella). Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos, pelos menos,

trés vezes.
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5 RESULTADOS

5.1 Origem e identificacdo das amostras

A identificacdo a nivel de espécie das 18 amostras de SCoN previamente isoladas de
hemoculturas obtidas de pacientes hospitalizados no HUPE/UERJ durante os anos de 2010,
2013 e 2014 foi confirmada pela técnica de MALDI-TOF, conforme demonstrado na Tabela
3. Das 18 amostras, 12 foram identificadas como S. capitis, onde 25% (n=3) foram isoladas nos
anos de 2010, 33,33% (n=4) em 2013 e 41,67% (n=5) em 2014, enquanto 100% (n=6) das
amostras identificadas como S. hominis foram isoladas em 2014 .

Tabela 3 — Identificacdo das espécies de Staphylococcus capitis e
Staphylococcus hominis isolados de hemocultura, realizadas no

LDCIC*

Amostras | Ano Confirmacdo MALDI-TOF Score
H3 2010 Staphylococcus capitis 1,960
H8 2010 Staphylococcus capitis 2,034
H9 2010 Staphylococcus capitis 1,959
H4 2013 Staphylococcus capitis 1,994
H5 2013 Staphylococcus capitis 1,961
H7 2013 Staphylococcus capitis 1,982
H1l 2013 Staphylococcus capitis 1,968
H1 2014 Staphylococcus capitis 2,098
H2 2014 Staphylococcus capitis 1,951
H6 2014 Staphylococcus capitis 2,109
H10 2014 Staphylococcus capitis 1,927
H12 2014 Staphylococcus capitis 2,015
H13 2014 Staphylococcus hominis 2,241
H14 2014 Staphylococcus hominis 1,946
H15 2014 Staphylococcus hominis 2,006
H16 2014 Staphylococcus hominis 2,048
H17 2014 Staphylococcus hominis 2,049
H18 2014 Staphylococcus hominis 2,113

Legenda — *Laboratdrio de Difteria e Corinebacterioses de Importancia Clinica;
Score ideal > 1,900 (WOUDSTRA et al., 2023)
Fonte: A autora, 2023.
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5.2 Perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e deteccdo do gene mecA que

codifica resisténcia a cefoxitina e oxacilina

Os dados apresentados na Tabela 4 demonstraram que dentre as 12 amostras de S.
capitis, onze codificaram o gene mecA pelo ensaio de PCR (91,67%). Entretanto, oito amostras
(66,67%) mecA-positivas foram resistentes a cefoxitina (precursora da resisténcia a oxacilina)
enquanto trés (33,33%) ndo expressaram a resisténcia a cefoxitina. Ja em relacdo as seis
amostras de S. hominis, cinco (83,33%) apresentaram 0 gene mecA, sendo apenas quatro
resistentes a cefoxitina (66,67%). Em contraste, foram observados em trés amostras (25,00%)
de S. capitis e uma amostra (16,67%) de S. hominis apresentando o gene mecA, porém com
sensibilidade a cefoxitina. Interessantemente, apenas uma amostra de S. capitis (8,33%) e uma
de S. hominis ndo apresentaram o gene mecA e foram sensiveis para cefoxitina.

Todas as amostras de S. hominis (100%) e nove (75,00%) amostras de S. capitis foram
resistentes a benzilpenicilina, enquanto todas as 18 amostras testadas de ambas as espécies
apresentaram sensibilidade para linezolida, teicoplanina e rifampicina. Quando avaliada a
resisténcia a eritromicina, 75% (n=9) das amostras de S. capitis e 33,3% (n=2) das amostras de
S. hominis expressaram esse fenotipo.

No presente estudo, todas as amostras de ambas as espécies foram resistentes a
ciprofloxacino. Os resultados demonstraram resisténcia concomitante para ciprofloxacino,
clindamicina e gentamicina com nove (75%) amostras de S. capitis e duas (33,33%) de S.
hominis testadas (Tabela 4).

Adicionalmente, trés (25%) amostras de S. capitis foram resistentes a sulfazotrim,
nove (75%) resistentes a norfloxacino e nenhuma foi resistente a tetraciclina. J& em relagdo aos
resultados das amostras de S. hominis, quatro (66,67%) também foi observada a resisténcia
concomitante a norfloxacino, ciprofloxacino e clindamicina. No geral, apenas duas amostras S.
hominis foram gentamicina-resistentes (33,34%), quatro amostras (66,67%) sulfazotrim-
resistentes e apenas uma amostra tetraciclina-resistente (16,67%).

Os perfis de resisténcia das 12 amostras de S. capitis e seis amostras de S. hominis
foram demonstrados na Tabela 4, Figuras 3A e 3B. Com relagdo a avaliagéo da expressao dos
perfis de multirresisténcia aos agentes antimicrobianos, os dados demonstraram a presenca de
seis perfis MDR distintos e um perfil ndo-MDR: S. capitis — 75% (n=9) MDR (perfis MDR-1,
MDR-2 e MDR-5) e 25% (n=3) ndo-MDR (perfil ndo-MDR); S. hominis — 83,33% (n=5) MDR
(MDR-1, MDR-3, MDR-4 e MDR-6) e 16,67% (n=1) ndo-MDR (perfil ndo-MDR).
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O perfil de resisténcia apresentando maior nimero de agentes antimicrobianos (MDR-
1) foi detectado em cinco amostras de ambas as espécies analisadas no estudo, sendo trés
amostras de S. capitis e duas amostras de S. hominis, enquanto o perfil MDR-2 contendo nove
antimicrobianos, foi observado em cinco amostras de S. capitis. Ja em relacdo aos outros perfis,
0 MDR-3 e 0 MDR-4 com oito antimicrobianos (S. hominis), MDR-5 com sete antimicrobianos
(S. capitis) e MDR-6 com trés antimicrobianos (S. hominis), sendo possivel observar a
heterogeneidade dos perfis de resisténcia em ambas as espécies estudadas.

Através dos ensaios de concentracdo inibitoria minima, 100% das amostras foram
consideradas vancomicina, teicoplanina e linezolida sensiveis. E em relagdo ao antimicrobiano
gentamicina, nove (75,00%) amostras de S. capitis e trés (75,00%) amostras de S. hominis
foram consideradas resistentes, corroborando diretamente com o resultado do método de disco-
difusdo. Além disso, 10 (83,33%) amostras de S. capitis e quatro (66,67%) amostras de S.

hominis foram consideradas resistentes para o antimicrobiano moxifloxacino.

Figura 3 - Perfis de susceptibilidade de amostras de Staphylococcus capitis (A) e
Staphylococcus hominis (B) isoladas de hemoculturas frente aos 14 agentes antimicrobianos

utilizados, segundo BrCAST (2023). Fonte: A autora, 2023
A Perfis de susceptibilidade - Staphvlococus capitis
14 12 12 12 2 12 12
£ 12 10
510 ¢ g s 9 5 9 9
B 3
] :
sapa EIN N N N E 3 s 3
g 2 0 of o of off o I
E 0
‘{\\{'\o _;Q& IS 5.."& & &-;@' & FF S
T . - L - S
o & o .8 o S = PSR- L L &S B
ol & e L G L kS Fooaw
-\'}} L,\"\- o .e‘ %) .{\"‘b _“."-} & {"_'\ AL
F S
B Petfis de susceptibilidade - Stapinvilococcus hominis
T 6 6 6 6 66
g6 5 5
£ 4 44 4 4 4
5 4
3 2 2 2—2 2 2
) Lo
=1 0 ] I 0 0 I | 0 0
g0
= L =) & a . I, & O &
,,;':@‘Q} ‘,5-“@ L5 o _3-.-}? -\\q"{& 5@‘{\ -.‘:.."Qp L E .\.;}‘Q' 5.»'%' & A
& FFF TS TS
& & & & F W F VS
< S

u F esi sterite Sensivel



66

Tabela 4 — Perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos de amostras de
Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis isoladas de hemoculturas, avaliados
pelos métodos de difusdo em disco, CIM e/ou Etest® e a presenca do gene de resisténcia
mecA

CIM pg/ml/ Etest®
Amostra Perfis de Resisténcia Tlc | L |m| Gene PRA
VIieElEINI o | meA
A C N VA X
H2 (Sc) S|S|R|S|R| +
H5(Sc) | s|s|rR|[s|R| +
"H7(Sc) | PEN, CFO,CIP,NOR,GEN,E,DA,SUT [ s | s |rR | s | rR | + MDR-1
“H15 (sh) | S|s|R|s|R| +
“H18 (Sh) | S|s|R|Ss|R| +
H1 (Sc) S|S|R|S|R| +
H3(Sc) | s|s|RrR|s|R| +
"H4 (Sc) | PEN, CFO, CIP, NOR, GEN, E, DA s|slIrRlsIrR| + MDR-2
H9 (Sc) | S|S|R|S|R| +
H10 (Sc) | S|S|R|S|R| +
H16 (Sh) | PEN, CFO, CIP, NOR, E, DA, SUT s|lslslsl|r| + MDR-3
H17 (Sh) | PEN, CFO, CIP, NOR, DA, SUT s|lslIrRlsIrR]| + MDR-4
H12 (Sc) | CIP, NOR, GEN, E, DA s|lslIrRlsIrR]| + MDR-5
H13 (Sh) | PEN, CIP, DA slslslsls| + MDR-6
H11 (Sc) | PEN, CIP slslslsls| +
H14 (Sh) | PEN, CIP s|lslslsl|s]| -
H8 (Sc) | CIP slslsls|rl + | ™M*
H6 (Sc) CIP s|s|s|s|s -

Legenda — (Sc): Staphylococcus capitis; (Sh): Staphylococcus hominis; Resultado positivo + e resultado
negativo: -; Antimicrobianos utilizados: Benzilpenicilina (PEN), Cefoxitina (CFO), Ciprofloxacino
(CIP), Norfloxacino (NOR), Gentamicina (GEN), Eritromicina (E), Clindamicina (DA), Tetraciclina
(TET), Linezolida (LNZ), Rifampicina (RIF), Sulfazotrim (SUT), Vancomicina (VA), Teicoplanina
(TEC); Avaliacdo quanto a susceptibilidade: Perfil de resisténcia aos agentes antimicrobianos (PRA);
Resistente (R), Sensivel (S), Multi-droga resistente (MDR), Ndo Multi-droga Resistente (ndo-MDR) e
Concentracéo Inibitdria Minima (CIM)

Fonte: A autora, 2023

5.3 Expressdo da producéo de slime

Dentre as amostras de S. capitis analisadas, cinco (41,7%) foram slime-positivas, onde
quatro (80,0%) delas tiveram perfil MDR e uma (20,0%) ndo-MDR. Para as amostras de S.
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hominis MDR, duas (33,3%) amostras obtiveram producdo de slime, enquanto quatro (66,7%)
ndo foram produtoras do fendtipo, onde trés amostras dispdem de perfis MDR (1, 3 e 4).
Os resultados da expressao da producéo de slime foram representadas na Tabela 5, além

de ilustradas na Figura 4.

Figura 4 — Producdo de slime por amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus
hominis isoladas de hemoculturas pelo método do Agar Vermelho do Congo.

Legenda: Representagdo ilustrativa de matriz exopolissacaridea (slime) em meio Agar Vermelho do Congo
(CRA) das amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis, isoladas de hemocultura: (A) ATCC
Staphylococcus. epidermidis 12228 (-), (B) ATCC Staphylococcus epidermidis 35984 (+), (C) H10:
Staphylococcus capitis slime-negativa, (D) H13: Staphylococcus hominis slime-positiva.

Fonte: A autora, 2023.

5.4 Determinacao de formagéo de biofilme no vidro

A analise semiquantitativa da formacdo de biofilme no vidro das 12 amostras de S.
capitis e seis amostras de S. hominis isoladas de hemocultura geraram resultados demonstrados
na Tabela 5.

Das 12 amostras de S. capitis, 10 (83,33%) foram classificadas como fortemente
produtoras de biofilme (I; +++), enquanto duas (16,67%) amostras foram avaliadas como
moderadamente produtoras de biofilme (Il; ++). Das seis amostras de S. hominis, cinco
(83,33%) foram classificadas como fortemente produtoras de biofilme (I; +++), enquanto uma
(16,67%) amostra foi considerada como moderadamente produtora de biofilme (I1; ++).



68

5.5 Avaliacao da producao de biofilme em superficie de poliestireno

Os resultados da capacidade de producao de biofilme na superficie do poliestireno das
12 amostras de S. capitis e seis amostras de S. hominis isoladas de hemocultura estéo
demonstradas na Tabela 5.

As 12 amostras identificadas como S. capitis foram capazes de produzir biofilme na
superficie hidrofébica de poliestireno em intensidades diversas. Entretanto, seis (50%) amostras
foram classificadas como fortemente produtoras de biofilme (+++), quatro (33,33%) amostras
como moderadamente produtoras de biofilme (++) e duas (16,67%) fracamente produtoras de
biofilme (+).

Em contraste ao observado para as amostras de S. capitis, as amostras de S. hominis
foram capazes de produzir menos biofilme na superficie hidrofébica de poliestireno. Sendo que
duas (33,33%) amostras foram consideradas moderadamente aderentes (++), enquanto quatro
(66,67%) ndo aderiram (-) ao material analisado no experimento.

5.6 Aderéncia ao hidrocarboneto n-Hexadecano

Algumas amostras de S. capitis e S. hominis provenientes de hemoculturas apresentaram
propriedades auto agregativas e hidrofébicas, enquanto outras foram consideradas hidrofilicas
e ndo-auto agregativas, na presenca do hidrocarboneto n-Hexadecano. Dentre as 12 amostras
de S. capitis, foram observadas oito (66,67%) amostras hidrofilicas e quatro (33,33%) amostras
hidrofébicas. Enquanto das seis amostras de S. hominis, a maioria (83,33%; n=5) foram
identificadas como hidrofilicas e apenas uma (16,67%) como hidrofébica (Tabela 5). Deste
modo, as amostras de S. capitis e S. hominis foram consideradas mais hidrofilicas (72,22%;
n=13) do que hidrofdbicas (27,78%; n=5).



Tabela 5 — Aspectos fenotipicos e genotipicos relacionado aos perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos,
capacidade de producdo de slime, propriedades auto agregativas e de formacdo de biofilme das amostras de
Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis

Produgéo F_ormagéo de bi_o film € Interacdo com Genes
Amostras PRA de slime .V'dr,o. P(_)Ilestllre_no n-Hexadecano Viruléncia Resisténcia
Hidrofilico Hidrofdbico

Staphylococcus capitis
H7 MDR-1 + | (++4) I (+) Hidrofdbica (56%) icaA, atl mecA
H1 MDR-2 + | (+++) I (++) Hidrofilica (40%) icaA, bap mecA
H3 MDR-2 + | (+++) | (+++) Hidrofdbica (80%) atl, fop mecA
H12 MDR-5 + | (+++) | (+++) Hidrofilica (26%) icaA, atl mecA
H6 ndo-MDR + | (+++) Il (++) Hidrofilica (6%) icaA -
H4 MDR-2 - | (+++) | (+++) Hidrofilica (12,5%) icaA, atl mecA
H8 ndo-MDR - | (++4) | (++4) Hidrofilica (41%) icaA, atl mecA
H11 ndo-MDR - | (+++) | (+++) Hidrofilica (17%) icaA mecA
H2* MDR-1 - | (+++) I (++) Hidrofobica (70%) icaA, atl, bap mecA
H10 MDR-2 - | (+++) I (++) Hidrofdbica (66%) icaA, atl mecA
H9 MDR-2 - I (++) | (+++) Hidrofilica (21%) icaA, atl mecA
H5 MDR-1 - I (++) 1 (+) Hidrofilica (30%) icaA, atl, bap, fhp mecA

Staphylococcus hominis
H15 MDR-1 + | (++4) V() Hidrofdbica (56,5%) - mecA
H13 MDR-6 + | (++4) Il (++) Hidrofilica (37,5%) - mecA
H18 MDR-1 - | (+++) I (++) Hidrofilica (38%) icaA mecA
H16 MDR-3 - | (+++) V() Hidrofilica (9%) icaA mecA
H17 MDR-4 - | (++4) V() Hidrofilica (13%) icaA mecA
H14 ndo-MDR - I (++) V() Hidrofilica (4%) icaA, atl, fop -

Legenda: *, Amostra submetida ao sequenciamento gendmico; PRA: perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos; MDR:
multirresistente; -: resultado negativo; +: resultado positivo; Biofilme no vidro: | (+++): fortemente produtor, com bacterias aderidas nas
laterais do tubo de vidro e na interface entre 0 meio de cultura e o ar; Il (++): moderadamente produtor, com bactérias aderidas nas
laterais do tubo de vidro; Poliestireno: | (+++) fortemente aderente e produtor de biofilme; Il (++): moderadamente aderente e produtor
de biofilme; 111 (+): fracamente aderente e produtor de biofilme; IV (-): ndo produtor de biofilme; Fonte: A autora, 2023.
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5.7 Avaliagbes quantitativas da formacéo de biofilme em superficie de ago

Nesse ensaio, foram utilizadas trés amostras representativas de S. capitis e trés de S.
hominis, considerando a relevancia dos perfis de resisténcia e demais fatores de viruléncia
analisados. Independentemente das espécies, as amostras foram capazes de aderir a superficie
do aco e formar biofilme, com destaque para as amostras H2 e H9 de S. capitis, em ambos 0s
tempos (Figura 5A e 5B).

Como observado na Figura 5A, foram encontradas contagens de bactérias aderidas
semelhantes para as amostras S. capitis H4 (2,88 + 0,28 x 10°), e S. hominis H14 (1,60 + 0,13
x 10°%), H15 (2,14 + 0,20 x 10°) e H18 (1,04 + 0,33 x 10°), bem como para as amostras de S.
capitis H2 (20,40 + 1,82 x 10°) e H9 (18,80 + 2,28 x 10°), nas primeiras 24 horas de interacéo
com a superficie do aco. Ja ap6s 48 horas de interacdo (Figura 5B), valores semelhantes foram
encontrados para as amostras H15 (1,45 + 0,26 x 107) e H18 (7,20 = 1,80 x 10°) e
significativamente maiores para a amostra H14 (10,50 + 1,00 x 107), sendo todas as trés da
espécie S. hominis. J& entre as amostras representativas de S. capitis, verificaram-se diferentes
valores de aderéncia bacteriana: H2 (19,00 + 1,41 x 107), H4 (9,00 + 0,82 x 107) e H9 (13,33 +
2,08 x 107).

Figura 5 — Capacidade de formacdo de biofilme de amostras de Staphylococcus capitis e
Staphylococcus hominis na superficie de ago, no periodo de 24 (A) e 48 horas (B)
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Legenda: (A) Contagem de bactérias aderidas em ago apds 24 horas de interacéo; (B) Contagem de
bactérias aderidas em ago apds 48 horas de interacéo; * p < 0,05.
Fonte: A autora, 2023
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Os resultados das andlises por MEV da formag&o de biofilme realizados com as duas
espécies S. capitis e S. hominis (amostras H2 e H15) foram demonstrados na Figura 6. Ambas
as amostras S. capitis e S. hominis, apresentaram auto agregacdo e capacidade de formar
biofilme na superficie do aco cirurgico. Entretanto, a amostra S. capitis (H2) apresentou maior
numero de células agregadas, durante a capacidade de formac&o de biofilme (Figura 6A), do
que a amostra de S. hominis (H15) (Figura 6B).

Figura 6 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) de Staphylococcus capitis (A) e
Staphylococcus hominis (B) formando biofilme na superficie do aco.
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Fonte: A autora, 2023

5.8 AvaliacGes quantitativas da formacao de biofilme em superficie de pericardio bovino

A producéo de biofilme maduro (24 horas e 48 horas) em bioimplantes (patches) de
pericardio bovino foi observada para ambas as espécies testadas, com destaque para as trés
amostras de S. capitis em ambos 0s tempos de incubacdo e para a amostra H14 de S. hominis
apos 48 horas de interacdo (Figuras 7A e 7B).



72

Contagens semelhantes de bactérias aderidas foram encontradas para as amostras S.
capitis H4 (2,78 + 0,14 x 10° e S. hominis H14 (1,62 + 0,13 x 107), H15 (2,14 £ 0,10 x 10") e
H18 (1,35 + 0,37 x 107), nas primeiras 24 horas de interagdo com a superficie do pericardio
bovino. Destacam-se 0s maiores nimeros de bactérias aderidas apresentadas pelas duas
amostras de S. capitis H2 (11,25 + 0,95 x 10%) e H9 (18,00 + 1,63 x 108) (Figura 7A).

Ap0s 48 horas de interacdo, valores equivalentes também foram encontrados para as
amostras H15 (1,60 + 0,14 x 10%) e H18 (0,72 + 0,17 x 10") e significativamente maiores para
as amostras: H14 (10,50 + 1,00 x 107) de S. hominis e para as amostras de S. capitis H2 (18,33
+0,57 x 107), H4 (9,00 + 0,82 x 107) e H9 (13,33 + 2,08 x 107) (Figura 7B).

Figura 7 — Capacidade de producdo de biofilme por amostras de Staphylococcus capitis e

Staphylococcus hominis, sobre pericardio bovino (patches), no periodo de 24 (A) e 48 horas

(B).
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Legenda: (A) Contagem de bactérias aderidas em pericardio bovino ap6s 24 horas de interacdo; (B) Contagem

de bactérias aderidas em pericardio bovino apés 48 horas de interacdo; * p < 0,05. Fonte: A autora, 2023.
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Os resultados das analises por MEV da producédo de biofilme realizados com as duas
espécies S. capitis e S. hominis (H2 e H15), foram demonstrados na Figura 8. Ambas as
amostras S. capitis e S. hominis, apresentaram aumento de auto agregacao e de formacéo de
biofilme na superficie do pericardio bovino. Entretanto, a amostra S. capitis (H2) apresentou
maior capacidade de producdo de biofilme do que a amostra de S. hominis (H15).
Adicionalmente, os resultados demonstraram a habilidade das amostras de S. capitis e S.

hominis de interagir com fibras de colageno.

Figura 8 - Formagé&o de biofilme e aderéncia a superficie de membrana de pericérdio bovino,
formadas por fibras de colageno por amostras de Staphylococcus capitis e Staphylococcus
hominis isoladas de hemoculturas
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Legenda — Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie interna do pericardio bovino em interacédo
com: (A, B) superficie do pericardio bovino estéril (controle negativo), (C, D) amostra H2/MDR-1 —
Staphylococcus capitis e, (E, F) amostra H15/MDR-1 — Staphylococcus hominis.

Fonte — A autora, 2023.
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5.9 Pesquisa da aderéncia e formagdo de biofilme em cateteres de poliuretano e silicone
(técnica de rolamento)

Os segmentos de cateter de poliuretano e silicone foram colonizados in vitro com as
amostras H2 da espécie S. capitis e H15 da espécie S. hominis isoladas de hemoculturas. Uma
grande quantidade de material de biofilme foi evidente. A avaliacdo da aderéncia e viabilidade
dos microrganismos no segmento do cateter de poliuretano e silicone pelo método da técnica
de rolamento em placa demonstrou a formacéo de tapetes espessos com essas bactérias (Figura
9e 10).

Figura 9 — Amostra de Staphylococcus capitis (H2) isolado de hemocultura aderido ao
cateter de silicone (A) e poliuretano (B) formando um tapete espesso em placa de agar
sangue.

Fonte: A autora, 2023.

Figura 10 — Amostra de Staphylococcus hominis (H15) isolado de hemocultura, aderido ao
cateter de silicone (A) e poliuretano (B) formando um tapete espesso em placa de agar
sangue.
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Fonte: A autora, 2023
Para demonstrar a formacéo de biofilme na superficie de cateter de silicone e poliuretano

pelas duas espécies estudadas, S. capitis e S. hominis, foi realizada a técnica de microscopia
eletrénica de varredura (MEV), sendo as amostras H2 e H15 fotografadas (Figura 11 e 12).

Figura 11 — Amostra de Staphylococcus capitis (H2) formando biofilme em superficie de
cateter de silicone (A) e superficie de cateter de poliuretano (B).
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Fonte: A autora, 2023.

Figura 12 — Amostra de Staphylococcus hominis (H15) formando biofilme em superficie de
cateter de silicone (A) e superficie de cateter de poliuretano (B).
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Fonte: A autora, 2023.
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5.10 Presenca de genes relacionados com a formagao de biofilme

Os dados obtidos pelos ensaios de PCR para deteccao da presenca de genes relacionados
com a formacdo de biofilme, foram apresentados na Tabela 5: gene icaA, que codifica a
producdo de adesina polissacaridica intercelular; gene fbp, relacionado a proteina ligadora de
fibrinogénio; gene atl, relacionado a producdo de autolisina de parede celular; gene aap,
proteina associada ao acumulo do biofilme; gene bap, proteina associada ao biofilme; gene
fnbA, proteinas ligadas a fibronectina, e gene epbS, proteina ligadora de elastina.

Dentre as 18 amostras analisadas, independentemente da espécie, nenhuma foi positiva
para todos os genes estudados, mesmo possuindo multiplos perfis MDR ou ndo-MDR. Além
disso, foi observado que 38,89% das amostras foram positivas para producdo de slime e
apresentaram habilidade de producdo de biofilme em intensidades variadas e em superficies
diversas, inclusive em biomaterial.

Analisando as 12 amostras de S. capitis, foi possivel observar a presenca de diferentes
genes estudados, independente da producdo de biofilme em diferentes intensidades e em
superficie diversas, além da producdo ou ndo de slime. As amostras H2 e H5, pertencentes ao
maior perfil de resisténcia (MDR-2), consequentemente apresentaram a maior quantidade de
genes relacionados ao biofilme, compreendendo 0s genes icaA, atl e bap e os genes icaA, atl,
fbp e bap, respectivamente.

Contudo, todas as amostras de S. capitis foram capazes de albergar ao menos um gene
proposto, onde sua maioria 11 (91,67%) amostras foram observadas a presenca do gene icaA,
independente da producéo de slime ou de biofilme.

Curiosamente, das sete amostras de S. capitis ndo produtoras de slime e gene icaA
positivas, seis (85,71%) foram positivas para o0 gene atl e somente uma obteve a presenca do
gene fbp. Nenhuma amostra de S. capitis foi considerada positiva para os genes aap, fnbA e
epbS.

Apesar das seis amostras de S. hominis expressarem a habilidade de producéo de
biofilme em intensidades variadas em superficies abidticas diversas e em bioimplante de
pericardio bovino, nenhuma amostra concomitantemente foi considerada produtora de slime e
apresentaram o gene icaA. Entretanto, foi observado a producdo de biofilme em mdaltiplas
superficies e slime-positivas em duas amostras (H13: MDR-6 e H15: MDR-5) independente da

presenca do gene icaA.
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Dentre as quatro amostras slime-negativas, trés apresentaram somente o0 gene icaA,
enquanto a amostra H14 também foi positiva para os genes fbp e atl. J& para os genes aap, fnbA
e epbS, nenhuma amostra de S. hominis foi considerada positiva.

As amostras de S. hominis (H13 e H15) ndo apresentaram nenhum dos genes de biofilme
estudados. Entretanto, as amostras H3 e H5 (S. capitis) e H14 (S. hominis) codificada pelo gene
fop, pode estar associado a interacdo com o fibrinogénio, apresentando capacidade

autoagregativa nas fibras de colageno na superficie biética do bioimplante de pericardio bovino.

5.11 Associacao bacteriana com células epiteliais humanas da linhagem DETROIT 562

Dentre as amostras analisadas neste estudo, trés de S. capitis (H2, H4 e H9) e uma de S.
hominis (H15) foram capazes de interagir com células epiteliais Detroit 562 (Figura 13),
enquanto duas amostras de S. hominis (H14 e H18) ndo apresentaram essa capacidade.
Percentuais de associacdo maiores foram encontrados para as amostras da espécie S. capitis:
H2 (2,51 £ 0,19%), H4 (2,88 + 0,03%) e HI (3,09 + 0,14%), enquanto a Unica amostra de S.

hominis capaz de se associar ao tapete celular apresentou percentual ligeiramente menor (2,30
+ 0,04%).

Figura 13 — Capacidade de associacdo em células epiteliais DETROIT 562 por amostras de
Staphylococcus capitis (H2, H4 e H9) e Staphylococcus hominis (H15).
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Legenda: * p< 0.05
Fonte: A autora, 2023.
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5.12 Ensaio de infeccdo e letalidade em superficie bidtica de larva de Galleria mellonella

No experimento, as amostras representativas H2, H4 e H9 (trés amostras de S. capitis)
e H14, H15 e H18 (trés amostras de S. hominis) foram capazes de levar a 6bito as larvas de
forma variavel durante os 5 dias analisados. E possivel verificar que todas as amostras de S.
capitis foram capazes de matar as larvas, utilizadas no estudo, até o Gltimo dia de avaliagéo,
diferentemente das amostras de S. hominis, onde uma delas matou apenas 20% (n=1) do modelo
Vivo proposto.

A mediana de sobrevivéncia, quando 50% da populacdo do experimento esta morta, é
considerada no terceiro dia em 83,33% das amostras (n=5) e suas curvas nao apresentaram
diferenga estatisticamente. Exceto a amostra H15 (S. hominis), que teve a sua mediana
considerada como indefinida e sua curva difere das demais (Figura 14).

O controle negativo, utilizando o tampéo PBS como solucéo injetavel, foi satisfatorio
para a avaliacdo. Ja que durante os 5 dias analisados, ndo teve capacidade de matar nenhum dos

5 especimes definidos para o grupo controle.

Figura 14 — Gréafico de sobrevivéncia das larvas de Galleria mellonella por tempo (dia),
avaliando a interacdo com as amostras representativas de Staphylococcus capitis e
Staphylococcus hominis provenientes de hemocultura.
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Legenda: Amostras Staphylococcus capitis — H2/MDR-1, H4/MDR-2 e H9/MDR-2, amostras de
Staphylococcus hominis — H14/ndo-MDR, H15/MDR-1, H18/MDR-1, controle negativo — PBS.
Fonte: A autora, 2023.
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Deste modo, os resultados obtidos no presente estudo, relacionados a heterogeneidade
de aspectos fenotipicos e genotipicos relacionados aos perfis de resisténcia, capacidade de
producdo de slime, propriedades auto agregativas e de formacdo de biofilme em superficies
diversas, interacdo com células humanas e com larvas de G. mellonella de amostras
representativas de Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis estdo apresentados na
Tabela 6 e foram discutidos a seguir.

5.13 Sequenciamento gendmico

Apbs a realizacdo das etapas do sequenciamento do genoma do isolado S. capitis subsp.
urealyticus H2 foi possivel obter um genoma com tamanho de 2.656.684 pb, 32,7% de contetdo
G-C, N50 de 380469, L50 de 3 e com um total de 39 contigs. A avaliagdo da qualidade pelo
ContEst16S foi inconclusiva, havendo somente uma cépia do gene 16S.

A anotacdo do genoma identificou 2.602 de sequéncias codificantes (CDS) e 62 de

RNAs. O genoma bacteriano encontra-se depositado no repositério publico NCBI.

5.14 Taxonomia genémica bacteriana

Os resultados encontrados a partir da analise do gene 16S evidenciaram similaridades
para as espécies Staphylococcus caprae (99,93%), S. capitis subsp. capitis (99,93%), S. capitis
subsp. urealyticus (99,72%), S. saccharolyticus (99,59%) e S. epidermidis (99,46%), ndo sendo
possivel a identificacdo correta a nivel de espécie. Entretanto, no estudo filogenético da amostra
H2 com as espécies mais relacionadas, foi possivel evidenciar a formacédo de um clado distinto
entre a amostra H2 e S. capitis subsp. urealyticus GTC 7277, com um alto valor de bootstrap
(65%), sendo possivel relacionar a amostra H2 como pertencente a espécie S. capitis subsp.
urealyticus, como demonstrado na Figura 15.

Os resultados obtidos através da hibridizacdo in silico pelo GGDC mostraram que a
amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 quando analisada frente S. caprae NCTC 121967, S.
capitis subsp. capitis DSM 203267, S. capitis subsp. urealyticus DSM 6717, S. saccharolyticus
DSM 20359 e S. epidermidis ATCC 149907, possuem dDDH de 26,30%, 70,90%, 89,60%,
22,80% e 22,40%, respectivamente.



Tabela 6 — Heterogeneidade de aspectos fenotipicos e genotipicos relacionados aos perfis de resisténcia, capacidade de producao
de slime, propriedades auto agregativas e de formacéo de biofilme em superficies diversas, interagdo com células humanas e com

larvas de Galleria mellonella de amostras representativas de Staphylococcus capitis e Staphylococcus hominis

Formacao de biofilme Interacdo Genes

o o com Letalidade - m

c c o células de 8 2

Amostras Slime | n-Hexadecano e o g S epiteliais . = S

7 c e & Galleria = 2

e B S 5 S humanas > RZ

S = Q 2 = ‘= Detroi mellonella k= a

> (o < ) o Qa 562

H4/MDR-2 - Hidrofilica +++ | +++ | ~9x107 | +++ | +++ | ~9x107 | 2,88 £ 0,03% 100% icaA, atl mecA
H2/MDR-1* - Hidrofobica/AA | +++ | ++ | ~19x107 | +++ | +++ | ~18x10" | 2,51£0,19% 100% icaA, atl, bap | mecA
H9/MDR-2 - Hidrofilica ++ | +++ | ~13x107 | +++ | +++ | ~13x107 | 3,09 £ 0,14% 100% icaA, atl mecA
H15/MDR-1 + Hidrofobica/AA | +++ | - | ~1x107 | +++ | +++ | ~1x10% | 2,30 £ 0,04% 25% - mecA
H18/MDR-1 - Hidrofilica +++ | ++ | ~7x108 | +++ | +++ | ~0,7x107 Negativa 100% icaA mecA

H14/n&o-MDR - Hidrofilica ++ - | ~10x107 | +++ | +++ | ~10x107 Negativa 100% icaA, atl, fop -

Legenda: *, Amostra submetida ao sequenciamento genémico; -: resultado negativo; +:
moderadamente produtor de biofilme; Fonte: A autora, 2023.

resultado positivo; +++: fortemente produtor de biofilme, ++:
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Figura 15 — Arvore filogenética mostrando a posi¢do do Staphylococcus capitis subsp.
urealyticus H2 contra as cepas de tipo mais relacionadas ao género Staphylococcus com base
nas sequéncias do gene 16S rRNA.
Staphylococcus capitis subsp. urealyticus H2 (OR467310)
65
Staphylococcus capitis subsp. urealyticus GTC 7277 (AB233325)

83
Staphylococcus capitis subsp. capitis ATCC 278407 (L37599)
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—— Staphylococcus pasteuri ATCC 511297 (AF041361)

Staphylococcus warneriATCC 278367 (L37603)

Staphylococcus simiae NCTC 138387 (LT906460)
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99 Staphylococcus argenteusMSHR1132T (FR821777)

100— Staphylococcus aureusDSM 202317 (AMYL01000007)

Staphylococcus petrasi CCM 8418T (JX139845)

98 Staphylococcus pragensisNRL/St 12/3567 (KM873669)

Mammaliicoccus lentus ATCC 290707 (NR043418.1)
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Legenda — O alinhamento foi realizado com sequéncias (1419-1551 pb) do gene 16S rRNA. Valores de bootstrap
(>60%) com base em 1.000 repeticBes sdo marcados. A sequéncia de Mammaliicoccus lentus ATCC 290707 foi
utilizada como grupo externo. Barra 0,01% de divergéncia de sequéncia estimada.

Fonte: A autora, 2023.

Os valores encontrados através do ANI/AAI entre S. capitis subsp. urealyticus H2 e as
cepas tipo relacionadas foram respectivamente: S. caprae NCTC 12196 (83,35%/88,92%), S.
capitis subsp. capitis DSM 20326 (96,42%/97,32%), S. capitis subsp. urealyticus DSM 6717
(98,89%/98,70%), S. saccharolyticus DSM 20359 (81,13%/83,69%) e S. epidermidis ATCC
14990 (80,78%/82,19%).

A arvore da MLSA com a utiliza¢do dos seis genes de manutencdo da amostra S. capitis
subsp. urealyticus H2 e das cepas tipo relacionadas posicionou a amostra S. capitis subsp.
urealyticus H2 juntamente com S. capitis subsp. urealyticus DSM 67177 em um clado distinto
com valor de bootstrap maximo (100%) evidenciando uma pequena distancia filogenética entre

as linhagens, como observado na Figura 16.
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Figura 16 — Arvore filogenética baseada na abordagem MLSA mostrando a posicdo de Staphylococcus capitis subsp. urealyticus H2 contra as
cepas mais relacionadas dentro do género Staphylococcus com base nas sequéncias de sete genes de manutencédo (femA, ftsZ, gap, pyrH, rpoB e
tuf).

100 [ Staphylococcus capitis subsp. urealyticus DSM 67177 (PPQI01000134.1)

100 Staphylococcus capitis subsp. urealyticus H2
28 —— Staphylococcus capitis subsp. capitis DSM 203267 (CP103049.1)
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Legenda — Os valores de bootstrap (>60%) s&o mostrados com base em 1.000 repeticdes. As sequéncias de Mammaliicoccus lentus NCTC 12102 foi usado como grupo externo.
Barra 0,02% de divergéncia de sequéncia estimada.
Fonte: A autora, 2023.
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Por fim, a reconstrucdo da arvore filotaxondmica a partir da sequéncia do genoma da
amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 e as sequéncias dos genomas das cepas tipo de S.
caprae NCTC 12196, S. capitis subsp. capitis DSM 20326, S. capitis subsp. urealyticus DSM
6717, S. saccharolyticus DSM 20359 e S. epidermidis ATCC 14990, evidencia a formacéo de
um claro distinto formado pela amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 e S. capitis subsp.
urealyticus DSM 67177 com um valor confiavel de bootstrap (79%). O clado formado confirma
que a amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 de fato pertence a espécie capitis e a subsp.
urealyticus e indica a relagdo com a subsp. capitis mostrando um segundo clado incluindo a S.
capitis subsp. capitis DSM 20326" também com valor de bootstrap maximo (100%). A arvore
filogenbmica com todas as cepas tipo relacionadas a amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 é

mostrada na Figura 17.
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Figura 17 — Arvore filotaxondmica mostrando a posicéo de Staphylococcus capitis subsp. urealyticus H2 contra as cepas do tipo mais relacionadas
dentro do género Staphylococcus com base em sequéncias completas do genoma

Legenda - As sequéncias gendmicas foram analisadas pelo Type (Strain) Genome Server (TYGS) com parametros padrdo. Arvore inferida com FastME 2.1.6.1 a partir de
distancias GBDP calculadas a partir de sequéncias do genoma. Os comprimentos dos ramos sdo dimensionados em termos da formula de distancia GBDP d5. Os nimeros
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6 DISCUSSAO

Durante muito tempo, Staphylococcus coagulase-negativo (SCoN) foram considerados
apenas como contaminantes de hemoculturas e de outros sitios de infec¢bes. Contudo, nas
ultimas décadas, tem se observado a emergéncia desse grupo de microrganismos como
importantes agentes etioldgicos associados a infecgdes nosocomiais e/ou comunitérias, estando
diretamente relacionados ao aumento de casos de IRAS (SUED et al., 2017).

Nas infec¢cdes nosocomiais de corrente sanguinea, € notada a prevaléncia de SCoN em
30-40% das amostras, sendo também relacionadas a outras importantes infeccdes como as de
trato urinario, endocardite e infeccbes associadas a dispositivos médicos invasivos (ASANTE
etal., 2021).

Em um estudo recente, foi observado em 28% de hemoculturas positivas, apresentando
amostras das espécies S. epidermidis e S. hominis (OSAKI et al., 2021). Em outros estudos,
relacionados a unidade hospitalar neonatal na Alemanha e no Kuwait, foram isolados
predominantemente espécies de SCoN de bacteremias (S. capitis, S. hominis, S. warneri e
outros), além de Escherichia coli e S. aureus quando associados a sepse (TROGER et al., 2016;
AL-HAQAN et al., 2020).

A semelhanga do observado no hospital universitdrio HUPE, em estudo recente
realizado no Brasil, os autores tambeém identificaram SCoN relacionados a hemoculturas de
pacientes adultos hospitalizados, entretanto a maioria das espécies foi identificada como S.
capitis e S. hominis (SERRA et al, 2023). Adicionalmente, um estudo em outro continente,
também analisou amostras SCoN provenientes de hemoculturas coletadas de bacteremia e ponta
de cateter, isolou essas duas espécies em menor quantidade (20,7% de S. hominis e 3,8% de S.
capitis) quando comparada a outras espécies (OCAL; TEKELI; DOLAPCI, 2022).

Patdgenos nosocomiais, por permanecerem viaveis e persistirem em superficies bioticas
e abidticas por muito tempo, sdo considerados fontes continuas de transmisséo cruzada, a partir
de pacientes hospitalizados ate trabalhadores da area da satde. A transmissao desses patdgenos
e a eliminag&o de suas fontes continuam sendo um desafio, principalmente em UTIs de paises
em desenvolvimento (ARGEMI et al., 2019; ALI, AFZAL, 2020; MICHALIK et al., 2020).

Atualmente, a identificacdo correta a nivel de espécies dos SCoN e a determinacao do
perfil de susceptibilidade, tem se tornado cada vez mais importante nos laboratorios de
bacteriologia, visto que relacionadas a amostras nosocomiais, essas espécies possuem um
reconhecido potencial patogénico. Isso deve-se ao crescente envolvimento com infeccbes que

podem evoluir para sepse, principalmente em neonatos, individuos imunocomprometidos e
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pacientes que utilizam cateteres e proteses (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; MICHELS et al.,
2021; NAING et al., 2023; VILLARREAL-SALAZAR et al., 2023; ZHOU et al., 2023).

Diversos estudos demonstram que a técnica de MALDI-TOF MS é uma maneira
confiavel e rapida para identificar os SCoN a nivel de espécie, podendo ser analisadas amostras
provenientes de multiplos ambientes, nosocomiais ou ndo (PEREIRA et al., 2019; SAHA et al.,
2020; NAING et al., 2023; VILLARREAL-SALAZAR et al., 2023; WOUDSTRA et al., 2023,
ZHOU et al., 2023). No presente estudo, todas as amostras de S. capitis e S. hominis foram
identificadas com confiabilidade utilizando como parametro score maior que 1,900.

O aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos é considerado uma preocupagao
global de satde publica atual. Esse fato pode interferir diretamente no tratamento das infecgdes
hospitalares, sendo mais ainda dificultado quando esse patdgeno expressa multirresisténcia, ou
seja, resistentes a 3 ou mais grupos de antimicrobianos, principalmente relacionados ao uso
clinico (MAGIORAKOS et al., 2012; WHO, 2015)

O método de disco difusdo é amplamente utilizado pelos laboratérios de microbiologia
clinica por ser de facil execugdo. Shin e colaboradores (2019) e Serra e colaboradores (2023),
encontraram em amostras clinicas de SCoN isoladas em 2014, 2018 até 2021, respectivamente,
resisténcia a multiplos antimicrobianos como ciprofloxacino, clindamicina, eritromicina,
gentamicina, e outros. Contudo, divergem quanto a avaliacdo a vancomicina, linezolida e
teicoplanina, onde no primeiro estudo foi detectada a susceptibilidade, corroborando com
nossos resultados e ano da coleta e ja no segundo mais recente, observa-se a resisténcia a esses
antimicrobianos em algumas amostras, sendo um alerta quanto ao aumento da resisténcia e o
futuro da saude publica mundial.

Atualmente, a capacidade de diversas espécies de SCoN expressarem multirresisténcia
tem aumentado significativamente, ainda mais quando associados a resisténcia a meticilina
(MRSCoN) sendo encontradas em todo o mundo, relacionadas diretamente ao aumento da
morbidade e mortalidade (SUED et al., 2017; GOULART, 2023; IKHIMIUKOR et al., 2023).

No Kuwait, foi reportada a multirresisténcia em praticamente metade das amostras de
SCoN isolados de hemoculturas de neonatos, utilizando CIM para verificar a susceptibilidade
a vancomicina e a teicoplanina. A maioria das amostras foi fenotipicamente resistente a
benzilpenicilina, gentamicina e cefoxitina, apresentando em 90% dessas amostras 0 gene mecA
e auséncia total do gene mecC (AL-HAQAN et al., 2020). Em nosso estudo também ocorreu a
presenca significativa de multirresisténcia em 77,78% das amostras (n=14), certamente
contribuindo para a transferéncia génica de resisténcias no ambiente hospitalar, conforme

enfatizado previamente pelo nosso grupo de pesquisa (PEREIRA, 2018). Todas as 18 amostras
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presentemente testadas foram sensiveis a vancomicina e teicoplanina, utilizando a mesma
metodologia. No entanto, 83,33% (n=15) das amostras foram resistentes a benzilpenicilina,
61,11% (n=11) apresentaram resisténcia a gentamicina e 66,67% (n=12) resisténcia a
cefoxitina, além de 72,22% (n=13) consideradas positivas para gene mecA.

Ao contrério dos resultados do presente estudo, em um artigo anterior foi reportado
que apenas 44% das amostras de S. capitis foram multirresistentes, onde a maioria também
foram consideradas resistentes a cefoxitina e expressavam o gene mecA (EHLERSSON et al.,
2017). Entretanto, no atual estudo foi detectada a presenca do gene mecA em 4 amostras
sensiveis a cefoxitina e resisténcia ao norfloxacino e sulfazotrim, em contrapartida ao
previamente reportado, que observou a sensibilidade em suas amostras.

Pereira-Ribeiro e colaboradores (2019) afirmaram que a grande parte das infec¢fes
por SCoN adquirida dentro dos hospitais pode ser causada por amostras que possuem
resisténcia a maltiplos antimicrobianos, como a gentamicina, eritromicina, ciprofloxacino e
benzilpenicilina, refletindo provavelmente na presséo seletiva no ambiente hospitalar, pelo uso
indiscriminado de antimicrobianos. A emergéncia de amostras multirresistentes é considerada
um problema de saude global, visto que a OMS prevé que até 2050 a resisténcia bacteriana sera
responsavel por 10 milhdes de mortes a mais que o cancer (KMIHA et al., 2023).

Amostras de S. capitis foram isoladas de pacientes em estagio pré-operatorio e
apresentando resisténcia a eritromicina, clindamicina, gentamicina, ciprofloxacino e
norfloxacino além da sensibilidade a vancomicina, linezolida, rifampicina, sulfazotrim e
teicoplanina (TEVELL et al., 2017). Outros pesquisadores recentemente apresentaram perfis
de susceptibilidade de 3 amostras de S. capitis provenientes de liquido cefalorraquidiano de um
paciente internado, utilizando como parametro maltiplos antimicrobianos relacionados com o
presente estudo, também associados a resisténcia a benzilpenicilina, eritromicina, clindamicina,
moxifloxacino e ciprofloxacino, e a sensibilidade a vancomicina, teicoplanina e tetraciclina
(YU et al., 2022). Na Turquia, foi analisado o efeito da vancomicina in vitro em 16 amostras
colonizadoras de cateteres, sendo, 15 amostras de S. hominis e uma amostra de S. capitis, onde
todas as amostras foram consideradas sensiveis a vancomicina (OCAL et al, 2017). Em um
estudo relacionado a um caso de bacteremia associada ao cateter em paciente hospitalizado com
neoplasia no péncreas, foi observada a presenca de amostras de S. hominis sensiveis a
vancomicina, linezolida e clindamicina (MURAKI et al., 2022). A partir de hemoculturas,
foram detectadas em um total de amostras de S. hominis a resisténcia a oxacilina e 93,75%
vancomicina-sensiveis (SOUROUSH et al., 2017). Todos esses resultados corroboraram com

os dados obtidos na presente investigacdo, o que possivelmente confirmam a relacdo da
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resisténcia aos agentes antimicrobianos com a dificuldade no tratamento dos pacientes e a
disseminacdo desses microrganismos no ambiente nosocomial.

O fenomeno da resisténcia aos antimicrobianos da classe dos [-lactamicos é
conhecido a mais de 50 anos. Embora a meticilina ndo seja mais utilizada, o termo resisténcia
a meticilina persiste e representa a resisténcia a praticamente todos os -lactdmicos, exceto as
cefalosporinas de 52 geracdo. Essa resisténcia relacionada a espécies do género Staphylococcus
¢ atrelada a aquisicdo de um elemento genético mével SCCmec, que possui 0 gene de resisténcia
mecA, altamente conservado. Esse gene codifica uma proteina ligadora de penicilina
modificada, a PBP2a, com uma menor afinidade aos antimicrobianos da classe dos [-
lactdmicos. Uma variante homdloga, o gene mecC, foi descoberta em amostras de MRSA
oriundas de humanos e de diversas espécies animais na Europa, e possui cerca de 70% de
similaridade de identidade de nucleotideos com o gene mecA (EL AILA et al., 2023; KMIHA
et al., 2023). De acordo com os resultados obtidos neste estudo, pode ser ressaltado que a
resisténcia fenotipica apresentada por amostras de S. capitis e S. hominis positivas para o gene
mecA esta associada a producdo de PBPs modificadas, ligadas a inibicdo das transpeptidases,
alterando assim sintese e multiplicacdo da parede celular bacteriana na presenca de -lactamicos
(FERGESTAD et al., 2020).

S. capitis, geralmente considerado uma espécie pouco virulenta tem sido relatada como
causa de sepse hospitalar de inicio tardio nas unidades de terapia intensiva neonatal.
Recentemente, um estudo da Franca identificou um clone de S. capitis multirresistente,
denominado NRCS-A, apresentando resisténcia a meticilina e aminoglicosideos com menor
susceptibilidade a vancomicina. O ambiente da UTIN e especialmente as incubadoras,
constituem reservatorio do NRCS-A dos quais podem se difundir dentro do ambiente hospitalar
(THORN et al., 2020).

A capacidade de aderéncia e de formacdo de biofilme em dispositivos médicos
implantados, tem sido reportado para diferentes espécies de SCoN. Entretanto, poucas
investigacdes tém sido relacionadas com S. capitis e S. hominis e seus fatores de viruléncia
(ESMAIL et al., 2023; VILLARREAL-SALAZAR et al., 2023). No presente estudo, todas as
amostras foram capazes de aderir e formar biofilme em diferentes superficies de natureza
abioticas e bidticas com variadas intensidades, expondo assim a necessidade de pesquisar e
analisar esse fenotipo. Estudos recentes também demonstraram que espécies de S. capitis, S.
aureus e Pseudomonas aeruginosa produtoras de biofilme podem ser capazes de resistir a altas
concentragfes de antimicrobianos quando comparadas a bactérias ndo-produtoras (ZHOU et
al., 2013; ZAMMUTO et al., 2023).
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InfeccOes cronicas ou recorrentes, relacionadas ao biofilme, sdo frequentemente
associadas a uma dificil erradicagdo. O complexo processo da formacao de biofilme envolve a
aderéncia bacteriana, producéo de slime e outras caracteristicas especificas de superficie, que
dependem das propriedades fisico-quimicas, hidrofobicidade e outras particularidades.
Diversos estudos demonstram que os SCoN sdo capazes de produzir slime na fase inicial da
formacdo de biofilme em superficies abidticas e biomateriais (UYANIK et al., 2014;
VASILEIOU et al.,, 2018; CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2023). Entretanto,
recentemente foi reportada a correlacdo da producéo de slime e a formacao de biofilme néo foi
observada para amostras de 12 espécies de SCoN previamente estudadas, incluindo S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. carnosus, S. xilosus e S. saprophyticus.
(CHAJECKA-WIERZCHOWSKA et al., 2023). Naquela oportunidade, os pesquisadores ndo
testaram amostras de S. capitis e S. hominis.

Embora a maioria das amostras de S. hominis e S. capitis, incluindo as S. capitis subsp.
capitis e S. capitis subsp. urealyticus, sejam caracterizadas como capazes de metabolizar
sacarose (BANNERMAN; KLOOS, 1991), no presente estudo foi demonstrada a producao de
slime em apenas 39,89% das amostras, sendo cinco de S. capitis e duas de S. hominis. Somente
uma amostra de S. capitis expressou perfil ndo-MDR. Deste modo, assim como previamente
observado para as diversas espécies de SCoN, ndo houve correla¢do da producédo de slime e a
formacao de biofilme em superficies abioticas diversas para amostras de S. capitis e S. hominis
isoladas de hemoculturas. Adicionalmente, ndo foi observada a correlacdo da metabolizacdo da
sacarose e producéo de slime.

Outros estudos também associam a producdo de slime e de biofilme aos SCoN e S.
aureus oriundos de diversas fontes: como em alimentos congelados, isolados de amostras
clinicas (cateteres, sangue, urina, pus, tubo endotraqueal e outros), em hemoculturas
provenientes de bacteremias e pontas de cateter e de hemocultura de neonatos (RAMPELOTTO
et al.,, 2018; SHRESTHA; BASUDHA; KHANAL, 2018; TAHAEI et al., 2020;
MANANDHAR et al., 2021; OCAL; TEKELI; DOLAPCI, 2022; CHAJECKA-
WIERZCHOWSKA et al., 2023).

Recentemente, um estudo caracterizou a formacédo de biofilme na superficie do vidro
em intensidades forte e moderada por amostras clinicas de SCON (MANANDHAR et al., 2021).
Interessantemente, a maioria das amostras SCoN provenientes de hemocultura de neonatos e
de outros sitios clinicos, foram consideradas ndo formadoras de biofilme na superficie do vidro
(RAMPELOTTO et al., 2018; SHRESTHA; BHATTARAI; KHANAL,; 2018). Em contraste,

os resultados obtidos na presente investigacdo caracterizaram a maioria das amostras de S.
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capitis e S. hominis como fortemente produtoras de biofilme no vidro (83,33%; n=15) e algumas
moderadamente produtoras (16,67%; n=3), independente da producdo de slime. Amostras
incapazes de formar biofilme no vidro ndo foram observadas.

As superficies hidrofobicas estdo relacionadas a uma maior facilidade de colonizacao
de alguns microrganismos (MORAES et al., 2013). Embora todas as amostras de S. capitis
tenham sido capazes de formar biofilme na superficie hidrofébica do poliestireno em diferentes
intensidades, a maioria (66,67%) das amostras de S. hominis ndo apresentaram essa
propriedade. De acordo com o trabalho realizado por Pereira e colaboradores (2018) do nosso
grupo de pesquisa, a formacéo de biofilme na superficie de poliestireno foi caracterizada em
diferentes intensidades, para amostras de S. haemolyticus isolados de hemocultura.
Presentemente, para as amostras de S. capitis e S. hominis que foram formadoras de biofilme
em poliestireno ndo foi observada correlacdo com a producéo de slime, hidrofobicidade e perfis
de resisténcia.

Os ensaios de interagdo com hidrocarboneto n-Hexadecano permitem avaliar a
hidrofobicidade e propriedades de auto agregacéo bacteriana. Em geral, diferentes métodos que
avaliam a hidrofobicidade podem divergir quanto a seus resultados, devido ao fato de certas
bactérias apresentarem componentes de superficies hidrofilicos e hidrofobicos, expressos em
intensidades variadas (MATTOS-GUARALDI et al., 1999; ROSEMBERG et al., 2006).
Trabalho realizado com Corynebacterium diphtheriae, demonstrou que a amostra 241, sacarose
positiva, apresentou forte capacidade de formacéo de biofilme no vidro, menor capacidade de
interacdo com o poliestireno, ndo auto agregativa e hidrofilica na presenca do n-Hexadecano.
Em contraste, a amostra CDC 8392 apresentou auséncia de formacao de biofilme no vidro,
fortemente formadora de biofilme no poliestireno, hidrofébica e auto agregativa (MATTOS-
GUARALDI et al., 1999). No trabalho atual, foi possivel verificar que a maioria das amostras
de S. capitis e S. hominis (66,67% n=12) foi caracterizada como hidrofilica, fortemente
formadoras de biofilme na superficie do vidro e com menor capacidade de formar biofilme no
poliestireno. A produgdo de slime ndo teve correlacdo com as propriedades hidrofilicas e
hidrofébicas das amostras, além da auto agregacdo bacteriana. Similarmente ao observado para
amostra C. diphtheriae 241, as amostras de S. capitis e S. hominis sdo sacarose-positivas.

A interagdo de bactérias com biomateriais tem sido crucial no condicionamento do
progresso de infecgfes nosocomiais severas. Para as espécies de estafilococos, duas explicacdes
possiveis sobre a capacidade de colonizar materiais artificiais sdo a produgdo bacteriana de
slime polissacaridico e a presenca de adesinas que interagem com proteinas da matriz do

hospedeiro que, in vivo, sdo adsorvidas na superficie do biomaterial. A formacao de biofilme
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bacteriano tem sido considerada como um fator de viruléncia que contribui para infecgdes
associadas a catéteres e outros dispositivos médicos invasivos. Neste estudo, tanto em amostras
S. capitis e S. hominis provenientes de hemoculturas, foi possivel detectar uma elevada
quantidade de biofilme associado aos cateteres de poliuretano e silicone, formando um tapete
espesso. Em um estudo recente foi observado a formacéo de biofilme significativo em cateter
desses mesmos materiais relacionados a amostras de SCoN incluindo S. capitis e S. hominis
(CANGUI-PANCHI et al., 2022).

De acordo com os resultados relacionados com a formacdo de biofilme em aco e
membrana de pericardio bovino, ressalta-se que os nimeros de células microbianas aderidas
nessas superficies estdo associadas a formacdo de biofilme maduro. O nUmero de
procedimentos para 0 uso de biomateriais implantdveis de agco tem aumentado
consideravelmente nas Ultimas décadas, embora novas tecnologias facilitem os procedimentos
relacionados ao implante e infeccOes associadas aos dispositivos invasivos (SOUSA et al.,
2017; SUED-KARAM et al., 2022).

Os ensaios de MEV tiveram como objetivo principal informacdes qualitativas da
estrutura do biofilme, a observacédo de bactérias aderidas e a sua organizacao tridimensional.
Demonstrado pela MEV nos biomateriais de ago, as seis amostras representativas de S. capitis
e S. hominis apresentaram um aumento da auto agregacédo e de producdo do biofilme em
superficie do aco em 24 e 48 horas. As amostras H2 e H15 apresentaram um maior aumento na
formacdo do biofilme nessa superficie, onde a amostra de S. capitis (H2) apresentou maior
producdo do que S. hominis (H15). Segundo Vasconcelos (2018), amostras de S. capitis e S.
hominis isoladas de fémites provenientes de centros cirdrgicos, também foram capazes de aderir
e formar biofilme nessa superficie abittica. A estrutura do biofilme foi caracteristica de isolados
fortemente aderentes, produzindo uma camada espessa de matriz extracelular, como mostrado
em outros estudos (BAILLIF et al., 2013; BARROS et al., 2015). Portanto foi demonstrado
nesse estudo, que as amostras MDR de S. capitis e S. hominis foram capazes de formar biofilme
nas superficies de cateteres de poliuretano e silicone, de natureza hidrofébica e hidrofilica,
respectivamente, utilizados como dispositivos médicos implantados.

No presente estudo foi observado a aderéncia as fibras de colageno e formacdo de
biofilme em membranas de pericardio bovino, por amostras de S. capitis e S. hominis. Estudos
in vitro demonstraram que S. epidermidis e S. aureus também aderem a superficies metalicas
(SUBBIAHDOSS et al., 2012). Sendo assim, destaca-se a preocupacdo devido & grande
capacidade de sobrevivéncia e disseminacgdo das espécies SCoN, exercendo influéncia sobre a

morbimortalidade dos pacientes, contribuindo para onerar os servicos de salde tanto em paises
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industrializados como nos paises em desenvolvimento. N&o foi encontrado na literatura estudos
envolvendo as espécies S. capitis e S. hominis e a formacéo de biofilme em membrana de
pericardio bovino, porem Sued-Karam e colaboradores (2022) investigaram esse método em
amostras de S. haemolyticus isolados de hemoculturas, onde foi verificada a alta capacidade de
formacéo de biofilme nesse biomaterial, em nosso laboratério de pesquisa.

A viruléncia em isolados de SCoN ¢ atribuida principalmente & sua capacidade de
colonizar superficies e materiais sintéticos, favorecendo a formacéo de biofilme, mediado, na
maioria das vezes, pelo gene ica (AL-HAQAN et al., 2020; JASINSKA et al., 2021; CANGUI-
PANCHI et al., 2022).

Pereira-Ribeiro e colaboradores (2019) demonstraram que a expressédo do gene ica leva
a producao da adesina intercelular polissacaridica (PIA), o que contribui para a formacéo de
biofilme. A expressdo do gene ica e subsequente formacéo de biofilme em Staphylococcus spp.
parece ser ativada por antimicrobianos -lactamicos como a oxacilina. A expresséo do operon
ica esta sujeita a regulacdo ambiental, sendo parcialmente controlada por fatores de transcri¢do
em resposta ao estresse causado por sub-CIMs dos antimicrobianos (BARROS et al., 2015;
SUED et al., 2017). A expressao do gene ica é regulada por multiplos genes, como sigB, sar, e
0 gene regulador acessorio, podendo interagir e regular a formacéo de biofilmes. A presenca do
gene de adesdo ica pode explicar o papel dos varios mecanismos de aderéncia na patogénese
da infeccdo. No entanto, alguns estudos ndo encontraram associacéo entre a detec¢cdo do gene
ica e a formacdo de biofilmes, sendo essa habilidade uma possivel estratégia de sobrevivéncia
(PEREIRA, 2018; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; JASINSKA et al., 2021). No atual estudo,
foi evidenciado que a formacdo de biofilme foi independente da presenca do gene icaA.
Adicionalmente foi demonstrado que em nenhuma das amostras de S. capitis e 50,00% (n=3)
das amostras de S. hominis, ndo relacionaram a presenca do gene icaA e a formacao do biofilme
em poliestireno. A auséncia de biofilme, apesar da presenca de icaA, pode ser devido a varias
razGes, como a inativacdo do operon ica pela a¢do do repressor icaR, ou por regulacdo pos-
transcri¢do. Estudos anteriores corroboraram com nossos resultados, uma vez que foi observado
em amostras de S. capitis e S. hominis provenientes de hemoculturas, a capacidade de formacao
de biofilme na auséncia do gene icaA (OCAL, TEKELI E DOLAPCI, 2022; HOSBUL et al.,
2021). Varios fatores de viruléncia estéo associados ao biofilme de ica-independentes, como a
proteina de ligacdo ao fibrinogénio (fbe), a enzima de sintese de polissacarideos capsulares
(cap8D), viruléncia associada a parede celular ancorada a proteina (sasH), regulador acessorio
estafilocdcico (sarA), dois componentes genéticos do sistema arlRS e o maior gene de autolisina
atl (BAKTHAVATCHALAM et al., 2017; KLUJ et al., 2018).
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No atual estudo, o gene atl foi encontrado em 55,56% das amostras, que codificam as
autolisinas, que séo hidrolases de peptideoglicano, envolvidas em vérios processos celulares
tais como: divisdo e separacdo celular, além da lise de células bacterianas induzidas por
antimicrobianos e também estdo envolvidas na aderéncia inicial da formacdo de biofilme
(KLUJ et al., 2018; HOSBUL et al., 2021).

A fibronectina é uma glicoproteina de alto peso molecular e um componente da matriz
extracelular que se liga as proteinas da membrana celular denominadas integrinas, mas também
pode se ligar a fibrina e ao colageno. Fibrinogénio é uma glicoproteina encontrada no plasma
sanguineo. O fibrinogénio desempenha um papel importante no processo de coagulacio
sanguinea, em que o fibrinogénio é transformado em sua forma insolavel, fibrina. A proteina
ligadora de fibrinogénio é um importante fator de viruléncia em infeccGes causadas por S.
aureus, pois ndo se liga apenas ao fibrinogénio, mas também pode interferir com a agregacao
de plaquetas e a cascata do complemento dentro do hospedeiro. Em um estudo foi observada
uma taxa de 5,66% do gene fbp, condizente também com nossos resultados, onde este gene foi
detectado em somente duas amostras de S. capitis e uma amostra da espécie S. hominis
(SERRAY et al., 2016).

APIA juntamente com Embp, Bap e Aap (proteinas associadas ao acimulo de biofilme)
sdo responsaveis pela aderéncia e acumulacao intercelular, permitindo a formacédo do biofilme
(JASINSKA et al., 2021). No presente trabalho foi observada a auséncia do gene aap nas
amostras S. capitis e S. hominis mesmo apresentando a capacidade de formar biofilme
fortemente em diversas superficies, ja que esse gene codifica uma proteina importante na
aderéncia e agregacao intercelular que permite a formacéo do biofilme, tendo papel importante
nos biofilmes ica-independentes. A presenca do gene bap parece ndo ser um dos principais
fatores relacionados a formacéo de biofilme para amostras das espécies S. capitis e S. hominis
isoladas de hemocultura, uma vez que a presenca do gene foi detectada em apenas trés amostras
de S. capitis. Adicionalmente ndo foram detectados os genes epbS e fnbA que codificam a
proteina de ligacdo a elastina e a fibronectina, respectivamente. Em um estudo recente, foi
correlacionada a presenca do gene aap sugerindo que seus biofilmes sejam compostos
principalmente por fatores proteicos, diferente do observado nos dados relacionados a
composicao do biofilme no nosso estudo (SALGUEIRO et al., 2017).

A capacidade de aderéncia bacteriana é considerada o primeiro passo na complexa
interacdo em células eucaridticas ou superficies teciduais do hospedeiro, necessitando a
utilizacdo de diversos mecanismos como ligantes e receptores, que influenciam diretamente na

interacdo entre hospedeiro e microrganismo. E reconhecido que a espécie S. aureus possua
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multiplos fatores de aderéncia, que regulam essa associacdo com células epiteliais humanas.
Porém, poucos estudos reportam a capacidade do género Staphylococcus de interagir com
células Detroit 562, sendo as investigacOes centralizadas na viruléncia de S. aureus e também
relacionadas a outros microrganismos (VAN WAMEL et al., 1998; SAKARYA et al., 2009;
RIDLEY; DOUGLAS; WHAWELL, 2012; JASINSKA et al., 2021).

Em um estudo recente, foi demonstrada a capacidade da associacao de células epiteliais
humanas Detroit 562 com amostras de S. aureus e S. epidermidis fortemente produtoras de
biofilme em poliestireno e a possivel relacdo com os genes do operon ica. As espécies foram
capazes de associar rapidamente as células Detroit 562, porém estatisticamente as amostras de
S. epidermidis apresentaram menor capacidade de associacdo do que as de S. aureus
(JASINSKA et al., 2021). Esse resultado obtido com uma espécie relevante de SCoN, é similar
ao que foi encontrado no presente estudo, onde trés amostras de S. capitis foram capazes de
interagir com maior intensidade as células epiteliais Detroit 562, enquanto uma amostra de S.
hominis interagiu em menor intensidade. Entretanto, duas amostras de S. hominis néo
interagiram com as células de linhagem Detroit 562. Estudos adicionais permanecem
necessarios para avaliar detalhadamente os processos de invasdo e persisténcia dessas espécies
com as celulas epiteliais humanas de origens diversas.

Modelos experimentais in vivo sdo essenciais para 0 estudo de patogenicidade e
viruléncia bacteriana, além do tratamento de doengas em humanos. A utilizacdo de larvas de G.
mellonella esta cada vez mais frequente, devido as suas diversas vantagens como facilidade no
manuseio, sistema imune semelhantes aos mamiferos, viabilidade econdmica, entre outros.
Além disso, quando pessoas se deparam com exemplares na fase larval de G. mellonella em
algum ambiente sdo prontamente descartadas, sendo muito interessante a oportunidade de
utiliza-las na area da pesquisa e saude (SOARES et al., 2022; LEBEURRE et al., 2019).

Diversos estudos relacionam o uso de larvas de G. mellonella como modelo
experimental para diferentes espécies bacterianas. Entretanto, para Staphylococcus spp. s
foram reportados estudos das andlises associadas a S. aureus e a uma especie de SCoN: S.
lugdunensis (LEBEURRE et al.,2019; CUNHA et al., 2020; HARDY et al., 2020). No atual
estudo foi demonstrada a patogenicidade de S. capitis e S. hominis para larvas de G. mellonella,
onde todas as amostras testadas de S. capitis expressaram elevado grau de viruléncia, sendo
capaz de induzir a letalidade total das larvas utilizadas. Enquanto, as amostras de S. hominis
variaram quanto ao potencial de letalidade para G. mellonella, uma vez que duas amostras de
S. hominis induziram totalmente a letalidade das larvas engquanto uma parcialmente, ndo

havendo relacdo com o fato de as amostras serem MDR ou nao.
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A confirmacdo molecular da amostra Staphylococcus capitis subsp. urealyticus H2 pela
similaridade do gene 16S rRNA ndo foi possivel chegar a nivel de espécie bacteriana devido a
estreita relacdo com as espécies S. caprae, S. saccharolyticus, S. epidermidis, S. capitis subsp.
capitis. Entretanto com base na anélise filogenética do gene 16S rRNA identificamos a relacdo
filogenética com a espécie S. capitis subsp. urealyticus com alta confiabilidade quando baseado
nos valores obtidos do bootstrap. Nossos resultados foram semelhantes aos resultados
encontrados por Kovarovic e colaboradores (2021), quando observa que atraves do gene 16S
rRNA ndo possui um poder discriminatério capaz de chegar a uma identificacdo fidedigna.
Também neste trabalho, Kovatovic e colaboradores (2021), observaram que o estudo
filogenético direcionava com mais clareza a posicao das espécies, sendo possivel identificar as
espécies que se relacionam.

Como esperado, as analises taxondmicas baseadas nas analises da dDDH, ANI e AAl,
direcionou o grupo de espécies estreitamente relacionadas com a amostra S. capitis subsp.
urealyticus H2, excluindo as espécies S. caprae, S. saccharolyticus e S. epidermidis como
possibilidades de pertencerem a amostra deste trabalho, uma vez que todos os valores foram
abaixo do necessario para a caracterizacdo a nivel de espécie, dDDH (>70%) ANI/AAI (95-
96%) (GORIS et al, 2007; MEIER-KOLTHOFF et al., 2013; RODRIGUEZ-R;
KONSTANTINIDIS, 2014).

As andlises da MLSA e da arvore filotaxondmica corroboraram entre si e com a analise
filogenética através da sequéncia do gene 16S rRNA, evidenciando a topologia das arvores em
gue a amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 e a espécie S. capitis subsp. urealyticus DSM
67177 formam um clado distinto e relacionado entre si. Ademais, com base nas analises
taxondmicas obtidas pelo servidor TYGS, também € possivel observar que a amostra S. capitis
subsp. urealyticus H2 e S. capitis subsp. urealyticus DSM 67177, compartilnam entre si, mais
de 79% de dDDH, o que mostra a distin¢do entre a amostra S. capitis subsp. urealyticus H2 e a
espécie S. capitis subsp. capitis DSM 20326T. Ambas as analises sio observadas através das
colunas colorimétricas mostradas na Figura 17 (MEIER-KOLTHOFF; GOKER, 2019).

Deste modo, estudos adicionais permanecem necessarios para avaliar 0S processos
multifatoriais de viruléncia que contribuem para a patogénese de amostras de S. capitis e S.
hominis. Avancar no conhecimento sobre a viruléncia, assim como a epidemiologia das
infeccdes causadas por essas bactérias no ambiente hospitalar e a evolucdo clinica dos pacientes
sdo fatores fundamentais, para que sejam elaborados diagndsticos mais acurados e que ocorra
melhorias quanto a indicacdo de agentes antimicrobianos especificos, subsidiando

favoravelmente a decisdo de tratamento das infeccdes. A capacidade desses microrganismos
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ultrapassarem as barreiras hematoldgicas ainda € motivo de investigacao, pois 0s mecanismos

envolvidos neste processo de invasao ainda nao foram esclarecidos.
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CONCLUSAO

Os dados obtidos permitiram verificar aspectos conclusivos relacionados aos objetivos

especificos propostos no presente estudo.

O isolamento de amostras de S. capitis e S. hominis a partir de hemoculturas confirmam
que essas espécies de SCoN patogénicos estdo cada vez mais relacionadas com casos de IRAS,
especialmente quando relacionadas a dispositivos médicos invasivos e também como causa de
morbidade e mortalidade. Portanto, a correta identificacdo de S. capitis e S. hominis sdo
essenciais para a efetiva terapia antimicrobiana e sdo fundamentais na vigilancia, controle e
prevencdo de surtos de amostras Staphylococcus spp. resistentes aos agentes antimicrobianos.
A técnica de MALDI-TOF permitiu a confirmacdo da identificacdo correta das espécies S.
capitis e S. hominis, além de resultados rapidos obtidos em apenas alguns minutos e utilizando
uma pequena quantidade de indculo.

A heterogeneidade dos perfis de resisténcia foi observada tanto nas amostras de S.
capitis e S. hominis, sendo descritos diversos perfis MDR e ndo-MDR, alertando a necessidade
de maior vigilancia, controle e prevencdo quanto ao uso indiscriminado de agentes
antimicrobianos. Todas as amostras foram consideradas vancomicina, teicoplanina e linezolida
sensiveis. A maioria das amostras resistentes a cefoxitina (precursora da resisténcia a oxacilina)
também apresentaram o gene mecA. Entretanto, para algumas amostras de S. capitis e S.
hominis essa correlacdo ndo foi observada, demonstrando que a resisténcia aos antimicrobianos
B-lactamicos pode estar relacionada a outros genes e/ou fatores.

A producéo de slime utilizando o meio Vermelho do Congo acrescido de sacarose, foi
observada para algumas amostras de S. capitis e S. hominis isoladas de hemoculturas.
Aproximadamente metade das amostras (>50%) de ambas as espécies foram incapazes de
produzir slime nesses experimentos. Adicionalmente, ndo foi observada a correlacdo entre a
producéo de slime e a capacidade de formacéo de biofilme em diferentes superficies bidticas e
abioticas das amostras testadas.

As amostras de S. capitis e S. hominis expressaram maior capacidade de formacao de
biofilme na superficie abiotica hidrofilica do vidro, quando comparada com a superficie
superficie hidrofobica do poliestireno. Inclusive, algumas amostras de S. hominis mostraram-
se incapazes de formar biofilme no poliestireno, apesar de fortemente produtoras de biofilme

no vidro.
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Uma vez que S. capitis e S. hominis estéo associados a infecges de corrente sanguinea
relacionada ao uso de cateteres, particularmente em pacientes imunocomprometidos, 0s
resultados também permitiram concluir que esses patdgenos, expressando perfis MDR ou nao-
MDR, apresentam a capacidade de formar biofilme em cateteres de poliuretano e de silicone.

A formacdo de biofilme por S. capitis e S. hominis néo foi diretamente relacionada a
presenca dos genes ica além dos demais genes testados (aap, bap, fbp, fnbA, epbS), indicando
possivelmente o envolvimento de outros genes e mecanismos neste processo. Deste modo, 0s
dados enfatizam que a formacéo de biofilme dessas espécies é complexa e que 0s mecanismos
moleculares da formagéo de biofilme ainda ndo foram totalmente elucidados.

A relacédo entre a formacao de biofilme bacteriano e as propriedades hidrofébicas das
amostras de Staphylococcus spp. permanece pouco estudada. No presente estudo foi
documentado pela primeira vez que as superficies celulares das amostras de S. capitis e S.
hominis isoladas de sangue foram caracterizadas predominantemente como hidrofilicas, com
bacterias exibindo pouca auto agregacgdo. A auto agregacdo pode ser um fator importante para
guando avaliamos a aderéncia e formacdo de biofilme em superficies abidticas hidrofébicas,
além de outros mecanismos relacionados aos processos infecciosos, inclusive interacbes com
celulas epiteliais humanas, conforme documentado com células da linhagem Detroit 562.

O modelo experimental in vivo utilizando G. mellonella mostrou-se eficaz para
avaliacdo da patogenicidade das amostras de S. capitis e S. hominis, devido alto grau de
similaridade do seu sistema imunolégico com o dos mamiferos, envolvendo tanto respostas
celulares como humorais. Uma das grandes vantagens do uso desse modelo nas pesquisas € a
facilidade de observacdo dos resultados, pois uma vez infectada, o corpo da larva escurece
devido a melanizag&o, a motilidade é diminuida e ocorre sua morte. No presente estudo também
foi documentado pela primeira vez que amostras S. capitis e S. hominis sdo patogénicas para
larvas de G. mellonella, expressando elevado grau de viruléncia. Amostras MDR de S. capitis
e S. hominis foram capazes de causar a morte de todas as larvas utilizadas nos experimentos.
Interessantemente, ao contrario do esperado, uma amostra de S. hominis ndo-MDR foi capaz de
matar todas as larvas, enquanto uma amostra MDR matou fracamente as larvas.

A elevada incidéncia de patdgenos emergentes nosocomiais multirresistentes tém sido
relatado como um problema mundial, onde os SCoN, tém se mostrado cada vez mais
importantes neste cenario, devido ao fato de estarem envolvidos em IRAS. Dentre a maioria
das IRAS que tem como porta de entrada a pele e as mucosas, pelo rompimento da barreira
cuténea, a identificacdo de SCoN como participantes desses processos infeciosos é de extrema

importancia para o conhecimento das caracteristicas fisiopatologicas. Desta forma, o
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conhecimento epidemiolégico acerca das infec¢fes causadas por SCoN contribuird para o

manejo clinico dessas infec¢des, otimizando a assisténcia terapéutica.
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