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RESUMO

CABRAL, Fellipe de Oliveira. Influéncia da disponibilidade de ferro em mecanismos de
sobrevivéncia, resisténcia a agentes antimicrobianos e de formacao de biofilme de
Corynebacterium striatum. 2021. 118 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

Corynebacterium striatum tem sido associado a um numero crescente de infecc¢des
relacionadas a assisténcia a saude. Atributos de viruléncia como multirresisténcia, habilidade de
aderir as superficies e constituir biofilme, podem se associar e contribuir para a patogenicidade
bacteriana. A biodisponibilidade de micronutrientes, como metais de transi¢do, pode influenciar o
curso das infec¢des através da inibicdo/desrepressdo de vias metabolicas fundamentais para a
persisténcia bacteriana. O objetivo deste trabalho foi avaliar a habilidade de formacao de biofilme
e a influéncia de diferentes concentragdes de ferro sobre células sésseis e planctonicas de C.
striatum utilizando amostras isoladas durante (agosto/2009 a abril/2010) e apdés o surto
nosocomial, no Hospital Universitario Pedro Ernesto. Inicialmente, as amostras BR1987/1,
BR2369/11, BR2130/V, BR2237/VI, BR2296/VII, BR2103/VIIl e 2425/1X apresentaram perfil de
multirresisténcia enquanto BRI1961/III, BR1954/IV e BR2376/X foram consideradas
multisensiveis. Tanto sob limitagdo quanto sob suplementacdo de ferro, algumas amostras se
tornaram sensiveis a moxifloxacina; outras se tornaram sensiveis a rifampicina; e a amostra
BR2376/X adquiriu perfil multirresistente. Todas as amostras testadas foram capazes de aderir a
superficie de poliuretano e vidro com maior viabilidade celular para BR1987/I; as demais, ndo
diferiram quanto a contagem de células vidveis. Quando submetidas a limitacdo de ferro, algumas
amostras sofreram inibigao total da aderéncia ao vidro, exceto BR1961/IIl que sofreu redugao,
BR1954/1V, que aumentou sua produgdo de biofilme, e BR2376/X, que nao alterou seu perfil de
aderéncia. A suplementacdo de ferro ndo produziu mudanga do perfil de aderéncia ao vidro para:
BR1987/1, BR2130/V, BR2103/VIIl ¢ BR2376/X, enquanto, BR2369/I1 ¢ BR1961/III sofreram
reducdo e BR1954/IV, BR2237/VI, BR2296/VI, BR2425/IX aumento da producdo de biofilme. A
limitacdo de ferro produziu reducdo da aderéncia e producao de biofilme em poliestireno por todas
as amostras. Sob suplementagdo de ferro, houve redugdo da aderéncia e producao de biofilme em
poliestireno, contudo, essa reducdo somente foi significativa para trés amostras. Quanto a
viabilidade celular no biofilme, BR1987/1 apresentou as maiores contagens. Excetuando-se
BR1961/1I1 e BR2103/VIIIL, que sofreram reducdo, todas as amostras analisadas sofreram aumento
da viabilidade nos biofilmes sob limitacdo de ferro. Sob suplementacdo de ferro: BR1987/I nao
foi afetada, enquanto, BR2369/II, BR1954/IV ¢ BR2103/VIII revelaram aumento ¢ BR1961/I11
sofreu reducdo da viabilidade. Andlises de microscopia indicaram que ndo hé diferenca na
natureza da matriz secretada no biofilme em qualquer das condic¢des testadas, sendo a matriz de
natureza, majoritariamente, proteica. A microscopia também revelou que a limitacdo de ferro
induziu alongamento celular em todas as amostras testadas e que este alongamento pode ser
revertido quando as células alongadas sdo submetidas ao crescimento em meio inalterado na
concentragdo de ferro. Os resultados indicam que o ferro modula propriedades adesivas,
morfoldgicas e de sensibilidade aos antimicrobianos em C. striatum e enfatizam que este patdgeno
ndo deve ser subestimado ou descartado como contaminante pelos profissionais da satde.
Portanto, € necessario empenho no monitoramento e elaboracdo de estratégias para prevencao,
controle e tratamento de infec¢des por esta corinebactéria.

Palavras-chave: Corynebacterium striatum. Biofilme. Ferro. Multirresisténcia. Viruléncia. Surto

nosocomial. Filamentacao.



ABSTRACT

CABRAL, Fellipe de Oliveira. Influence of iron availability on survival, antimicrobial
resistance and biofilm formation mechanisms of Corynebacterium striatum. 2021. 118 f.
Dissertagcdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Corynebacterium striatum has been associated with an increasing number of
healthcare- related infections. Virulence attributes such as multi-resistance, ability to adhere
to surfaces and build biofilm, can be associated and contribute to bacterial pathogenicity.
The bioavailability of micronutrients, such as transition metals, can influence the course of
infections through the inhibition/derepression of key metabolic pathways for bacterial
persistence. The objective of this work was to evaluate the ability of biofilm formation and
the influence of different iron concentrations on sessile and planktonic cells of C. striatum
using isolated samples during (August/2009 to April/2010) and after the nosocomial
outbreak, at the Hospital University student Pedro Ernesto. Initially, samples BR1987/1,
BR2369/11, BR2130/V, BR2237/VI, BR2296/VII, BR2103/VIIl and 2425/IX showed a
multi-resistance profile while BR1961/I11, BR1954/IV and BR2376/X were considered multi
sensitive. Under both iron limitation and supplementation, some samples became sensitive to
moxifloxacin; others became sensitive to rifampicin; and the BR2376/X sample acquired a
multiresistant profile. All tested samples were able to adhere to the polyurethane and glass
surface with greater cell viability for BR1987/I; the others did not differ in terms of viable
cell count. When submited to iron limitation, some samples suffered total inhibition of
adherence to glass, except for BR1961/I11, which was reduced, BR1954/1V, which increased
its biofilm production, and BR2376/X, which did not change its adhesion profile. Iron
supplementation did not change the glass adhesion profile to BR1987/I, BR2130/V,
BR2103/VIII and BR2376/X, while BR2369/I1 and BRI1961/II1 were reduced and
BR1954/1V, BR2237/VI, BR2296/VI, BR2425/IX increased biofilm production. Iron
limitation produced reduced adhesion and biofilm production on polystyrene for all samples.
Under iron supplementation, there was a reduction in adhesion and biofilm production in
polystyrene, however, this reduction was only significant for three samples. As for cell
viability in the biofilm, BR1987/1 had the highest counts. Except for BR1961/III and
BR2103/VIII, which were reduced, all analyzed samples had increased viability in biofilms
under iron limitation. Under iron supplementation: BR1987/I was not affected, while
BR2369/I1, BR1954/IV and BR2103/VIII showed an increase and BR1961/III suffered a
reduction in viability. Microscopy analysis indicated that there is no difference in the nature
of the matrix secreted in the biofilm under any of the conditions tested, the matrix being
mostly protein in nature. Microscopy also revealed that iron limitation induced cell
elongation in all tested and that this elongation can be reversed when the elongated cells are
submitted to growth in medium unaltered in the iron concentration. The results indicate that
iron modulates adhesive, morphological and antimicrobial sensitivity properties in C.
striatum and emphasize that this pathogen should not be underestimated or discarded as a
contaminant by healthcare professionals. Therefore, it is necessary to commit to monitoring
and planning for the prevention, control and treatment of infections caused by this
corynebacterium.

Keywords: Corynebacterium striatum. Biofilm. Iron. Multidrug-resistance. Virulence.

Nosocomial outbreak. Filamentation.
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INTRODUCAO

Corinebactérias de importancia médica

Os bacilos Gram positivos irregulares incluem diferentes géneros de bactérias aerdbicas,
pleomorficas, imoveis e ndo formadoras de esporos, sendo varios destacados pela relevancia
médica e veterinaria: Actinomyces, Arcanobacterium, Brevibacterium, Gardnerella, Oerskovia,
Propionibacterium, Rhodococcus e Corynebacterium (FUNKE & BERNARD, 2007).

Atualmente, ja foram descritas aproximadamente 191 espécies e 13 subespécies para o
género Corynebacterium (EUZEBY, 2021), sendo pelo menos 36 destas consideradas de
relevancia médica. Algumas espécies podem ser encontradas e amplamente disseminadas no
meio ambiente e determinadas espécies podem fazer parte da microbiota anfibiontica normal
da pele e mucosas de animais ¢ humanos.

Além das corinebactérias produtoras de toxina, que sdo considerados patdgenos
classicos para humanos e/ou animais (Corynebacterium diphtheriae, Corynebacterium
ulcerans e Corynebacterium pseudotuberculosis), diferentes espécies, inicialmente
consideradas patogenos oportunistas, vem sendo descritas como agentes etioldgicos de
infecgdes nosocomiais € comunitarias graves por vezes fatais (BAIO et al., 2013; WANG et
al., 2019). Nas ultimas duas décadas, o nimero de casos de infecgdes associadas com
corinebactérias nao produtoras de toxina diftérica (TD) reportado, tem sido crescente.
Entretanto, o potencial patogénico destas espécies permanece subestimado por diversos
profissionais da area de saude, tanto em paises industrializados quanto em desenvolvimento
(CLARRIDGE & SPIEGEL, 1995; STEINGRUBE et al., 1997; RIEGEL, 1998; CAMELLO,
et al., 2009, CARVALHO et al., 2018).

Dentre os fatores predisponentes as infecgdes pelas diversas espécies de
corinebactérias nao produtoras de TD destacam-se os estados de malignidade, idade avangada,
transplantes, infeccdo pelo HIV, diabetes, cancer, neutropenia, hospitalizacdo e/ou
antibioticoterapia por periodo prolongado além de procedimentos invasivos (cateterismo,
implantes e valvulas). Em alguns casos, ¢ dificil a distingdo entre coloniza¢do e infecgdo.
Embora a maioria das infeccdes graves por Corynebacterium spp. expressando perfil de
multirresisténcia (MDR) aos agentes antimicrobianos seja atribuida a amostras de

Corynebacterium jeikeium, casos de infec¢des por amostras MDR de outras espécies tém sido
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descritos, incluindo Corynebacterium urealyticum, Corynebacterium  amycolatum,
Corynebacterium afermentans, Corynebacterium pseudodiphtheriticum e Corynebacterium
striatum, especialmente em ambientes de assisténcia a saude (MARTINS et al, 2014; WANG
et al, 2019).

Procedimentos laboratoriais e interpretacdes dos resultados de amostras clinicas de
Corynebacterium spp. permanecem como um dos grandes desafios enfrentados pelos
profissionais de satde, devido principalmente a enorme diversidade desses microrganismos e
ao numero relativamente pequeno de provas bioquimicas convencionais disponiveis para sua
diferenciagdo. Adicionalmente, algumas espécies ainda sdo consideradas como contaminantes
de pele ou do ambiente, sendo caracterizadas como “difteroides”, além de muitos laboratdrios
clinicos utilizarem apenas testes identificagdo fenotipicos simplificados ou kits comerciais
que conferem resultados limitados (JANDA, 1998; KHAMIS; RAOULT; LA SCOLA, 2004;
ALMUZARA et al, 2006; CAMELLO et al, 2008; SOUZA et al 2020).

Nos paises em desenvolvimento a dificuldade que a maioria dos laboratdrios enfrenta
para a identificagdo de bastonetes Gram-positivos irregulares inclui a necessidade de
treinamento da mao de obra especializada para o isolamento desses microrganismos de
crescimento lento, além da utilizacdo de inimeros testes fenotipicos ou de procedimentos
onerosos e/ou sofisticados incluindo: sistemas semi-automatizados, automatizados e da
necessidade do sequenciamento génico em algumas situagdes (QIUA et al., 2019). A
reclassificagdo taxondmica de Corynebacterium spp. ¢ frequente conforme aumenta o grau de
conhecimento relativo as suas caracteristicas fenotipicas e genotipicas. Dificultando ainda
mais a valorizacdo microbiologica e clinica do isolamento, a escolha do esquema de
identificacdo para o diagnoéstico laboratorial, a identificacdo de género e espécies além da

antibioticoterapia.
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C. striatum

C. striatum, espécie inicialmente considerada como parte da microbiota anfibidntica
normal de pele e da mucosa nasal de humanos, vem sendo reconhecido como patégeno
potencialmente virulento, capaz de causar infec¢des invasivas e surtos nosocomiais (MOORE
et al. 2010; SYED et al., 2019; QIUA et al., 2019; 2009 LEE et al., 2005; WONG et al., 2010;
SOUZA et al., 2020). Nas ultimas décadas, tem se observado um numero crescente de
infecgdes invasivas causadas por amostras MDR e multissensiveis (MDS) de C. striatum, em
pacientes imunocomprometidos e imunocompetentes, incluindo: pneumonia (MARTINEZ-
MARTINEZ et al., 1994; CREAGH et al.,2000; TARR et al.,2003; RENOM et al., 2007),
sepse (DALL et al., 1989), sinovite e artrite séptica (CONE et al., 1998; SCHOLLE 2007),
osteomielite (FERNANDEZ-AYALA et al., 2001), endocardite, meningite e bacteremia
recorrente (WEISS et al., 1996; SYED et al., 2019). C. striatum também tem sido reconhecido
como agente etiologico de abscessos hepaticos (STONE et al, 1997), peritonites
(BHANDARI et al, 1995), feridas cirurgicas (MOORE et al, 2010), queratites
(HEIDEMANN et al., 1991) e infecgdes intrauterinas (BOLTIN et al., 2009). O primeiro caso
de infeccdo urinaria em paciente ambulatorial imunocompetente foi observado na Espanha
(BETETA LOPEZ et al., 2009).

O numero de relatos de casos de infecgdo pelo C. striatum tem aumentado em diversos
paises desenvolvidos, tais como: Itdlia, Espanha, Holanda, Estados Unidos, Hong Kong e
Japao (BRANDENBURG et al., 1996; MARTIN et al., 2003; OTSUKA et al., 2006; RENOM
et al., 2007; ADDERSON et al., 2008; CAMPANILE et al., 2009; MARTINS et al., 2009;
WONG et al., 2010;WANG et al., 2019). Adicionalmente C. striatum tem sido isolado de
diferentes tipos de infec¢des e surtos nosocomiais, em paises em desenvolvimento incluindo o
Brasil (CAMELLO et al., 2003; MARTINS et al.,2009; SUPERTI et al., 2009; SOUZA et al.,
2015; SOUZA et al., 2019; SOUZA et al., 2020).

Surtos epidémicos causados por cepas MDR de C. striatum tém sido documentados
em pacientes hospitalizados por longos periodos e/ou expostos, continuamente, a
antimicrobianos de amplo espectro em unidades de terapia intensiva (LEONARD et al.,1994;
BRANDENBURG et al., 1996; LEE et al., 2005; OTSUKA et al., 2006; RENOM et al., 2007;
BOLTIN et al., 2009; WONG et al., 2010; WANG et al., 2019; QIUA et al., 2019). O uso de
dispositivos médicos invasivos € a exposi¢do a agentes antimicrobianos podem favorecer a

infeccdo da mucosa do trato respiratorio e a selegdo de cepas MDR de C. striatum (SYED et
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al., 2019). Portanto, amostras bastonetes Gram-positivos isoladas de material clinico nao
devem ser simplesmente descartadas como meros contaminantes, especialmente quando
obtidas em cultura pura de pacientes imunocomprometidos ¢ fazendo uso de dispositivos
invasivos (MARTINS et al., 2009; WONG et al., 2010; BAIO et al., 2013; SOUZA et al.,
2015).

A necessidade de utilizagdo de dispositivos médicos invasivos, incluindo aparelhos de
auxilio respiratério, pode ocasionar a interacdo bacteriana com substrato abiotico e
consequentemente favorecer a colonizacao e subsequente infec¢do do trato respiratorio pelo
C. striatum (SYED et al., 2019). Estudos anteriores também demonstraram a capacidade de
disseminagdo de C. striatum de paciente para paciente e através das maos contaminadas dos

profissionais de saude (BRANDENBURG et al., 1996).

Infeccgoes relacionadas a assisténcia a saude

As infecgdes relacionadas a assisténcia a satide (IRAS), segundo o Ministério da
Satde sdo definidas como: qualquer infec¢cdo adquirida apos a internacdo do paciente e que se
manifesta durante a internacdo ou mesmo apds a alta, quando puder ser relacionada com a
internagdo ou procedimentos hospitalares. O sistema de satde ¢ desafiado constantemente
pelas IRAS que representam um dos mais importantes problemas de Satide Ptblica no mundo,
acometendo tanto paises desenvolvidos quanto aqueles em desenvolvimento. Além das
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, outras consequéncias sdo o aumento do tempo de
internacao e dos custos decorrentes tanto para a institui¢do quanto para os proprios pacientes e
familiares, além da ameaga constante da disseminacdo de bactérias multirresistentes. Isso
porque, o prolongamento do tempo de internagdo gera uma elevagdo no consumo de
medicamentos e aumento dos custos adicionais, além de retardar o retorno do paciente as suas
atividades normais (CDC, 2002; ANVISA, 2004; OLIVEIRA et al., 2009; SYDNOR &
PERL, 2011).

Historicamente, no Brasil, o Controle das Infec¢des Hospitalares teve seu marco
referencial com a Portaria do Ministério da Saiude n° 196, de 24 de junho de 1983, que
instituiu a implantagdo de Comissdes de Controle de Infec¢cdes Hospitalares em todos os
hospitais do pais, independentemente de sua natureza juridica.

A Lei n° 9.431, de 1997, dispde sobre a obrigatoriedade da manutengdo dos
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Programas de Controle de Infec¢ao Hospitalar (PCIH) em todos os hospitais. Nesta Lei, fica
definido como PCIH, o “conjunto de agdes desenvolvidas, deliberada e sistematicamente,
com vistas a reducdo maxima possivel da incidéncia e da gravidade das infeccdes
hospitalares”. No entanto, ¢ reconhecido, que muitos hospitais t€ém dificuldades ou nao
operacionalizam o PCIH conforme recomendagdes governamentais, principalmente aqueles
longe dos grandes centros (GIUNTA & LACERDA, 2006).

A exigéncia de manutencdo das Comissdes de Controle de Infecgdes Hospitalares
(CCIH), Comissdes Estaduais de Controle de Infeccdes Hospitalares (CECIH) e Comissdes
Municipais de Controle de Infeccdes Hospitalares (CMCIH) foi normalizada pelo Ministério
da Satde por meio da Portaria n° 2.616, de 12 de maio de 1998, que contextualiza a
problemadtica das infec¢des também na dimensdo do SUS, ao determinar as competéncias das

trés esferas de governo na sua preven¢ao (ANVISA, 2005).

Infecc¢oes relacionadas a assisténcia a saude

As infeccdes relacionadas a assisténcia a satide (IRAS), segundo o Ministério da
Satde sdo definidas como: qualquer infec¢cdo adquirida apos a internacdo do paciente e que se
manifesta durante a internacdo ou mesmo apds a alta, quando puder ser relacionada com a
internagdo ou procedimentos hospitalares. O sistema de satde ¢ desafiado constantemente
pelas IRAS que representam um dos mais importantes problemas de Satide Ptblica no mundo,
acometendo tanto paises desenvolvidos quanto aqueles em desenvolvimento. Além das
elevadas taxas de morbidade e mortalidade, outras consequéncias sao o aumento do tempo de
internacao e dos custos decorrentes tanto para a institui¢do quanto para os proprios pacientes e
familiares, além da ameaca constante da disseminagdo de bactérias multirresistentes. Isso
porque, o prolongamento do tempo de internagdo gera uma elevagdo no consumo de
medicamentos e aumento dos custos adicionais, além de retardar o retorno do paciente as suas
atividades normais (CDC, 2002; ANVISA, 2004; OLIVEIRA et al., 2009; SYDNOR &
PERL, 2011).

Historicamente, no Brasil, o Controle das Infec¢des Hospitalares teve seu marco
referencial com a Portaria do Ministério da Satde n°® 196, de 24 de junho de 1983, que
instituiu a implantacdo de Comissdes de Controle de Infeccdes Hospitalares em todos os
hospitais do pais, independentemente de sua natureza juridica.

A Lein® 9.431, de 1997, dispde sobre a obrigatoriedade da manutengao dos Programas
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de Controle de Infeccao Hospitalar (PCIH) em todos os hospitais. Nesta Lei, fica definido como
PCIH, o “conjunto de a¢des desenvolvidas, deliberada e sistematicamente, com vistas a reducao
maxima possivel da incidéncia e da gravidade das infecgdes hospitalares”. No entanto, €
reconhecido, que muitos hospitais tém dificuldades ou nao operacionalizam o PCIH conforme
recomendacdes governamentais, principalmente aqueles longe dos grandes centros (GIUNTA
& LACERDA, 2006).

A exigéncia de manutencdo das Comissdes de Controle de Infecgdes Hospitalares
(CCIH), Comissdes Estaduais de Controle de Infeccdes Hospitalares (CECIH) e Comissdes
Municipais de Controle de Infeccdes Hospitalares (CMCIH) foi normalizada pelo Ministério
da Satde por meio da Portaria n° 2.616, de 12 de maio de 1998, que contextualiza a
problemadtica das infec¢des também na dimensdo do SUS, ao determinar as competéncias das
trés esferas de governo na sua preven¢ao (ANVISA, 2005).

As IRAS elevam as taxas de morbimortalidade, ampliam o tempo de permanéncia dos
pacientes no hospital, o uso de drogas antimicrobianas e, consequentemente, aumentam 0s
custos do tratamento e t€ém consequéncias irreparaveis, seja do ponto de vista humano,
econdmico ou social (EL FAL, MARINOS & MEDEIROS, 2001). Estima-se que a incidéncia
mundial destas IRAS varie de 7 a 10 casos a cada 100 pacientes admitidos, € uma parcela
significativa desta populacao estd alocada nas UTIs (unidade de tratamento intensivo). Isso se
deve a fatores de risco associados ao paciente, tipo de unidade hospitalar e instrumentos usados
nestes setores (SMITH, 2006).

A preocupacdo com fatores essenciais no combate as doencgas infecciosas, tais como o
uso racional de agentes quimicos antimicrobianos, o gerenciamento ou gestdo da Comissao de
Controle de Infec¢ao Hospitalar (CCIH) que serd responsavel por adotar rotinas, treinamento
da mao de obra, controle das terapias antibacterianas, padroniza¢do de protocolos e ainda,
atualizacdo quanto as novas técnicas de limpeza, descontaminagdo e desinfeccdo, na
utilizacdo de agentes quimicos, incluindo aplicagdes de testes de eficicia desses agentes
sempre padronizados pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), contribuird
diretamente para um ambiente controlado.

A ANVISA tem como principal fun¢do institucional a promogao e a protecao da saude
e isso envolve um grande leque de responsabilidades que abrange controles de ambientes
relacionados ao paciente, controle de produtos e insumos que serdo utilizados diretamente
nesses ambientes com a finalidade de servir e contribuir para o restabelecimento dos pacientes
(ANVISA, 2008).

As areas hospitalares subdividem-se conforme os riscos em: (i) CRITICAS - sdo
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aquelas onde ha maior nimero de pacientes graves com sistema imunoldgico deprimido,
maior numero de procedimentos invasivos, consequentemente, maior risco de infecgdes, ex.:
Centro Cirargico, CTI (Centro de Terapia Intensiva), Centro de esterilizacdo, Hemodialise,
Lactario, CTQ (Centro de tratamento de queimados), Necrotério, Laboratorio, Expurgo; (i)
SEMI- CRITICAS - sdo aquelas onde se encontram pacientes internados e o risco de infec¢io
¢ menor, ex.: Enfermarias, Quartos, Ambulancias, Ambulatérios; (iii) NAO CRITICAS -
Todos os setores onde ndo ha risco de transmissdao de infec¢do, ndo existem pacientes, ex.:
Sala do médico, Farmécia, Auditério, Administracao, Refeitorio, Centro de estudos, patios,
jardins, etc (RUTALA, 1996).

Procedimentos invasivos e cirargicos realizados no ambiente hospitalar podem
contribuir para as IRAS. Apesar de procedimentos de esterilizacdo e de técnicas de assepsia
mais avangadas, as infecgdes associadas a dispositivos hospitalares representam ainda um
grave problema relacionado, em parte, com o desenvolvimento de bactérias resistentes aos
medicamentos (RENOM et al., 2007). Ha relatos de infec¢des associadas a procedimentos
invasivos diretamente relacionados com limpeza e desinfeccdo primaria e de alto nivel
inadequadas. A transmissdo desses agentes infecciosos estd diretamente relacionada com a
maneira incorreta de reaproveitar os materiais de fins cirirgicos, tdo comuns nestes ambientes
(HOWIE; ALFA, 2008).

Dentre os fatores que contribuem para a ocorréncia de infecgdes hospitalares podemos
ressaltar as transferéncias de genes de resisténcia bacteriana, o uso indiscriminado e irracional
de agentes antimicrobianos, a limpeza e desinfec¢do inadequada das superficies inanimadas e

de materiais criticos € semicriticos.
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Aspectos que influenciam a patogenicidade bacteriana

Biofilmes bacterianos

O biofilme pode ser definido como um conjunto de bactérias firmemente aderidas a
uma superficie, englobado por uma matriz extracelular composta por polissacarideos,
proteinas e acidos nucleicos produzidos pelas proprias bactérias. O biofilme bacteriano
consiste em uma forma séssil e adaptativa no ciclo biologico das bactérias, com caracteristicas
genotipicas e fenotipicas distintas que o distingue das formas bacterianas livres e circulantes,
denominadas de formas planctonicas. Estima-se que, aproximadamente 99% das bactérias da
natureza em algum momento se apresentam sob a forma de biofilme. Analogamente, os
biofilmes poderiam ser comparados aos recifes de corais e as bactérias planctonicas, aos
planctons do oceano (COSTERTON et al., 2003).

Os biofilmes podem ser formados por populagdes desenvolvidas a partir de uma tnica,
ou de multiplas espécies, podendo ser encontrados em uma variedade de superficies bioticas
e/ou abidticas. O ciclo biologico para a formagdo de um biofilme passa pelas etapas de
contato, adesdo, formagdo de pequenas colonias, maturagdo e dispersdo, que dependem da
influéncia do meio ambiente e das caracteristicas genéticas das bactérias. A formagdo do
biofilme ¢ iniciada através das bactérias circulantes, que ao entrarem em contato com uma
superficie, iniciam o processo de adesido formando pontes de ligagdo entre si e a superficie. A
medida que a populagdo em sua proximidade aumenta, as bactérias se organizam em
microcolonias dispostas em monocamadas. Durante as etapas de contato, adesdo e formagao
de pequenas colonias, cada bactéria passa a produzir moléculas sinalizadoras que, dependendo
dos estimulos locais e principalmente da concentracdo atingida no microambiente,
desencadeiam na ativacdo de genes especificos com a mudanca do fenotipo de bactérias
planctonicas para o fendtipo de biofilme, conforme ilustrado na Figura 1 (COSTERTON et
al., 1995).

A formacao de biofilmes estd frequentemente associada a protecdo contra possiveis
agressoes no ambiente. As modificagdes que ocorrem na forma de biofilme trazem inimeras
vantagens as bactérias. O envoltorio extracelular as protege contra agressdes fisicas e
quimicas do meio externo, como a a¢do de raios ultravioleta e alteracdes do pH e de

osmolaridade, além de reduzir significantemente a agdo de mecanismos adaptativos e inatos
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do sistema imunologico, como a ag¢do de células fagocitarias, opsonizacdo de anticorpos.
Neste processo, as proteinas (opsoninas) ligam-se a superficie de bactérias ou a outros
patogenos, facilitando o seu reconhecimento por receptores especificos presentes na superficie
de fagocitos, favorecendo a digestdo dos mesmos pelos neutrdfilos, e atuando no sistema

complemento (HOYLE; COSTERTON, 1991).

Figura 1 - Desenvolvimento de um biofilme

(a) Primary colonizers {b) Microcolonias
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Legenda: (a) Colonizagdo primaria de um substrato; (b)
crescimento, divisdo celular e produgdo do
exopolissacarideo (EPS), com o desenvolvimento
de microcolonias; (c) co adesdo de células
individuais, de células coagregadas e grupos de
c¢lulas idénticas, originando um biofilme jovem, de
multiplas espécies; (d) maturacdo e formagdo de
mosaicos clonais no biofilme maduro.

Nota:  Adaptada de  RICKARD et al,
TrendsMicrobiol.11:94-100, 2003.

Fonte: O autor, 2021.

A producao de biofilme pelos microrganismos ocorre preferencialmente em superficies
inertes, como dispositivos médicos, mas pode também ocorrer em tecidos vivos, como ocorre
em infec¢des invasivas. O tratamento bem sucedido, nestes casos, em longo prazo, dependede
doses elevadas de antibidticos e a remocao de qualquer corpo estranho (COSTERTON et al.,
1999; DONLAN; COSTERTON, 2002; MOHAMED et al., 2004, FUX et al., 2005, SOUSA et

al.,, 2011). Por outro lado, tem sido demonstrado que a a¢do de antimicrobiano sobre os
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biofilmes se torna extremamente reduzida em fungdo de mecanismos de inativagao exercidos
pela matriz extracelular, da dificuldade de penetracdo no interior dos biofilmes e alteragdo na
taxa de metabolismo das bactérias em seu interior, desta forma, bactérias em um biofilme
encontram-se abrigadas e em relativa homeostase, gragas a presenca da substancia polimérica
extracelular. A substiancia polimérica extracelular (SPE) contém varios componentes:
polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos, entre outros, ela é secretada para o meio externo,
sendo de diferentes composigdes. Ao que parece, a SPE tem diferentes estruturas e fungoes,
dependendo das comunidades e/ou condi¢des ambientais. Uma de suas fung¢des ¢ impedir
fisicamente a penetracdo de agentes antimicrobianos no biofilme, principalmente aqueles
hidrofilicos e carregados positivamente. Em alguns casos a SPE ¢é capaz de sequestrar cations,
metais e toxinas. Por estas razoes, o biofilme ¢ um fator imprescindivel para a bactéria no que
tange a prote¢do a agentes externos, e ainda favorece a transferéncia de genes de resisténcia
entre microrganismos da mesma espécie ou até de espécies diferentes (CERI et al., 2001;
ROSSI et al., 2017).

Outro aspecto que vem sendo analisado por diferentes pesquisadores ¢ a capacidade de
transferéncia genes de resisténcia observada para patogenos formadores de biofilme que
apresentam componentes genéticos extracromossomiais (plasmideos e transposons) através de
mecanismo de conjugacdo. Estudos anteriores reportaram que a formagdo de biofilmes
bacterianos ¢ capaz de favorecer a resisténcia a diversos agentes desinfetantes e antibioticos
utilizados em ambientes de assisténcia a saude e também a radiagdo ultravioleta (ELARSI;
MILLER, 1999). As células sésseis contidas em biofilmes sdo mais resistentes aos antibioticos
comparadas com as cé€lulas em seu estado planctonico (CERI et al., 2001). Diversos sao os
problemas causados pelos biofilmes, como: biocorrosao, comprometimento de dispositivos
pertinentes em ambientes hospitalares, entre outros, tudo isso € acrescido ao potencial de
resisténcia cruzada aos agentes quimicos antimicrobianos (SIMOES et al., 2003).

Infecgdes associadas a biofilmes geralmente sdo de natureza recorrente, visto que as
terapias antimicrobianas convencionais eliminam predominantemente as formas planctonicas,
deixando as células sésseis livres para se reproduzir e propagar no biofilme apds o tratamento.
Para tornar o quadro ainda mais grave, as bactérias presentes nos biofilmes encontram-se mais
protegidas contra o sistema imune do hospedeiro. Exemplos tipicos de doencas associadas a
biofilmes incluem as infec¢des de implantes tais como valvulas cardiacas, cateteres, lentes de
contato, dentre outros (MOHAMED et al., 2004).

Os biofilmes podem ainda promover doencas se formados em tecidos, tais como nas

infec¢des pulmonares, periodontite e outras que colonizam uma grande parte das superficies
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direta ou indiretamente, sendo entdo capaz de invadir as células das mucosas e liberar toxinas
(MILLER, 1999).

Em determinados momentos, os biofilmes sofrem dispersdo, liberando
microrganismos que podem vir a colonizar novos ambientes. Esse processo pode ser dividido
em dispersdo, quando parte das células de uma colonia sofre lise e outras retomam a
motilidade, sendo entdo liberadas da estrutura. Outra etapa do processo de dispersdo ¢
chamada de dispersdao de fragmentagdo. Neste, por¢des de matriz extracelular associadas a
microrganismos sao liberadas. Enfim o ultimo processo de dispersao que ¢ chamado de
dispersao superficial que ocorre pelo crescimento do proprio biofilme como um todo
(SIMOES et al., 2003).

A adesao primaria de bactérias planctonicas ¢ um passo crucial na formagao de biofilme.
Na fase inicial, a aderéncia microbiana reversivel ¢ principalmente dependente das
caracteristicas da superficie da célula bacteriana e de parametros ambientais, tais como a
natureza da superficie do material, a disponibilidade de substratos e nutrientes (STANLEY;;
LAZAZZERA, 2004).

Em ambientes naturais, as bactérias aderem principalmente a camada de moléculas
adsorvidas, que reveste as superficies inertes, a "pelicula de condicionamento", assim chamada,
e ndo diretamente ao substrato. In vivo, qualquer superficie de material ¢ rapidamente coberta
por plasma e proteinas de matriz para a qual as bactérias podem expressar adesinas especificas
(ARCIOLA et al., 2005). A estimulacdo da formagdo de biofilme bacteriano por proteinas
exogenas de mamiferos tem sido relatada em muitos patéogenos humanos (BONIFAIT et al.,

2008).

Producio de biofilme por corinebactérias

A adesdo microbiana e a formacao de biofilme representam um importante problema de
Saude Publica. Mais de 60% das infec¢des bacterianas tratadas pelos clinicos sdo consideradas
com envolvimento de espécies formadoras de biofilme. Nas tltimas duas décadas o interesse
no estudo de biofilmes tem ganhado grande impulso ap6s a demonstracao da relagdo causal
entre inimeras doengas infecciosas cronicas e hospitalares associando a infec¢des relacionadas
a dispositivos invasivos e redicivantes e a presen¢a de biofilmes bacterianos (COSTERTON,
1999). Mesmo em individuos com excelentes reagdes imunes celulares e humorais, essas

infec¢des sao raramente resolvidas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Tomando em
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considera¢do o envelhecimento da populagdo e o nimero cada vez maior de dispositivos
médicos implantaveis, espera-se o aumento do numero de infec¢des causadas por patdgenos
oportunistas associadas a biofilmes (STEWART; COSTERTON, 2001; SOUSA et al., 2011).

Para algumas espécies de corinebactérias ja foram descritas propriedades adesivas em
superficies bidticas e abiodticas e de producdo de biofilme, incluindo C. jeikeium,
Corynebacterium macginleyi e C. diphtheriae (WANG et al., 2001 A; KWASZEWSKA et al.,
2006, SUZUKI et al., 2007, SANGAL et al., 2015). Estudos iniciais sobre a adesao a superficies
abidticas e formagdo de biofilme por C. pseudodiphtheriticum foram realizados em nosso
laboratério (SOUZA, 2013).

Amostras de C. pseudodiphtheriticum exibiram um padrdo de aderéncia agregativa
que foi previamente associada com a capacidade de invasdao e sobrevivéncia intracelular de
alguns agentes patogénicos humanos, incluindo C. diphtheriae (HIRATA JR et al., 2008) e
Escherichia coli (PEREIRA et al., 2008).

E geralmente reconhecido que a patogénese da E. coli pode ser dividida em varias fases,
incluindo a colonizacdo, a aderéncia e a formacgao de biofilme. Aderéncia deste microrganismo
pode ser mostrada e contar com varios fatores diferentes que em conjunto contribuem de varias
formas para mostrar o fenotipo de aderéncia agregativa. Sugere-se uma correlagdo entre a
capacidade de expressar as fimbrias AA (AAF) e a capacidade de formar biofilme
(HARRINGTON et al., 2006; HUANG et al., 2006, FUITY AMA et al., 2008). Desde a década
de 70, ja tem sido demonstrada a presenca de fimbrias em algumas espécies de corinebactérias
incluindo C. pseudodiphtheriticum e C. diphtheriae (YANAGAWA; HONDA, 1976).

A aderéncia das bactérias a superficie biomateriais ¢ uma consequéncia das interagdes
fisico-quimicas ocorridas entre 0 microrganismo e o substrato durante o processo de adesao.
Este processo de adesdo compreendem as forcas de van der Waals, acido-base de Lewis, e as
forcas eletrostaticas (ROSENBERG, 1981). A presenca de proteinas associadas a superficie
bacteriana pode estar associada a adesdo inicial e a hidrofobicidade de superficie celular
(COSTERTON et al., 1999; EIFF VON et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2003; SOUSA et al.,
2011). Em geral, as amostras produtoras de biofilme demonstram uma maior aderéncia a
superficies plasticas, em comparacdo com as amostras nao produtoras de biofilme.

C. diphtheriae e espécies lipofilicas de corinebactérias isoladas de pele foram
relacionadas com hidrofobicidade e a formacdo de biofilmes em superficies solidas
(MATTOS- GUARALDI; FORMIGA, 1999; KWASZEWSKA et al., 2006). Semelhante a C.
diphtheriae,

C. urealyticum e outras espécies bacterianas (ROSENBERG, 1981; MATTOS-
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GUARALDI; FORMIGA, 1991; SORIANO et al., 2008), foi observada a aderéncia de C.
pseudodiphtheriticum ao poliestireno atribuida as interagdes hidrofébicas entre as células e a
carga negativa da superficie do plastico. No entanto, as amostras clinicas de C.
pseudodiphtheriticum parecem exibir diferengas na capacidade de produgdo de biofilmes em
superficies de poliestireno (SOUZA, 2013).

Apos a etapa inicial de aderéncia a superficie do substrato, as bactérias se multiplicam
formando microcolonias e se acumulam como agrupamentos de células em varias camadas, um
passo que envolve a adesdo intercelular e a sintese de moléculas de matriz extracelular, tais
como proteinas e polissacarideos. A formagdo de microcoldnias € uma resposta coordenada e
adaptativa que facilita o desenvolvimento continuado e dispersdo do biofilme. O continuo
crescimento dos microrganismos no biofilme ocorre conduzindo a formagdo de densos
agregados bacterianos incorporados a matriz exopolimérica rodeado por uma rede de canais,
tipicos de biofilmes maduros (O'TOOLE et al., 2000; WEBB et al., 2003). O biofilme maduro
pode, entdo, ser submetido a um processo de distanciamento liberando bactérias planctonicas
que podem, em seguida, colonizar outra regido ou substrato para formar novas microcolonias
(KARATAN; WATNICK, 2009).

As amostras de C. pseudodiphtheriticum foram evidenciadas como fortes produtoras
de biofilme na superficie do vidro. Da mesma forma a amostra de C. diphtheriae BR-
CAT5003748 relacionada ao cateter (GOMES et al., 2009; SOUZA, 2013), a formagado de
microcolonias foi verificada por ambas amostras de C. pseudodiphtheriticum ATCC
10700/Faringite ¢ HHC1507/bacteremia em superficies hidrofilicas (vidro) e hidrofébicas
(poliuretano). A aderéncia de C. diphtheriae a superficies hidrofilicas de vidro foi atribuida a
presenca de moléculas de matriz extracelular, principalmente polissacarideos com niveis
elevados de residuos de acido sialico (MATTOS-GUARALDI & FORMIGA, 1991; GOMES
et al., 2009). O numero de bactérias vidveis e a espécie do microrganismo, a superficie a que
ele esta exposto, as substancias que estdo associadas a superficie e aos microrganismos, sao
alguns dos muitos fatores que podem influenciar na formacdo de biofilme. Os poliuretanos
sdo normalmente usados em vdrias aplicagdes médicas, incluindo cateteres e tubos para fins
gerais, de cama hospitalar, lenc¢ois cirirgicos e curativos (DONLAN; COSTERTON, 2002;
DONLAN, 2008). Geralmente sdo encontrados estudos na literatura que indicam que o
aumento da sintese de exopolissacarideo estd muitas vezes relacionado com espécies
bacterianas produtoras de

biofilme em cateteres associados com infec¢des sintomaticas (OLSON et al., 2002).

Uma grande quantidade de material de biofilme exibindo microcoldnias bacterianas e
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material amorfo foi observado na superficie e interior do cateter de poliuretano infectado in
vitro com C. pseudodiphtheriticum. Assim como C. diphtheriae e outros agentes patogénicos
Gram-positivos (MATTOS-GUARALDI; FORMIGA, 1991; GOMES et al., 2009), a
aderéncia de C. pseudodiphtheriticum a poliuretano pode ser parcialmente explicada pelas
cargas positivas associados com este polimero. A substancia amorfa depositada ou glicocalice
observada circundante as microcoldnias de C. pseudodiphtheriticum nas superficies do cateter
de poliuretano reforca o fato de que as bactérias podem produzir ou atrair componentes
poliméricos que fortalecem a sua ligacdo com superficies abidticas in vitro. Além disso, a
substancia amorfa foi observada na superficie externa de cateteres de poliuretano infectados
in vitro com C. pseudodiphtheriticum. Os dados sugerem que a espécie C.
pseudodiphtheriticum, como outros agentes patogé€nicos, a partir de fontes exdgenas ou
endogenas, podem invadir através de uma ferida na inser¢do do cateter e migrarem ao longo
da superficie externa do cateter e eventualmente colonizar o segmento de cateter (FRANSON

et al., 1984).

Multirresisténcia de Corynebacterium spp. aos agentes antimicrobianos

O aumento da resisténcia bacteriana aos diversos agentes antimicrobianos utilizados
na clinica constitui um problema de Saude Publica mundial que desperta a atencdo de 6rgaos
governamentais nacionais € internacionais, como a Organizacdo Mundial de Satde (OMS), o
Centers for Disease Control and Prevention (CDC/USA), a ANVISA, além de CCIH de
diversas instituicdes de saide (OLIVEIRA et al., 2009).

Diversos estudos tém mostrado o aumento na taxa de resisténcia aos antimicrobianos
entre as espécies de Corynebacterium. Resisténcia aos P-lactdmicos, clindamicina,
eritromicina, ciprofloxacina e gentamicina tem sido relatada, levando algumas vezes ao uso
de vancomicina como droga de escolha. Até o momento, vancomicina, teicoplanina e
linezolida sdo os agentes mais efetivos in vitro contra corinebactérias (YOON et al., 2011;
REDDY et al, 2012; MARTINS, 2014; WANG et al, 2019).

Dentre as principais espécies de Corynebacterium de relevancia clinica, podem ser
ressaltados os clones multirresistentes de C. jeikeium, C. amycolatum e C. urealyticum
(RENOM et al., 2007). Recentemente, tem sido observado o aumento na resisténcia aos
antimicrobianos entre as espécies Corynebacterium minutissimum, C. pseudodiphtheriticum,

C. afermentans, C. macginleyi e C. striatum, além de variagdes geograficas na frequéncia de
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isolamento e na resisténcia natural e adquirida por tais espécies bacterianas (BELMARES et
al., 2007; MARTINS et al., 2009; REDDY et al., 2012; RAMOS et al., 2018; NUDEL et al.,
2018).

Influéncia de fatores ambientais sobre a patogenicidade bacteriana

O conhecimento das condigdes ambientais que regulam a viruléncia ¢ um passo
essencial na compreensdo das estratégias que os microrganismos adotam para se tornarem
patogenos de sucesso, incluindo as corinebactérias (MEKALANOS, 1992; MOREIRA et al.,
2003).

Naturalmente, livres na natureza, ou enquanto agentes infecciosos, em um organismo
hospedeiro, os microrganismos lidam com diferentes condi¢des, favordveis ou adversas, que
os leva a se modificarem fenotipicamente, através da expressdo génica condicionada a cada
situacdo. Essa expressdo, entre muitas outras coisas, pode ser alterada pelo estresse oxidativo,
que ¢ caracterizado pelo efeito das condi¢des adversas relacionado a remog¢do de elétrons
moleculares, tornando as moléculas instidveis e reativas. Essa condicdo molecular pode ser
induzida, entre outras coisas, por metais como Fe2+ ou Fe3+, Cut+ e Co2+ que participam das
reacoes chamadas: Fenton e Fenton-like gerando moléculas conhecidas como espécies

reativas de oxigénio (SANTOS, 2009)

Figura 2 - Reagdo de Fenton

Fe’*+H,0, —> OH-+OH +Fe*

Fonte: Santos, 2009

A limitacdo de ferro pode fazer com que patdgenos bacterianos crescam mais
lentamente, entretanto, também pode estimular esses microrganismos a produzir maior dano
tecidual, dado que diversos fatores de viruléncia sdo regulados, direta ou indiretamente, pelo
suprimento de ferro no ambiente (TRIVIER e COURCOL, 1996; MOREIRA et al., 2003;
SCHMIDT et al., 2018).

A expressdao de fatores de aderéncia de diversas espécies ¢ influenciada pelo

suprimento de ferro no ambiente. A restricdo de ferro no meio de crescimento promove a
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producdo de “slime” por Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis, a produgdo de
adesinas de ligagdo de mucinas (ligantes de mucina) por Pseudomonas aeruginosa, e
hidrofobicidade e a aderéncia a células HEp-2 por Vibrio parahaemolyticus (DAI, LEE e
WONG, 1992; DEIGHTON & BORLAND, 1993; SCHARFMAN et al., 1996).

A expressao de diferentes determinantes microbianos de viruléncia pode ser
controlada coordenadamente por sistemas regulatérios comuns. O ferro exerce papel
regulatério sobre as propriedades adesivas em bacilos da difteria e a baixa disponibilidade de
ferro modula a expressao de por¢des de carboidratos de superficie de C. diphtheriae. Para C.
diphtheriae, estudos apontam que a regulagao da aderéncia e da producao de “slime” sdo parte
de uma resposta global a condigdes ambientais de limitagdo de ferro que inclui a desrepressao
de genes para a sintese de citotoxinas e sider6foros e para transporte de complexos Fe (III) -
sider6foro (MOREIRA et al., 2003).

O ferro ¢ um cofator extremamente versatil para a maioria das reagdes bioquimicas
tanto para os microrganismos quanto para seus hospedeiros. Apesar de ser o metal de
transi¢do mais abundante no corpo humano, sua disponibilidade ¢ muito limitada, sendo
inteiramente complexado com metaloproteinas ou glicoproteinas. Durante a infec¢do, a
restricdo de ferro ¢ mais forte, pois a resposta do hospedeiro as bactérias invasoras inclui
hipoferremia. Algumas espécies bacterianas sdo capazes de superar tal condi¢do adversa no
hospedeiro, em parte pela producdo de sider6foros ou outro mecanismo de obtencao de ferro
permitindo que elas expressarem fatores de viruléncia tais como toxinas e enzimas (CAZA e
KRONSTAD, 2013; SCHMIDT et al, 2018). Citotoxinas, sideroforos, heme oxigenase
(HmuO) e lipoproteinas de superficie celular, em corinebactérias sdo reguladas tanto por ferro
quanto pela proteina DtxR (MOREIRA et al., 2003).

Embora estudos tenham relatado papéis reguladores do ferro na patogénese da
infeccdo de C. diphtheriae, estes sdo escassos e ainda se conhece muito pouco sobre os
mecanismos envolvidos na conexdao entre a disponibilidade de ferro e as propriedades
adesivas em corinebactérias.

Estudos sdo necessarios para avaliar a importancia do ferro na evolucdo das infec¢des
por corinebactérias tanto no processo de adesdo inicial basal quanto nos processos mais
complexos como os de disseminagdo, pois o ferro ¢ um elemento presente em diversos

ambientes e pode contribuir para favorecer infecgdes e surtos hospitalares.
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Surto nosocomial e producio de biofilme por C. striatum

C. striatum € um patéogeno que tem a capacidade de produzir surtos de infec¢des em
ambientes nosocomiais (WANG et al, 2019). Em trabalho publicado por Baio e
colaboradores (2013) foram descritas caracteristicas fenotipicas e genotipicas de cepas (n=14)
MDR e sensiveis de C. striatum, isoladas durante um surto em 2009, no Hospital
Universitario Pedro Ernesto (HUPE), Rio de Janeiro, Brasil. Posteriormente, outras cepas
foram identificadas no proprio HUPE e no Hospital Municipal Jesus, revelando ainda outros
pulsotipos MDR (RAMOS et al., 2019).

O patogeno foi isolado nos diversos setores dos hospitais, de diferentes sitios
anatomicos, em individuos adultos. Metade do niimero de pacientes tinha 50 anos de idade ou
mais. A maioria das cepas de C. striatum foi isolada de aspirados traqueais, de pacientes
submetidos a procedimentos de intubagdo endotraqueal, e de sangue, em UTIs e enfermarias
cirargicas.

Foi indicada por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE- Pulsed-Field Gel
Electrophoresis) a presenc¢a de dez perfis clonais distintos (PFGE 1, 11, II1, IV, V, VI, VII, VIII
IX e X) com a predominancia do pulsotipo I entre as amostras. Os clones I e II foram isolados
de secregdo traqueal e aspirado traqueal, respectivamente. Os clones do tipo III e IV foram
1solados de urina e secrecao de feridas, respectivamente. Os clones V e VI isolados de sangue.
Os clones VII e VIII foram isolados de cateter venoso central e de ponta de cateter,
respectivamente. Os clones IX e X foram isolados de sangue e ponta de -cateter,
respectivamente. Os autores identificaram os perfis PFGE 1, 11, V, VI, VII, VIII e IX como
sendo clones relacionados de cepas MDR, as quais apresentaram um perfil comum de
sensibilidade a linezolida, vancomicina e tetraciclina. Os perfis PFGE III, IV ¢ X de C.
striatum foram identificados como sendo clones sensiveis as drogas.

Souza e colaboradores (2015) avaliaram fatores que corroboram para a persisténcia de
cepas de C. striatum oriundas de surto nosocomial no HUPE, investigando a capacidade de
formagdo de biofilme, in vitro, por cepas representativas dos quatro perfis clonais entdo
identificados. Os resultados apontaram para habilidade de aderir a substratos diversos,
incluindo vidro, poliestireno, poliuretano e metal. A habilidade em produzir biofilme foi
verificada em todos os materiais, porém com intensidades distintas entre os pulsotipos, sendo

o tipo I (MDR) o que mais produziu biofilme em todos os substratos testados e as amostras
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MDS, amostras BR1961 e BR1954 as que apresentaram menor produgdo de biofilme.

O biofilme formado poderia favorecer o surgimento de cepas com fendtipo MDR, pois
dificultaria a a¢do dos antibioticos utilizados rotineiramente sobre os microrganismos, o que
permitiria o estabelecimento e disseminagdo da infec¢do nosocomial, principalmente nos
pacientes fazendo uso de dispositivos médicos invasivos.

Adicionalmente foi verificado que algumas proteinas séricas (soroalbumina,
fibrinogénio e fibrina) poderiam favorecer o aumento da produgdo de biofilme pelas cepas
estudadas, sugerindo que fatores externos, como a presenga de matéria organica e outros
residuos bioldgicos, facilmente encontrados nos ambientes nosocomiais, podem contribuir
para produgdo de biofilme por C. striatum.

Estudos testando outros componentes para aferir sua influéncia sobre a produgao de biofilme
se fazem necessdrios, uma vez que tal fator de patogenicidade vem se destacando em
importancia para a viabilidade e manutencdo de C. striatum em ambientes de assisténcia a

saude.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo investigar a influéncia da disponibilidade de ferro

na patogenicidade de C. striatum através da andlise da sobrevivéncia, perfis resisténcia a

agentes antimicrobianos e de formacdo de biofilme em superficies abioticas diversas de

amostras clinicas pertencentes a diferentes pulsotipos (PFGE - I a X).

1.2 Objetivos especificos

g)

h)

Investigar os perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos utilizados
na terapia das infec¢des causadas por microrganismos Gram-positivos;
Pesquisar a influéncia de condi¢des de limitagdo e suplementacdo de ferro nos
niveis de susceptibilidade bacteriana a diversos agentes antimicrobianos;
Avaliar qualitativa e quantitativamente a capacidade de producao de biofilme
em superficies abioticas diversas, incluindo cateter de poliuretano;

Analisar a influéncia de diferentes concentragdes de ferro na capacidade de
interacdo com superficies abidticas e produgdo de biofilme em superficies
abidticas de natureza hidrofilica: vidro e poliuretano;

Investigar a influéncia de ferro na capacidade de aderéncia, producdo de
biofilme e sobrevivéncia em superficie abidtica de natureza hidrofébica:
poliestireno;

Investigar e a capacidade de sobrevivéncia e a plasticidade morfologica de
formas bacterianas planctonicas e sésseis (poliestireno) sob condigdes de
estresse decorrentes da limitagdo de suprimento ferro;

Determinar capacidade de producdo de matriz extracelular durante a formagao
de biofilme no poliestireno pelas amostras em diferentes concentracdes de
ferro;

Analisar preliminarmente pelo método de coloracdo com Comassie Blue e
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Safranina a composicdo quimica de natureza proteica e polissacaridica,
respectivamente, das superficies celulares de formas sésseis e da matriz
extracelular de biofilmes formados em diferentes concentragoes de ferro;

Analisar a morfologia de formas bacterianas sésseis e de biofilmes maduros
produzidos em diferentes concentracdes de ferro utilizando microscopia

eletronica de varredura.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1. Origem, identificacdo e estocagem das amostras bacterianas

No presente estudo, foram utilizadas dez amostras de C. striatum, parcialmente
estudadas e previamente isoladas de pacientes internados no Hospital Universitario Pedro
Ernesto - HUPE/UERJ (n=9) e no Hospital Municipal Jesus (n=1), localizados na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, Brasil (Tabela 1).

As amostras de C. striatum foram previamente identificadas por métodos bioquimicos
convencionais, espectrometria de massa (MALDI-TOF) e confirmadas pelas técnicas de
sequenciamento dos genes 16S rRNA e rpoB. Adicionalmente, as amostras foram submetidas
a analise genética por eletroforese de campo pulsado (PFGE) e classificadas em pulsotipos
diversos (pulsotipos I a X) (BAIO et al. 2013; RAMOS et al, 2019). Conforme demonstrado
na Tabela 1, foram utilizadas na presente investigacdo amostras de C. striatum representantes
de cada um dos pulsotipos isoladas de pacientes que apresentaram quadro de infec¢cdo durante
(n=4; PFGE-I a IV) e ap6s o surto nosocomial (n=6, PFGE-V a X) ocorrido durante o periodo
de Agosto/2009 a Abril/2010.

Os microrganismos foram obtidos da Bacterioteca do Laboratorio de Difteria e
Corinebacterioses de Importancia Clinica — LDCIC — Disciplina de Microbiologia e

Imunologia — FCM/UERJ onde sdo mantidos estocados em Skim milk (Oxoid™) a -70°C.
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Tabela 1 - Origem das amostras de Corynebacterium striatum previamente isoladas de

pacientes internados em unidades hospitalares localizadas na regido
metropolitana do Rio de Janeiro utilizadas no presente estudo
Amostras PFGE Hospital/ Set.or Idade Sexo . Sitio de Evc’)h.lgao
(n=10) Ano hospitalar isolamento clinica
HUPE -
Durante surto
nosocomial
1987 . Lavado bronco- o
BR-RJ I 2009 Enfermaria 18 50 anos F alveolar Obito
2369 Aspirado
BR-RJ II 2009 UTI Geral - M traqueal Cura
1961 III 2009 DIP 37 anos F Urina -
BR-RJ
1954 Cirurgia S
BRRJ v 2009 tordcica - M Ferida cirurgica -
Pos-surto —
HUPE
2103 -
BR-RJ VIII 2010 DIP F Ponta de cateter -
2130 . 30 anos
BR-RJ A\ 2010 Dermatologia F Sangue -
2237 -
BR-RJ VI 2011 - - Sangue -
2425 . 10 anos
BR-RJ IX 2012 Hematologia F Sangue -
2376 X 2012 UTTI Neonatal 3 meses F Ponta de cateter -
BR-RJ
HMJ
2296 Cateter venoso
BR-RJ Vil 2011 i i M central )

Legenda: PFGE: Eletroforese em gel de campo pulsado; HUPE: Hospital Universitario
Pedro Ernesto; HMJ: Hospital Municipal Jesus; -: Nao Informado; UTI: Unidade

de Terapia Intensiva; DIP: Doengas Infecciosas e Parasitarias.
Nota: Dados publicados previamente (BAIO et al, 2013 e
RAMOS et al, 2019.) Fonte: O autor, 2021.

2.2. Testes de susceptibilidade e caracterizagao dos perfis de multirresisténcia aos

agentes antimicrobianos

A avaliagao dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos foi realizada pelo
método de disco-difusdo, conforme metodologia previamente descrita e segundo normas
estabelecidas pelo CLSI - Clinical Laboratory Standards Institute (SOUZA, 2020; CLSI,
2018). Os ensaios foram realizados em meio MHA (Mueller-Hinton Agar) suplementado com
5% de sangue de carneiro, sendo utilizados 21 agentes antimicrobianos (Oxoid, Hampshire,

UK) pertencentes a diferentes classes: penicilina (10U), ampicilina (30pg), meticilina (5pg),
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cefotaxima (30pg), cefepime (30pg), ceftriaxona (30png), imipenem (10pug), eritromicina
(15png), clindamicina (2pg), linezolida (30pg), ciprofloxacino (5ug), moxifloxacino (5ug),
tetraciclina (30png), gentamicina (10ug), rifampicina (5pg), fosfomicina (200ug), vancomicina
(30pg), mupirocina  (200ug), tobramicina  (10pg), nitrofurantoina  (300ug),
ticarcilina/clavulanato (75ug/10pug).

As amostras de C. striatum foram consideradas multirresistentes (MDR) quando
apresentaram resisténcia para agentes antimicrobianos pertencentes a trés ou mais classes dos

agentes antimicrobianos testados (MAGIORAKOS et al., 2012; SOUZA et al., 2020.).

2.3. Influéncia de concentracdes ferro na susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

Suspensdes bacterianas foram cultivadas em 3,0 ml caldo TSB (Trypticase Soy Broth,
Oxo0id™) em condi¢des de limitagdo e suplementacdo ferro a 37°/48 horas: (i) adicdo de
aliquotas (5,0 nL) de solucdo de quelante 2,2’-dipyridyl a 400 mM (MOREIRA et al., 2003);
(i1) suplementacdo de ferro pela adicdo de 1 g/L de sulfato ferroso (FeSO4), adaptado de
metodologia anteriormente descrita (CATTONY et al., 2005). Posteriormente, as suspensoes
bacterianas foram centrifugadas, e os microrganismos foram submetidos a etapa de lavagem
(trés vezes) em solugdo salina tamponada e fosfatada (PBS; pH 7,2). Aliquotas de suspensdes
bacterianas em solu¢do salina fisioldgica em concentra¢do correspondente ao tubo 0,5 da
escala de McFarland foram preparadas para uso na andlise dos perfis de sensibilidade aos
agentes antimicrobianos das amostras de C. striatum pelo método disco-difusdo em agar,

conforme descrito no item 2.2.

2.4, Interacao bacteriana e producio de biofilme em superficies abioticas

Para a realizacdo dos ensaios qualitativos e quantitativos dos mecanismos de interacao
bacteriana e producao de biofilme em superficies abidticas, as dez amostras de C. striatum
pertencentes aos PFGE-tipos I a X foram inicialmente cultivadas em meio TSA (Trypticase
Soy Agar, Oxoid™) a 37°C durante 48h. Suspensdes bacterianas foram preparadas em meio

TSB em concentragdes correspondentes a densidade optica de 0,2 a A=580 nm (~5,0 x107
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UFC/mL) para a realizagdo dos experimentos descritos a seguir.

2.4.1. Aderéncia e producdo de biofilme em cateter de poliuretano

24.1.1.  Técnica de rolamento (Maki-Teste)

A andlise semiquantitativa da capacidade de aderéncia e produgdao de biofilme na
superficie externa de cateter de poliuretano de quatro amostras de C. striatum foi realizada
utilizando metodologia previamente descrita (MAKI et al.,, 1977; SOUZA et al., 2015).
Segmentos estéreis de cateteres de poliuretano (5 cm) foram introduzidos em tubos de ensaio
contendo 5 mL de meio TSB e inoculados com aliquotas (100uL) das suspensoes (~5,0 x 107
UFC/ml) de cada amostra de C. striatum. Apds incubacdo a 37°C durante 48 horas e lavagem
com PBS (pH 7,2) os segmentos de cateteres foram retirados dos tubos e submetidos ao
rolamento na superficie de meio de agar sangue com auxilio de pinca de metal. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

24.1.2. Andlise quantitativa da producao de biofilme em cateter de poliuretano

A andlise quantitativa da viabilidade e da capacidade de aderéncia e producao de
biofilme em superficies internas e externas de cateteres de poliuretano de amostras de C.
striatum foi realizada utilizando metodologia previamente descrita (BRUN-BRUISSON et
al.,1987; DOOLEY et al., 1996; SOUZA et al., 2020). Ap6s periodo de incubagdo de 48 h a
37°C, os fragmentos (0,5 cm) de cateteres presentes em tubos contendo 5 mL de meio TSB
inoculados com 100 pL das suspensdes bacterianas (D.O 0,2; A=580 nm), correspondentes as
amostras testadas, foram lavados em PBS e formacao de biofilme foi avaliada apds extragao
por abrasdo utilizando areia estéril (Vortex multifuncional K40-1010, velocidade méxima por

1 minuto) e de contagem de células sésseis viaveis em meio TSA (UFC/mL).
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2.4.2. Pesquisa de aderéncia, viabilidade bacteriana e producio de biofilme na superficie de

vidro

24.2.1. Ensaios de aderéncia e producao de biofilme na superficie de tubos de vidro

Os experimentos utilizados na avaliagcdo qualitativa e semi-quantitativa da capacidade
de aderéncia e de producdo de biofilme de amostras de C. striatum foram realizados
utilizando metodologia previamente descrita, seguindo o seguinte critério de classificagdo: I —
Forte: bactérias aderidas nas laterais € no fundo do tubo de vidro e na interface do meio de
cultura e o ar; II — Moderado: bactérias aderidas nas laterais e no fundo do tubo de vidro; III —
Fraco: bactérias aderidas ao vidro formando um anel na interface do meio de cultura e o ar; e
IV — Negativo: auséncia de bactérias aderidas na superficie do tubo de vidro (MATTOS-
GUARALDI; FORMIGA, 1991). Foram utilizados tubos de ensaio (15x100 mm) contendo 6
mL de meio TSB, inoculados com amostras de C. striatum em concentragdes correspondentes
a~5,0x 10’ UFC/mL e incubados a 37°C durante 48 h. Em seguida, os meios de cultura foram
retirados dos tubos para remog¢do das cé€lulas bacterianas ndo aderentes a superficie do vidro e
6 mL de meio de TSB estéril foram adicionados aos tubos e reincubados por mais 48 h. Esse
processo foi repetido duas vezes. Apds o terceiro descarte do meio de cultura, os tubos foram
gentilmente lavados com PBS pH 7,2, colocados para secar a 37°C durante uma noite (16 h) e

corados por 5 minutos com soluc¢do de cristal violeta a 2% (Figura 3).

2.42.2. Ensaios de producgdo de biofilme em laminulas de vidro

Analises quantitativas de producdo de biofilme e de viabilidade de formas sésseis de
amostras de C. striatum foram realizadas em laminulas redondas (13 mm) de vidro e
processadas conforme descrito no item anterior - 2.4.1.1. A técnica de abrasdo utilizando areia
foi usada para a extragdo das formas sésseis e o0 meio TSA para determinagdo de bactérias
viaveis - UFC/mL (BRUN-BUISSON et al., 1987; DOOLEY et al., 1996; SOUZA et al.,
2020).
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Figura 3 - Esquema simplificado da analise
qualitativa e semiquantitativa da
formacdo de biofilme em superficie

Formagdo de biofilme em vidro

Teste Qualitativo

Troca do melo de
cultura

o 37°C/48H
A7°C/48H

[ Lavagem do corante
Coloragdo com ' M - ‘
etlstal violsla 1% i A
e— = Podies de lsiturs

hidrofilica de vidro.

Nota: Técnica padronizada previamente
(MATTOS-GUARALDI; FORMIGA,
1991)

Fonte: O autor, 2021.

2.4.3. Ensaios de aderéncia, viabilidade bacteriana e producdo de biofilme em superficie de

poliestireno

2.4.3.1. Analise semi-quantitativa da producao de biofilme em poliestireno

Os experimentos foram realizados por técnica semi-quantitativa em microplacas de
poliestireno com 96 pogos (Cat. TCP 011096, Jetbiofil®, China- fundo chato) (GOMES et al.,
2009; SOUZA et al., 2020). Para cada amostra de C. striatum testada, foram adicionados em
cada pogo das microplacas estéreis, aliquotas de 200 pL de suspensdo bacteriana na
concentragio de ~5,0 x 10’"UFC/mL preparadas em meio TSB. Apos 48 h de incubagio a 37°C,
0os pogos foram lavados trés vezes com PBS pH 7,2, e formas sésseis bacterianas que
permaneceram aderidas na superficie do poliestireno foram fixadas com metanol (15 minutos)
coradas com solugdo 2% de cristal violeta (5 minutos), ressuspensas em acido acético para
desprendimento das formas sésseis aderidas ao poliestireno e ajustadas em densidade Optica
conforme estabelecido para analise microscopica em leitor de ELISA (A=570 nm).

Na avaliacdo da habilidade de aderéncia e de producdo de biofilme em superficie de
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poliestireno caracterizado como, material plastico de natureza hidrofobica, as amostras de C.
striatum foram classificadas nas seguintes categorias com base na densidade optica (DO) das
suspensoes bacterianas: Negativas (0<DO<DOC); Fracas (+: DOC<DO< 2xDOC); Moderadas
(++ :2x DOC<DO< 4xDOC); Fortes (+ + +: 4x DOC < DO). DOC, densidade optica dos

controles negativos (auséncia de microrganismos).

2.4.3.2. Ensaios quantitativos de formas sésseis viaveis em superficies de poliestireno

Laminulas de Thermanox® (13mmws) foram depositadas em placas de cultivo celular
de 24 pocos e imersas em 500 pl das suspensdes bacterianas preparadas para a realizacdo dos
ensaios de formacao de biofilme conforme descrito no item 2.4.1.2. A andlise quantitativa de
formas sésseis viaveis foi realizada pelo método de extragdo por abrasdo (areia) e contagem
de unidades formadoras de colonias cultivadas em meio TSA (BRUN-BUISSON et al., 1987;
DOOLEY et al., 1996; SOUZA et al., 2019).

2.5. Influéncia de concentracdes ferro na viabilidade bacteriana, propriedades

adesivas e de formacao de biofilme em superficies abioticas

No presente estudo foram utilizadas: (1) suspensdes bacterianas cultivadas em condigdes
de limitacdo de ferro pela adi¢do de 5,0 pL de uma solugdo quelante 2,2°-dipyridyl a 400 mM
em 3,0 mL de TSB (MOREIRA et al., 2003); (ii) suspensdes bacterianas cultivadas em
condi¢cdes de suplementagdo de ferro pela adicdo de 1g/L de FeSO4ao meio TSB (CATTONY
et al., 2005); (iii) suspensdes bacterianas cultivadas em meio TSB, sem adicdo de quelante ou

FeSOa.

2.5.1. Ensaios de aderéncia e de formacao de biofilme na superficie do vidro

Os ensaios de aderéncia e producao de biofilme na superficie de tubos de vidro das
amostras de C. striatum submetidas a diferentes condi¢des de cultivo foram realizados

conforme os procedimentos descritos nos itens 2.4.2.
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2.5.2 Ensaios de aderéncia e de formacao de biofilme na superficie de plastico - poliestireno

Analise semi-quantitativa da produgdo de biofilme utilizando a microtécnica e ensaios
quantitativos de formas sésseis viaveis em superficies de poliestireno das amostras de C.
striatum submetidas a diferentes condigdes de cultivo foram realizados conforme

procedimentos descritos nos itens 2.4.3.

2.5.3. Anélise morfo-tintorial e da composicdo quimica estrutural de biofilmes em superficie

poliestireno

Os ensaios foram realizados sobre laminulas de Thermanox® (13mm=s) depositadas
em placas de cultivo celular de 24 pocos imersas na presenga de 500 pl das suspensodes
bacterianas, incubadas a 37°C durante 48h, conforme descrito no item 2.4.3.2. Posteriormente,
o meio de cultura foi removido, as laminulas foram lavadas com 500 pl de PBS por duas
vezes, € submetidas a etapa de fixacdo do biofilme com 500 pL de metanol durante cinco
minutos. Procedimento de coloragdo: Etapa 1: laminula coberta com uma solucdo de
Comassie Blue a 0,02% durante 15 minutos; Etapa 2: laminula coberta com solu¢do de
Safranina a 0,1% por 5 minutos; Etapa 3: laminula lavada com PBS; Etapa 4: laminula fixada
com EntellanTM (Merck) sobre uma lamina de vidro, mantendo a superficie contendo o
biofilme exposta ao ambiente; Etapa 5: Apds 48 horas, os biofilmes formados nas laminulas
Thermanox® foram submetidos a analise em microscopio Axioplan 2 (Zeiss Oberkochen, Ge)

(STEPANOVIC et al., 2007).

2.5.4. Técnica de Microscopia Eletronica de Varredura — MEV

A anélise estrutural de formas sésseis e de biofilmes formados na superficie de laminulas
Thermanox® por amostras de C. striatum representativas de quatro pulsotipos isolados de
pacientes internados em unidade hospitalar da regido metropolitana do Rio de Janeiro foi
realizada pela técnica de MEV. Resumidamente, biofilmes formados nas laminulas
Thermanox® por amostras de C. striatum durante 48 horas foram lavados duas vezes com 1

mL de salina estéril, fixados em solugdo de glutaraldeido a 2,5%, pds-fixados com tetroxido de
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osmio a 1% e desidratado em diferentes solu¢des de etanol. Posteriormente, os materiais foram
submetidos ao ponto critico com diéxido de carbono, cobertos com nanoparticulas de ouro e
examinados em microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 5310 com a colaboragao do

Prof. Dr. Sérgio Henrique Seabra (UEZO) (SOUZA et al., 2020).

2.5.5. Experimentos de analise da influéncia de condicdes de limitacdo de ferro na divisdo e

morfologia bacteriana

Nas investigagdes com formas planctonicas, foram utilizadas suspensdes bacterianas
cultivadas em 3,0 ml adicionados de 5,0 puL de solu¢do quelante 2,2’-dipyridyl a 400 mM e
incubadas a 37°C por 48h. Posteriormente, as células bacterianas foram centrifugadas por 2
minutos a 13400 rpm, submetidas a etapa de lavagem com PBS estéril (3 vezes). Aliquotas (5
uL) de células bacterianas foram coradas pelo método de Gram e foram observadas ao
microscopio Axioplan 2 (Zeiss Oberkochen). Adicionalmente, aliquotas (5 pL) de células
bacterianas foram recultivadas em 3 mL de meio TSB puro, sem adicdo de quelante e
incubadas a 37°C/48 h. Similarmente, as células bacterianas foram centrifugadas, submetidas
a etapa de lavagem com PBS (3 vezes) e submetidas a técnica de coloracao de Gram.

A andlise da influéncia de condic¢des de limitacdao de ferro na divisdo e morfologia de
formas sésseis foi realizada durante os ensaios de produgdo de biofilme na superficie de

laminulas de poliestireno (Thermanox®), conforme descrito nos itens 2.5.3 e 2.5.
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3 RESULTADOS

3.1.  Susceptibilidade de amostras de C. striatum aos agentes antimicrobianos

Os resultados da acdo de 21 agentes antimicrobianos utilizados na presente
investigacdo frente amostras de C. striatum representantes de diferentes perfis genotipicos
(PFGE-I a X) isoladas de pacientes infectados durante e pos-surto nosocomial em unidade
hospitalar localizado na regido metropolitana do Rio de Janeiro foram apresentados na Tabela
2.

Dentre as 10 amostras representantes de diferentes perfis genotipicos testadas,
nenhuma amostra de C. striatum expressando resisténcia a vancomicina e linezolida foi
observada. Em contraste, as amostras vancomicina e linezolida-sensiveis de C. striatum
representantes dos perfis PFGE- I a X — amostras 1987BR-RJ/PFGE-I, 2369BR-RJ/PFGE-II,
2130BR-RJ/PFGE- V, 2296BR-RJ/PFGE-VII, 2103 BR-RJ/PFGE-VIII e¢ 2425 BR-RJ/PFGE-
IX — expressaram resisténcia a penicilina, ampicilina, meticilina, cefotaxima, cefepime,
ceftriaxona, imipenem, eritromicina, clindamicina, ciprofloxacina, moxifloxacina, tetraciclina,
gentamicina rifampicina, fosfomicina, mupirocina, tobramicina, nitrofurantoina e
ticarcilina/clavulanato (Tabela 2).

Todas as amostras de C. striatum representantes dos diferentes perfis genotipicos
(PFGE-I a X) isoladas de pacientes infectados durante e pos-surto nosocomial em unidade
hospitalar localizado na regido metropolitana do Rio de Janeiro foram resistentes a pelo
menos dois dos 21 agentes antimicrobianos testados pertencentes a diferentes classes. Deste
modo, os dados demostraram diferencas entra as amostras clinicas de C. striatum estudadas
quanto a capacidade de sobrevivéncia na presenca de agentes antimicrobianos diversos,

conforme apresentado nas (Tabelas 1 e 2).
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3.1.1. Perfis de multirresisténcia-MDR aos agentes a antimicrobianos

A expressdo de perfis de multirresisténcia (MDR) foi observada para amostras de C.
striatum representantes de sete perfis genotipicos distintos: 1987BR-RJ/PFGE-I, 2369 BR-
RJ/PFGE-II, 2130 BR-RJ/PFGE-V, 2237BR-RJ/PFGE-VI, 2296BR-RJ/PFGE-VII, 2103BR-

RJ/PFGE-VII e 2425BR-RJ/PFGE-IX (Tabela 2). Deste modo, amostras de C.
striatum pertencentes a maioria dos diferentes pulso-tipos expressando perfis MDR e
apresentando susceptibilidade apenas para tetraciclina, linezolida e vancomicina foram
capazes de causar diferentes tipos de infeccdo durante e pos-surto nosocomial, incluindo:
amostra 1987BR- RJ/PFGE-I isolada de lavado bronco alveolar, 2369BR-RJ/PFGE-II de
aspirado traqueal, 2103BR-RJ/PFGE-VIII de CVC, 2130BR-RJ/ PFGE-V 2237BR-RJ/PFGE-
VI e 2425BR- RJ/PFGE-IX isoladas de sangue e 2296BR-RJ/PFGE-VII de ponta de cateter.
Dentre as amostras de C. striatum caracterizadas como MDR, foi observada heterogeneidade
quanto a susceptibilidade aos seguintes agentes antimicrobianos avaliados: cefotaxima,
imipenem e rifampicina.

Interessantemente, as amostras MDR de C. striatum representantes de perfis
genotipicos  distintos expressaram resisténcia ao imipenem, exceto a amostra
2237BR/RJ/PFGE-VI: 11987BR-RJ/PFGE-I, 2369BR-RJ/PFGE-II, 2130BR-RJ/PFGE-V,
2237BR-RJ/PFGE-VI, 2296BR-RJ/PFGE-VII, 2103BR-RJ/PFGE-VIII e 2425/PFGE-IX
(Tabelas 1 e 2).

Amostras de C. striatum, susceptiveis a maioria dos agentes antimicrobianos testados,
também foram isoladas de pacientes com infec¢cdes nosocomiais: MDS-1961/PFGE-III,
MDS- 1954/PFGE-/IV e MDS-2376/PFGE-X. Interessantemente, as amostras MDS-
1961/PFGE-III e MDS-1954/PFGE-/1V, respectivamente isoladas de urina e ferida cirurgica,
apresentaram resisténcia apenas a fosfomicina, mupirocina e ticarcilina/clavulanato. A
amostra MDS-2376 - PFGE-X (ponta de cateter) apresentou susceptibilidade ao maior
nimero de agentes antimicrobianos (n=19), sendo a tnica a expressar resisténcia somente a
ampicilina e tetraciclina. Em contraste ao observado para a amostra MDS-2376/PFGE-X,
todas as sete amostras MDR foram fosfomicina-sensiveis: MDR-11987/PFGE-I, MDR-
2369/PFGE-II, MDR- 2130/PFGE-V, MDR-2237/PFGE-VI, MDR-2296/PFGE-VII, MDR-
2103/PFGE-VIII e MDR -2425/PFGE-IX (Tabelas 1 e 2).
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3.1.2. Influéncia de condi¢cGes de limitacdo de ferro na susceptibilidade bacteriana aos

agentes antimicrobianos

Os resultados da andlise da influéncia de condi¢cdes de limitacdo de ferro na
susceptibilidade aos diversos agentes antimicrobianos de nove amostras de C. striatum de
origens diversas foram demonstrados na Tabela 4. Os dados demonstraram que todas as
amostras de C. striatum apresentando formas celulares planctonicas foram capazes de
sobreviver e multiplicar em condi¢des de estresse do meio ambiente relacionado a limitagdo de

ferro, em consequéncia da adicao do quelante 2,2’-dipyridyl no meio de cultura.
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Tabela 2 - Resultados dos testes de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (n=21)
utilizando o método de disco-difusdo de amostras de Corynebacterium
striatum representantes de diferentes perfis genotipicos (PFGE-I a X)) isoladas
de pacientes infectados durante e pos-surto nosocomial

Amostras de C. striatum e PFGE-tipos /
Sitios de isolamento

Agentes 1987 2369 1961 1954 2130 2237 2296 2103 2425 2376
antimicrobianos 1| 1| v \% VI VL VIl X X
Total

Lavado Aspirado . Ferida Ponta Ponta R

bronco Urina . Sangue  Sangue CVC* angue

alveolar traqueal cirargica cateter cateter
Penicilina R R S S R R R R R S 7
Ampicilina R R S S R R R R R R 8
Meticilina R R S S R - R R R S 6
Cefotaxima R R S S R S R R R S 6
Cefepime R R S S R - R R R S 6
Ceftriaxona R R S S R - R R R S 6
Imipenem R R S S R S R R R S 6
Eritromicina R R S S R R R R R S 7
Clindamicina R R S S R R R R R S 7
Linezolida S S S S S S S S S S 0
Ciprofloxacina R R S S R R R R R S 7
Moxifloxacina R R S S R R R R R S 7
Tetraciclina S S S S S S S S S R 1
Gentamicina R R S S R R R R R S 7
Rifampicina R R S S R S R R R S 6
Fosfomicina R R R R R - R R R S 8
Vancomicina S S S S S S S S S S 0
Mupirocina R R R R R - R R R S 8
Tobramicina R R S S R - R R R S 6
Nitrofurantoina R R S S R - R R R S 6
A S S S S
Total R 18 18 3 3 18 7 18 18 18 2
Total S 3 3 18 18 3 6 3 3 3 19

Legenda: CVC, Cateter venoso central; S, sensivel; (R), resistente; -, Nao testado.
Fonte: O autor, 2021
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Tabela 3 - Perfis de Multirresisténcia — MDR e de Susceptibilidade — MDS de amostras de
Corynebacterium striatum com diferentes perfis genotipicos (PFGE-I a X) e isoladas
de pacientes infectados durante e pos-surto nosocomial

Amostras de C. striatum e PFGE-tipos / Sitios de isolamento

1987 2369 2130 2237 2296 2103 2425 1961 1954 2376
I I \% V1 VII VIII IX I v X

Perfis de Multirresisténcia — MDR e de Susceptibilidade — MDS

Agentes Antimicrobianos

g

P05 2 %z £ & & & 8 & ¢t

g = = = = > > = = = =
Penicilina R R R R R R R S S S
Ampicilina R R R R R R R S S R
Meticilina R R R - R R R S S S
Cefotaxima R R R S R R R S S S
Cefepime R R R - R R R S S S
Ceftriaxona R R R - R R R S S S
Imipenem R R R S R R R S S S
Eritromicina R R R R R R R S S S
Clindamicina R R R R R R R S S S
Linezolida S S S S S S S S S S
Ciprofloxacina R R R R R R R S S S
Moxifloxacina R R R R R R R S S S
Tetraciclina S S S S S S S S S R
Gentamicina R R R R R R R S S S
Rifampicina R R R S R R R S S S
Fosfomicina R R R - R R R R R S
Vancomicina S S S S S S S S S S
Mupirocina R R R - R R R R R S
Tobramicina R R R - R R R S S S
Nitrofurantoina R R R - R R R S S S
e S S S S S S S S

Legenda: - Nio testados; S, Sensivel; R, Resistente; MDR, multirresistente ¢ MDS, multissensivel aos 21 agentes
antimicrobianos testados, conforme previamente realizado por Baio e colaboradores (2013) e Ramos e
colaboradores (2019); R, resistente; S, sensivel; -, ndo testado.

Fonte: O autor, 2021.
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Os resultados indicaram que os pré-cultivos em condi¢cdes de limitacdo de ferro
exerceram influéncia nos mecanismos de resposta ao estresse ambiental, ocasionados pela
presenca de agentes antimicrobianos de todas as amostras de C. striatum testadas. Entretanto,
foram observados diferentes efeitos para as amostras de C. striatum e nas atividades dos
agentes antimicrobianos testados. Para todas as amostras pré-cultivadas em condig¢des de
limitagdao de ferro, os resultados dos testes de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos
permaneceram inalterados para determinados agentes antimicrobianos. Os resultados de até
dez antimicrobianos permaneceram inalterados conforme observado para as amostras MDR-
2369/PFGE-II e MDR-2296/PFGE-VII, enquanto no minimo trés foram mantidos para a
amostra MDS-2376/PFGE-X.

Pré-cultivos em condigdes de limitagdo de ferro exerceram influéncia nos mecanismos
de defesa das amostras de C. striatum contra a atividade antimicrobiana dos seguintes
farmacos: clindamicina, ciprofloxacina, moxifloxacina, tetraciclina, rifampicina, fosfomicina,
mupirocina, tobramicina e nitrofurantoina.

Cinco amostras de C. striatum caracterizadas como sensiveis para determinados
agentes antimicrobianos, quando pré-cultivadas em meio sem adi¢do de quelante, passaram a
expressar resisténcia quando submetidas a condi¢des de limitacdo de ferro: clindamicina,
ciprofloxacina, tetraciclina, rifampicina, fosfomicina, mupirocina, tobramicina e
nitrofurantoina.

Em contraste, oito amostras de C. striatum que se apresentaram resistentes para alguns
agentes antimicrobianos quando pré-cultivadas em meio sem quelante, passaram a ser
caracterizadas como sensiveis quando analisadas em condi¢des de limitagdo de ferro para
clindamicina, ciprofloxacina, moxifloxacina, tetraciclina, rifampicina.

Dentre as sete amostras moxifloxacina-resistentes expressando perfis MDR, as
amostras BR1987/I-MDR, BR2369/II-MDR, BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR e
BR2103/VIII-MDR tornaram- se moxifloxacina-sensiveis quando pré-cultivadas em condigdes
de limitacdo de ferro e as amostras BR2296/VII-MDR e BR2425/IX-MDR permaneceram
moxifloxacina- resistentes.

As amostras BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR e BR2425/IX-MDR que antes eram
sensiveis a tetraciclina se tornaram resistentes apds 48 horas sob limitagdo de ferro, em
contrapartida, a amostras BR2376/X se tornou sensivel. As amostras BR2130/V-MDR,
BR2296/VII-MDR, BR2425/IX-MDR que, em condi¢gdes normais, sdo resistentes a

rifampicina, sob limitacdo de ferro, se tornaram sensiveis. Em relacdo a nitrofurantoina, a
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limitagdo de ferro tornou as amostras BR1954/IV ¢ BR2376/X resistentes, e, em relacdao a
clindamicina, a limitacdo de ferro, induziu as amostras BR1954/IV ¢ BR2425/IX-MDR a
resisténcia e a amostras BR2103/VIII-MDR a sensibilidade.

Condi¢des de limitagdo de ferro tornaram as amostras BR2425/IX-MDR e BR2376/X,
sensivel e resistente a tobramicina, respectivamente e, também tornou as amostras BR2130/V-
MDR e BR2376/X, sensivel e resistente a ciprofloxacina, respectivamente. Em relagdo a
fosfomicina e mupirocina, a limitagdo de ferro induziu resisténcia para a amostra BR2376/X.

Em contraste, as amostras de C. striatum pré-cultivadas tanto na presenga quanto na
auséncia do quelante de ferro 2,2’-dipyridyl permaneceram incapazes de expressar mecanismos
de resposta ao estresse em decorréncia da acdo dos agentes antimicrobianos linezolida e
vancomicina. Todas as nove amostras de C. striatum testadas, expressando perfis MDR e MDS
independente da expressdo dos perfis MDR (n=7) e MDS (n=2), assim como dos tipos de perfis

PFGE e dos sitios de isolamento, apresentaram-se vancomicina-sensivel e linezolida-sensivel.

3.1.3. Influéncia da suplementacdo de ferro na susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos

A influéncia de pré-cultivos sob as condi¢oes de limitacao e suplementacao de ferro na
expressao dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos das amostras clinicas de
C. striatum (n=10) pertencentes a diferentes pulsotipos (PFGE-I a X) foram apresentados na
Tabela 6.

Para todas as amostras pré-cultivadas em condi¢des de suplementacdo de ferro, os
resultados dos testes de susceptibilidade para linezolida e vancomicina permaneceram
inalterados. Os resultados de até dez antimicrobianos permaneceram inalterados conforme
observado para as amostras BR1987/[-MDR, MDR-2369/PFGE-II e BR1954/IV ¢ MDR-
2296/PFGE-VII, enquanto no minimo quatro foram mantidos para a amostra MDS-

2376/PFGE-X (Tabela 5).
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Tabela 4 - Influéncia de condigdes de limitagdo de ferro nos perfis de
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos (n=11) de amostras de
Corynebacterium striatum (PFGE-I a X) pré-cultivados na auséncia e
na presenga de quelante 2,2°-dipyridyl (48 h)

Amostras de C. striatum/ PFGE-tipos

Numero
IS 1987 2369 2130 2237 229 2103 2425 1954 2376 ;rfifas/
| I \% VI v VIII IX v X
MDR MDR MDR MDR MDR MDR MDR MDS MDS R—S
Clindamicina R R R R R R—S R S—»R S—R 2/1
Linezolida S S S S S S S - S 0
Ciprofloxacina R R R—S R R R R - S—R 1/1
Moxifloxacina R—S R—>S R—-S RS R R—S R S S 0/5
Tetraciclina S S S—R S—R S S S—R S R—S 3/1
Rifampicina R R R—S S R—S R R—S S S—R 3/1
Fosfomicina R R R - R R R R S—R 1/0
Vancomicina S S S S S S S S S 0

Mupirocina - R - - R R R R S—R 1/0
Tobramicina - R - - R - R—S - S—R 1/1
Nitrofurantoina - R R - R R R S—»R S—R 2/0
Numero amostras Total 14/10

S—R 0 0 1 1 0 0 1 2 7 12

R—S 1 1 3 1 1 2 2 0 1 12
Total R/S

Limitacdo  4/4 7/4 4/5 3/5 7/4 4/5 7/4 4/4 7/4 47/39
ferro

Controle  5/3 8/3 6/3 3/5 8/3 6/3 8/3 2/6 1/10 47/39

Legenda: - Nao testados; S, Sensivel; R, Resistente; MDR, multirresistente; MDS, multissensivel
aos agentes antimicrobianos testados; R—S, alteragdo de resistente para sensivel; S—R,
alteracdo de sensivel para resistente, susceptibilidade ndo alterada para amostras pré-
cultivadas em condic¢des de suplementacgao de ferro.

Nota: Adaptado de Baio et al, 2013 e Ramos et al, 2019

Fonte: O autor, 2021.

Dentre as amostras MDR de C. striatum, cinco, originalmente resistentes
moxifloxacina, tornaram-se sensiveis apos 48 horas sob condi¢des de suplementagao de ferro:
BR1987/I-MDR, MDR-2369/PFGE-II, BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR e BR2103/VIII-
MDR (Tabela 5). As amostras BR1961/III, BR1954/1V, BR2130/V-MDR,
BR2237/VI-MDR e BR2103/VIII-MDR que antes eram sensiveis a tetraciclina se tornaram
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resistentes apos 48 horas sob suplementacdo de ferro, em contrapartida, a amostras BR2376/X
se tornou tetraciclina- sensivel (Tabela 5).

Em relagdo a rifampicina, a suplementacdo de ferro, alterou os perfis das amostras
BR2130/V-MDR, BR2296/VII-MDR e BR2425/IX de resistente para sensivel e o perfil da
amostra BR2376/X de sensivel para resistente. A suplementagdo de ferro induziu as amostras
BR2103/VIII-MDR e BR2376/X a sensibilidade e resisténcia a clindamicina,respectivamente.
Esta condi¢ao também induziu resisténcia nas amostras BR1961/I11 e BR2376/X em relagao a
nitrofurantoina. Para a tobramicina, a suplementagdo de ferro induziu nas amostras

BR2425/1X e BR2376/X, sensibilidade e resisténcia, respectivamente.
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Tabela 5 - Influéncia de condi¢des de suplementacdo de ferro nos perfis de susceptibilidade aos
agentes antimicrobianos (n=11) de amostras de Corynebacterium striatum (PFGE-I a
X) pré-cultivados na auséncia e na presenga de sulfato ferroso (48 h)

Amostras de C. striatum/ PFGE-tipos

Agentes Total
antimicrobianos  q987 2369 1961 1954 2130 2237 2296 2103 2425 2376 | NS
I 11 I v \% VI Vi VIII IX X
MDR MDR MDS MDS MDR MDS MDR MDR MDR MDS
Clindamicina R R S S R R R R—-S R S—R 11
Linezolida S S S S S S S S S S 0
Ciprofloxacina R R S S R R R R R S—R 1/0
Moxifloxacina R—-S R—-S S S R—S R—S R R—S R S 0/5
Tetraciclina S S S—R S—R S—R S—R S S—R S R—-S 51
Rifampicina R - - S R—-S S R—-S R R—-S S—R 31
*Fosfomicina R R R R R - R R R S* 0
Vancomicina S S S S S S S S S S 0
Mupirocina R R - R - - R R R S—R 1/0
Tobramicina R R - - - - R - R—-S S—R 11
Nitrofurantoina R R S—R - R - R R R S—R 2/0
Numero amostras Total 14/8
S—R 0 0 1 1 1 1 0 1 0 6 11
R—-S 1 1 0 0 2 1 1 2 2 1 11
Total R/S
Suplementagio 7/4 6/4 3/5 3/6 5/3 3/4 7/4 6/4 6/4 6/5 52/43
ferro
Controle 8/3 7/3 177 2/7 5/3 3/4 8/3 7/3 8/2 1/10 50/45

Legenda: -, Nao testado; S, Sensivel; R, Resistente; MDR, multirresistente; MDS, Multissensivel aos agentes
antimicrobianos testados; R—S, alteragdo de resistente para sensivel; S—R, alteracdo de sensivel para
resistente; *, S—R quando pré-cultivadas em condigdes de limitagao de ferro.

Nota: Adaptado de BAIO e al., (2013) e RAMOS et al., (2019).

Fonte: O autor, 2021



Tabela 6 - Perfis de multirresisténcia — MDR e de susceptibilidade — MDS a agentes
antimicrobianos de amostras clinicas de Corynebacterium striatum (n=10)
pertencentes a diferentes pulsotipos (PFGE-I a X) pré-cultivadas sob

condig¢des de limitacdo e suplementacao de ferro
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Condigoes de cultivo

Amostras de C. striatum/ PFGE-tipos

e expressdo de
Resisténcia - R e 1987 | 2369 | 1961 | 1954 | 2130 | 2237 | 2296 | 2103 | 2425 | 2376
Susceptibilidade - S | 1I I v \% VI VII VIII IX X
Controle MDR | MDR | MDS | MDS | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDS
Limitaco de ferro MDR | MDR| _ | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR
Total: R47 / S39 4/4 7/4 ~ 44 | 45 | 35 | 4 | 45 7/4 7/4
Controle: R47 / $39 5/3 8/3 2 | 83 | 35 | 83 | 63 8/3 110
?;rlr’éemema‘;ao de MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR | MDR
Total: R52 / S43 7/4 64 | 35 | 36 | 553 | 34 | 4 | 64 6/4 6/5
Controle: R50/S45 |  8/3 w3 o | 2w | si3 | 34 | 83 | 3 8/2 110

Legenda: Nao testado; R, Resistente; S, Sensivel; MDR, multirresistente; MDS, multissensivel aos
agentes antimicrobianos testados; R—S, alteracdo de resistente para sensivel; S—R, alteragéo
de sensivel para resistente.Controle, microrganismos pré-cultivados em caldo TSB (Trypticase
Soy Broth, Ox0id™) sem adigdo de solugdo de quelante 2,2’-dipyridyl ou de FeSO4

Nota: Adaptado de BAIO et al., (2013); RAMOS et al.,

(2019)
Fonte: O autor, 2021

3.2. Interacao bacteriana e producao de biofilme em superficies abidticas

3.2.1. Aderéncia e producdo de biofilme em cateter de poliuretano

Na Figura 4 foram ilustrados os resultados dos ensaios de interagao com segmentos de

cateteres de poliuretano de amostras de C. striatum. A capacidade de formagao de biofilme das

amostras foi demonstrada pela formagao de tapetes bacterianos em agar sangue de carneiro

(5%) a partir de células sésseis vidveis, originalmente aderidas na superficie de cateteres

inoculados in vitro. A andlise semiquantitativa da capacidade de aderéncia e produgdo de

biofilme na superficie externa de cateter de poliuretano de quatro amostras de C. striatum pela

técnica de Maki demonstrou que todas as amostras de C. striatum testadas apresentaram

habilidade de formacdo de tapete bacteriano confluente revelando propriedades adesivas a
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superficie hidrofilica de cateteres de poliuretano.

Os resultados da avaliagdo quantitativa da produ¢@o de biofilme no poliuretano foram
apresentados na Figura 4. Todas as amostras expressaram a capacidade de produzir biofilme e
permaneceram viaveis na superficie hidrofilica de segmentos de cateter de poliuretano apos
48 horas de incubagdo. A maioria das amostras testadas apresentou viabilidade em
intensidades similares (1,0 x 107 £ 1,23 x 103 UFC/ml), com exce¢ao da amostra MDR-
BR1987/1 que apresentou contagem de viaveis significativamente mais elevada (8,65 x 107 +
1,64 x 102 UFC/ml, P<0,05). A amostra MDR-BR2369/I1 apresentou a menor média de
contagem de viaveis (1,12 x 107 + 1,7 x 103 UFC/ml).

Deste modo, os dados demonstraram que as amostras de C. striatum expressaram
capacidade de aderéncia, produ¢ao de biofilme e viabilidade de formas sésseis bacterianas,
independente dos sitios de isolamento e dos perfis PFGE e de susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos.



Figura 4 - Biofilme em poliuretano
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Legenda: (I) Aderéncia, viabilidade de formas sésseis viaveis e de producdo de biofilme na
superficie de segmentos de cateteres de poliuretano (5 cm) de amostras de
Corynebacterium striatum, Técnica de Maki e (Il ) Analise quantitativa de formas
sésseis viaveis (UFC/ml). Amostras: A) MDR 1987 BR-RJ/PFGE-I, (B) MDS 1954
BR-RJ/PFGE-/IV, (C) MDS 1961BR-RJ/PFGE-/III- ¢ (D) MDR2369 BR-
RJ/PFGE-IL

Fonte: O autor, 2021
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3.2.2. Propriedades adesivas, viabilidade bacteriana e producdo de biofilme na superficie de

vidro.

Os ensaios de avaliagdo qualitativa e semi-quantitativa da capacidade de aderéncia e de
producao de biofilme de C. striatum na superficie de substrato abidtico de natureza hidrofilica
demonstraram que a maioria (n=9) das amostras estudadas expressou propriedades adesivas e
de formacao de biofilme nas paredes de tubos de vidro, em intensidades variadas, conforme
ilustrado na Figura 5. Uma unica a amostra MDR-negativa (2376/PFGE-X), previamente
isolada de ponta de cateter de paciente de UTI Neonatal, demonstrou incapacidade de aderir do
vidro e consequentemente formar biofilme na superficie desse substrato abidtico de natureza
hidrofilica com carga positiva. As demais amostras de C. striatum apresentaram propriedades
adesivas e de formacao de biofilme nas paredes de tubos de vidro, caracterizadas como forte
(n=4), moderada (n=3) e fraco (n=2), independente do sitios de isolamento, dos perfis PFGE e
de resisténcia aos antimicrobianos (MDS/MDR): Perfil I forte (+++) MDR 2369BR-RJ/PFGE-
II, MDS 1961BR-RJ/PFGE-III, MDR1987BR-RJ/PFGE-I e MDR 2130BR-RJ/PFGE-V; Perfil
moderado (++) MDR 2237BR-RJ/PFGE-VI, MDR 2296BR-RJ/PFGE-VII, MDR 2425 BR-
RJ/PFGE-/IX; Perfil III fraco (+) MDR 1954BR-RJ/PFGE-IV ¢ MDR 2103 BR-RJ/PFGE-VIII

(Tabela 7).

Os resultados da andlise quantitativa da viabilidade de quatros amostras de C. striatum
aderidas a superficie do vidro demonstraram que as formas sésseis das amostras MDR e MDS
foram capazes de permanecer viaveis na superficie hidrofilica de vidro, em intensidades
variadas, conforme ilustrado na Figura 6.

As trés amostras que revelaram padrdo I de aderéncia ao vidro (MDR1987BR-
RJ/PFGE-I, MDR 2369BR-RJ/PFGE-II, MDS 1961BR-RJ/PFGE-III) exibiram diferencas nos
numeros de bactérias sésseis viaveis aderidas ao substrato. O maior numero de células vidveis
(2,93 x 107 + 0,52 x 104 UFC/ml) aderido ao substrato hidrofilico abidtico de carga positiva
testado foi observado para a amostra 1987BR-RJ expressando perfil MDR representativa do
PFGE-tipo I, predominantemente observado durante e apds o surto hospitalar. A amostra
MDR 1954BR-RJ/PFGE-IV, com perfil III de aderéncia, apresentou contagens similar de
bactérias vidveis aderidas as observadas para as amostras 1961BR-RJ/PFGE-III e MDR
2369BR- RIJ/PFGE-II com perfil de aderéncia ao vidro tipo I. Deste modo, diferencas
qualitativas e quantitativas na capacidade de aderir ao vidro foram observadas entre as

amostras de C. striatum estudadas (Figura 5 e Tabela 7).
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Figura 5 - Andlise semi-quantitativa de capacidade de aderéncia e formacao de
biofilme em superficie hidrofilica abiotica de vidro de dez amostras de
Corynebacterium striatum oriundas de surto nosocomial de hospitais

cont e J[ oot [ owoor [ emioer J oo

da regido metropolitana do Rio de Janeiro

Legenda: Controle positivo a amostra de Corynebacterium diphtheriae BR-CAT5003. As
amostras BR2369/II- MDR, BRI1961/1lI, BR1987/I-MDR e BR2130/V-MDR
apresentam perfil tipo 1 (forte); as amostras BR2237/VI-MDR, BR2296/VII-MDR e
BR2425/1X apresentam perfil tipo II (moderado); as amostras BR1954/IV e
BR2103/VIII-MDR apresenta perfil tipo III (fraco); e, a amostras BR2376/X
apresentou perfil tipo IV (negativo). Controle negativo, meio TSB estéril.

Fonte: O autor, 2021
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Figura 6 - Analise quantitativa da producdo de biofilme em substrato abidtico
hidrofilico de vidro de amostras C. striatum isoladas durante surto
ocorrido em hospital universitario da regido metropolitana do Rio de

Janeiro.
B
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Micro-organismaos

Legenda: A amostra MDR 1987BR-RJ/PFGE-I apresentou maior niimero de
formas sésseis viaveis.

Fonte: O autor, 2021
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Tabela 7 - Propriedades adesivas, viabilidade de formas sésseis e producdo de biofilme na
superficie hidrofilica de vidro de amostras clinicas de Corynebacterium striatum
previamente isoladas em unidade hospitalar da regido metropolitana do Rio de

Janeiro*
Amostras/ Setor Sitio de P"erAﬁs d © ].3i0ﬁlme n%;ﬁi;ade
Pulsotipos hospitalar isolamento fggiﬁ?&i;ﬁ; Intflil:rlg?de Formas sésseis
(UFC x107/ml)
| s | g Bone | | T s
Do vnae | Amed | vk | T oo
| or | | owes | T
UPRGETY | Toricies | Ciringia MDS | e | 120
2 1322}5\1}]/ Dermatologia Sangue MDR +1;|:_ rt/eI ND
“reevt | N Sangue MDR | oo | P
2%)2,6(;]}3;{‘;?1” Hospital Jesus Cate(tjeernZZiloso MDR ;r/alcg ND
PRGENT | infeccionss | PO deCatcler | MDR | T |
24;25 GBI’EI?I-)IE i Hematologia Sangue MDR M-I(-)-Se/rglo ND
23122 (}}3]5_ ;?J/ UTI Neonatal | Ponta de Cateter MDS N;é;ti‘; o ND

Legenda: UTI, Unidade de Terapia Intensiva; Enf., Enfermaria; MDR, multirresistente (trés ou

mais classes de agentes antimicrobianos);
antimicrobianos S, sensivel; NI, ndo informado; ND, Nao determinado.

MDS;

Nota: Adaptado de Baio et al. 2013; Ramos et al. 2019.
Fonte: O autor, 2021

resistentes<trés

classes de
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3.2.2.1. Influéncia de diferentes concentragdes ferro na aderéncia e producao de

biofilme em superficies hidrofilicas de vidro

Os dados obtidos nessa etapa do estudo indicaram que a disponibilidade de ferro no
meio ambiente foi capaz de exercer influéncia na producdo de biofilme em superficie hidrofilica
de vidro de amostras de C. striatum, porém de formas e em intensidades variadas, conforme

demonstrado nos itens descritos abaixo.

3.2.2.2. Influéncia de condigdes de limitagao de ferro na capacidade de produgdo de biofilme

na superficie de vidro.

Na Tabela 8 foram apresentados os resultados dos ensaios de formacao de biofilme na
auséncia e na presenca de quelante de ferro (2,2°-dipyridyl) das dez amostras, parcialmente
estudadas, de C. striatum isoladas de hospitais da regido metropolitana do Rio de Janeiro. A
limitacdo de ferro exerceu atividade reguladora-negativa nos mecanismos de producdo de
biofilme em superficie hidrofilica de vidro para a maioria das amostras testadas, porém em
intensidades variadas. Para o patogeno C. striatum, a condi¢cdo de estresse decorrente da
limitacdo de ferro exerceu atividade de regulagdo-positiva na expressdo de perfis de
susceptibilidade aos agentes antimicrobianos e de regulagdo-negativa dos mecanismos de
producao de biofilme no vidro para a maioria das amostras testadas, independente dos sitios
de isolamento e da expressao dos perfis PFGE.

Cinco amostras MDR de C. striatum caracterizadas como fortemente (+++/perfil I) ou
moderadamente (++/perfil II) produtoras de biofilme no vidro ndo expressaram propriedades
adesivas e capacidade de produzir biofilme em condi¢des de limitagdo de ferro na superficie
desse tipo de substrato abidtico de natureza hidrofilica e carga positiva (-/perfil IV): 1987BR-
RJ/PFGE-I, 2369BR-RJ/PFGE-II, 2130BR-RJ/PFGE-V, 2237BR-RJ/PFGE-VI, 2296BR-
RJ/PFGE-VIL

A amostra de C. striatum 1961BR-RJ/PFGE-III que expressou perfil MDS e que foi
previamente isolada de paciente com infec¢do urindria e caracterizada como fortemente
produtora de biofilme no vidro (+++/perfil I), quando submetida aos ensaios realizados em

condig¢des de limitacao de ferro permaneceu com a capacidade de aderir a superficie do vidro
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e de produzir biofilme, porém em menor intensidade (+/perfil I1I). A formagao de biofilme foi
observada com formas sésseis predominantemente aderidas na interface do meio de cultura e o
ar.

Em contraste, a amostra de C. striatum 1954BR-RJ/PFGE-IV que também apresentou
perfil MDS e que foi previamente isolada de ferida cirurgica e caracterizada como fracamente
produtora de biofilme no vidro (+/perfil III), nos experimentos realizados em condi¢des de
limitagdo de ferro passou a expressar maior a capacidade de producao de biofilme com formas
sésseis aderidas nas laterais e no fundo dos tubos de vidro (++/perfil II). Desse modo, para a
amostra MDS C. striatum, 1954BR-RJ/PFGE-IV a condi¢do de estresse decorrente da
limitacdo de ferro exerceu atividade de regulagdo-positiva.

Interessantemente, condicdoes de estresse decorrente da limitacdo de ferro nao
exerceram influéncia em possiveis mecanismos relacionados com propriedades adesivas e de
produgdo de biofilme na superficie do vidro da amostra MDS de C. striatum 2376BR-
RJ/PFGE-X, previamente isolada de ponta de cateter e caracterizada como ndo produtora de
biofilme no vidro (-/perfil IV). Nos ensaios realizados em condi¢des de limitagao de ferro
também nao foi observada producdo de biofilme na superficie do vidro pela amostra 2376BR-
RI/PFGE-X (-/perfil IV).

Adicionalmente, em condi¢des de limitacdo de ferro nao foi observada correlagao
entre a produgdo de biofilme no vidro e os perfis de susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos.



Tabela 8 - Influéncia de condigdes de limitagdo de ferro na capacidade de
producao de biofilme na superficie hidrofilica de vidro de

amostras de Corynebacterium striatum
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Biofilme no vidro

Perfis de
Amostras/ Sitio de Resisténcia aos Intensidade/Perfil
Pulsotipos isolamento Antimicrobianos TSB+
Meio TSB/TSB+2.2’-dipyridyl | Meio TSB 2,2*-dipyridyl

e e T U R R
en | o | MoR/MDR b L
prGeam | Ui wos/NT Fraco
ROEN | Crimea | MPSIMDR | LD erado

- | -1
“oeory | swme | wpR/woR | pRl L G0

- II -1
2%’3177GBEIT\§IJ/ Sangue MDR /MDR M:)_:l_e/\,rado Neg/at‘ifvo
Trceai | o | MORIMDR DT e
i}lg)éEB-li;i{IJI/ Ponta de Cateter MDR / MDR ;:alcl(f N;g/:t‘ifvo
212FSGBEIEI){(J/ Sangue MDR /MDR M:;—(;e/rlaldo Ne-:g/alt‘ifvo
231212 (};3]31?_ _)IEJ/ Ponta de Cateter MDS / MDR N;g/aIt'\IIVO N(-ag/alt‘iivo

Legenda: MDR, multirresistente (trés ou mais classes de agentes antimicrobianos); MDS;
resistentes<trés classes de antimicrobianos; NT, Nio testado;

Nota: Adaptado de BAIO et al. 2013; RAMOS et al. 2019.

Fonte: O autor, 2021
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Figura 7 - Producdo de biofilme em substrato abiotico hidrofilico (vidro), sob condi¢des de
limitagdo de ferro, por cepas Corynebacterium striatum oriundas de surto
nosocomial de hospital universitario da regido metropolitana do Rio de Janeiro

BR1987 : [ BR1os4

7l
1l
.

1] ’ i 1

Legenda: As cepas BR1987/I-MDR, BR2369/II-MDR, BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR, BR2296/VII-
MDR, BR2103/VIII-MDR, BR2425/IX-MDR e BR2376/X apresentam perfil tipo IV, enquanto
que a cepa BR1961/III-MDS apresentou perfil Il e a cepa BR1954/IV-MDS apresentou perfil tipo
IT em resposta a limitagdo de ferro. (C) controle (D) limitagdo de ferro.

Fonte: O autor, 2021.

3.2.2.3.Influéncia de condi¢des de suplementacdo de ferro na capacidade de producao de

biofilme na superficie de vidro

Os resultados da pesquisa de formacao de biofilme na auséncia e na presenca de FeSO4
(sulfato ferroso) com amostras de C. striatum foram apresentados na Tabela 9 e ilustrados na
Figura 8. Os dados demonstraram que amostras de C. striatum submetidas a condigdes de
suplementagdo de ferro em decorréncia da adi¢ao de FeSO4 (n=9) exibiram comportamentos

variados durante o cultivo em tubos de vidro, independente dos sitios de isolamento e dos perfis



69

PFGE. A maioria das amostras foi capaz de aderir e produzir biofilme na superficie do vidro,
porém em intensidades variadas. Nao foi observada correlagao entre a producao de biofilme no
vidro e os perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos.

Condigdes suplementagdo de ferro ndo exerceram influéncia em possiveis mecanismos
relacionados com propriedades adesivas e de producao de biofilme na superficie do vidro de
quatro amostras: Perfil I forte (+++) — MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2130BR-RJ/PFGE-
V; Perfil III fraco (+) - MDR 2103 BR-RJ/PFGE-VIII; Perfil IV negativo (-) - MDS 2376BR-
RJ/PFGE-X.

A amostra MDS 2376BR-RJ/PFGE-X, previamente qualificada como nao produtora
de biofilme no vidro (perfil IV/-), nos ensaios realizados em condigdes de suplementacao de
ferro também foi caracterizada com perfil [V/negativo (-).

Trés amostras de C. striatum caracterizadas como moderadamente (++/perfil II) (n=1)
e fracamente (+++/perfil I) (n=2) produtoras de biofilme no vidro, expressaram maior
capacidade de aderir e produzir biofilme em condigdes de suplementagao de ferro: MDR
1954BR-RJ/PFGE-IV (++/perfil 1), MDR 2237BR-RJ/PFGE-VI (+++/perfil I) e MDR

2296BR-RJ/PFGE-VII (+++/perfil I).

Em contraste, trés amostras caracterizadas como fortemente (+++/perfil I) (n=2) e
moderadamente (++/perfil 1I) (n=1) produtoras de biofilme no vidro, expressaram menor
habilidade de aderir e produzir biofilme em condigdes de suplementagdo de ferro (+/perfil

III): MDR 2369BR-RJ/PFGE-II MDS 1961BR-RJ/PFGE-III, MDR 2425 BR-RJ/PFGE-/IX.



Tabela 9 - Influéncia de condi¢des ambientes com niveis mais elevados de
ferro na capacidade de producdao de biofilme na superficie de

vidro de Corynebacterium striatum
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Biofilme no vidro

Perfis de
Amostras/ Sitio de Resisténcia aos Intensidade/Perfil
Pulsotipos isolamento Antimicrobianos TSB+
Meio TSB FeSO4
TR
R S e
B, | 111
119’21(}]13;-{/;1{1“ Urina MDS /MDR ;::t/e —l:‘l{aco
5 i 111 11
1i’SFALGBEl%II\{/J/ CiFrerlgi?:a MDS /MDR ;r/aco M:(-li_érado
“oeeny | smee | oworor | Rt p
ot | Seee | wpRoR |l
e | e | worivor | g |
?gégi;gjl/ Ponta de Cateter MDR / MDR ;r/alcl(: ;l{:cl(l)
2?’?G}i31?il;ij/ Sangue MDR /MDR M::l_e/rlaldo —l;l{:cltl)
231)71? (};3]1;_ _)I(U/ Ponta de Cateter MDS / MDR N;g/aIt'\lfv o N(-ag/alt‘iivo

Legenda: MDR, multirresistente (trés ou mais classes de agentes antimicrobianos); MDS;
resistentes<trés classes de antimicrobianos; NT, Nio testado.
Nota: Adaptado de Baio ef al. 2013;
Ramos et al. 2019.

Fonte: O autor, 2021
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Figura 8 - Produgdo de biofilme em substrato abidtico hidrofilico (vidro), por cepas
Corynebacterium striatum oriundas de hospitais da regido metropolitana
do Rio de Janeiro crescidas em meio suplementado com sulfato ferroso

BR1987 | : .
; : . | ’ i : ki t 'l

Legenda: As amostras BR1987/I-MDR, BR2237/VI-MDR, BR2296/VII-MDR apresentaram
perfil tipo I; a amostra BR1954/IV apresentou perfil tipo II; as amostras BR2369/11-
MDR, BR1961/11I, BR2103/VIII- MDR ¢ BR2425/IX-MDR perfil tipo III; e, a
amostra BR2376/X apresentou perfil tipo IV. (S) suplementagdo com sulfato ferroso
¢ (C) controle.

Fonte: O autor, 2021

3.2.2.4. Heterogeneidade amostra-dependente da capacidade de produ¢do de biofilme na

superficie de vidro em condic¢des de limitagdo e de suplementagdo de ferro

A analise comparativa dos resultados apresentados na Tabela 10 indicou que os
mecanismos de sobrevivéncia e de disseminagdo do patogeno C. striatum foram influenciados
pelas concentragdes de ferro presentes no meio ambiente. Diferentes aspectos foram observados
quanto aos perfis e as intensidades de células sésseis aderidas e de biofilmes produzidos na

superficie de vidro em condi¢des de limitacdo e de suplementacdo de ferro. Os dados
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apresentados na tabela enfatizaram que a influéncia das concentragdes de ferro exercida na
produgdo de biofilme no vidro foi dependente da amostra de C. striatum testada.

Trés amostras MDR de C. striatum, inclusive duas identificadas como fortemente
produtoras de biofilme em tubos de vidro contendo meio TSB sem adi¢do de quelante ou
FeSO4, quando testadas em condi¢gdes de suplementagdo de ferro, suas atividades foram
mantidas inalteradas: amostras MDR1987BR-RJ/PFGE-I ¢ MDR 2130BR-RJ/PFGE-V
(+++/perfil I); MDR 2103 BR-RJ/PFGE-VIII (+/perfil III). Entretanto, quando avaliadas em
condig¢des de limitacao de ferro a capacidade de aderéncia e producao de biofilme na superficie
do vidro foi totalmente inibida (-/perfil IV).

Duas amostras de C. striatum expressando perfis MDR (2237BR-RJ/PFGE-VI e
2296BR-RIJ/PFGE-VII), demostraram incapacidade de produzir biofilme na superficie do vidro
(-/perfil IV) quando avaliadas em condi¢des de limitacdo de ferro. Em contraste, foram
identificadas como fortemente produtoras de biofilme no vidro em condigdes de suplementagao
de ferro (+++/perfil I).

Apenas uma amostra MDR de C. striatum, 1954BR-RJ/PFGE-IV, identificada com
fracamente positiva/perfil III nos ensaios em tubos de vidro contendo meio TSB, sem adigao
de quelante ou FeSO4, foi capaz de aderir e produzir biofilme na superficie do vidro mais
intensamente em ambas condi¢des de limitagdo e de suplementagdo de ferro (++/perfil II).

Tanto em condig¢des de limitacao quanto de suplementagdo de ferro, trés amostras de C.
striatum caracterizadas como fortemente MDR 2369BR-RJ/PFGE-II, MDS 1961BR-
RJ/PFGE-III e moderadamente MDR 2425 BR-RJ/PFGE-/IX produtoras de biofilme na
superficie do vidro, passaram a expressar menor capacidade de aderir a supertficie do vidro.

Para a amostra MDS de C. striatum 2376BR-RJ/PFGE-X, previamente isolada de ponta
de cateter e caracterizada como nao produtora de biofilme no vidro (-/perfil IV), também nao
foi observada produgdo de biofilme na superficie do vidro nos ensaios realizados em condi¢des
de suplementacdo e de limitacao de ferro.

Algumas amostras de C. striatum (n=3) apresentaram maior produ¢ao biofilme na
superficie do vidro em condi¢des de limitacdo (n=1) e/ou de suplementagdo de ferro: 1954 BR-
RI/PFGE-IV (++/perfil 1T), 2237 BR-RJ/PFGE-VI, 2296 BR-RJ/PFGE-VII (+++/perfil I).

Oito amostras de C. striatum produtoras de biofilme na superficie do vidro passaram a
expressar essas atividades em menor intensidade em condigdes de suplementagdo (n=3) e/ou de
limitagdo (n=8) de ferro. Incluindo sete amostras que foram identificadas como nao produtoras

de biofilme no vidro (-/perfil IV) apenas em condi¢des de limitacdo de ferro.
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Tabela 10 - Perfis de suscetibilidade aos agentes antimicrobianos e de
producdo de biofilme na superficie hidrofilica do vidro de
amostras de Corynebacterium striatum expressos em diferentes
concentracdes de ferro

Perfis de Biofilme no vidro
Amostras/ Sitio de Susceptibilidade Antimicrobiana Intensidade/Perfil
Pulsotipos | isolamento [—yr™ TSB+ TSB+ Meio TSB TSB+ TSB+
TSB | 2,2’-dipyridyl | FeSOs c1o 2,2-dipyridyl | FeSOs
1987 Lavado /T IV /T
BR-RJ/ Bronco- MDR MDR MDR Fort Negati Fort
PFGE-I Alveolar orte egativo orte
2369 BR- .
+++ - +
RJ/ ?f:ﬁi‘l’ MDR MDR MDR . : ! N / It\,' v /1
PFGE-II q orte egativo raco
1961
++ + +
BR-RJ/ Urina MDS NT MDR F : ! F/ 1 F /1
PFGE-/III orte raco raco
1954 .
+ /111 ++/ 11 ++/ 11
BR-RJ/ CiFrerld?c . | Mps MDR MDR v Modorado | Moderad
PFGE-IV g raco oderado oderado
2130
++ - +++
BR-RJ/ Sangue MDR MDR MDR F :I N /It"] F t/I
PFGE-V orte egativo orte
2237
++/ 11 -/1V ++/1
BR-RJ/ Sangue MDR MDR MDR Moderad Neoati Fort
PFGE-VI oderado egativo orte
2296 Cateter
+ - +++
BR-RJ/ Venoso MDR MDR MDR F /1 N / It", F t/ !
PFGE-VII | Central raco cgativo orte
2103
BR-RJ/ Ponta de + /11 -1V + /11
MDR MDR
PFGE- Cateter MDR Fraco Negativo Fraco
VIII
2425 ++ /11 -/1V + /111
BR-RJ/ Sangue MDR MDR MDR Moderad Newati .
PFGE-IX oderado egativo raco
2376
-/1 -/1 -/1
BRRJ | © o dre MDS MDR MDR | / tV N / tV N / tV
PFGE-X ete egativo egativo egativo

Legenda: MDR, multirresistente (trés ou mais classes de agentes antimicrobianos); MDS;
resistentes < trés classes de antimicrobianos; NT, Nao testado;
Nota: Adaptado de BAIO et al. 2013;

RAMOS et al. 2019.
Fonte: O autor, 2021
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3.2.3. Propriedades adesivas, viabilidade bacteriana e producdo de biofilme na superficie de

poliestireno

Na Figura 9 foram apresentados os dados relativos a andlise semi-quantitativa da
capacidade producdo de biofilme na superficie abidtica de natureza hidrofobica de
poliestireno (cargas negativas) de nove amostras clinicas de C. striatum parcialmente
estudadas. Conforme previamente descrito, no presente estudo foi observada producdo de
biofilme no poliestireno em diferentes intensidades para todas as amostras de C. striatum

testadas.

Na avaliacdo da habilidade de aderéncia e de producdo de biofilme em superficie de
poliestireno caracterizado como, material plastico de natureza hidrofobica, as nove amostras de
C. striatum foram classificadas nas seguintes categorias: Fortes (+ + +): n =4, MDR 1987BR-
RJ/PFGE-I, MDR 2130BR-RJ/PFGE-V, MDR 2237BR-RJ/PFGE-VI, MDR 2296BR-
RJ/PFGE-VII; Moderadas (++): n=5, MDR 2369/PFGE-II, MDS 1961BR-RJ/PFGE-III, MDS
1954BR-RJ/PFGE-IV, MDR 2103BR-RJ/PFGE-VIII, e MDS 2376BR-RJ/PFGE-X.

Figura 9 - Propriedades adesivas, viabilidade bacteriana e producdo de biofilme
em superficie abiotica de natureza hidrofobica de amostras de
Corynebacterium striatum (n=10) avaliadas pela técnica semi-
quantitativa realizada em microplacas de poliestireno

~n
on
)

~n
o
1

[

=l
o
1

=
(=]
1

Absorbancia
(D.O. A=570nm)

o
on
1

JLa e .I]g.JﬂL

o ©
o A
A

N
o
> v

A
o)
2 N

& S

Legenda: Amostras: MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2369/PFGE-II, MDS 1961BR-RJ/PFGE-
III, MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV, MDR 2130BR-RJ/PFGE-V, MDR 2237BR-
RI/PFGE-VI, MDR 2296BR- RJ/PFGE-VII, MDR 2103BR-RJ/PFGE-VIII, MDR
2425/PFGE-IX e MDS 2376BR-RJ/PFGE-X.

Fonte: O autor, 2021
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3.2.3.1 Influéncia de concentragdes ferro na aderéncia e produgdo de biofilme em superficies

hidrofébicas de plastico: poliestireno e Thermanox®

3.2.3.2.Influéncia de condi¢des de limitagao de ferro na producdo de biofilme em superficies

de poliestireno

Na Figura 10A, foram apresentados resultados dos ensaios de formagao de biofilme na
auséncia e na presenca de quelante de ferro (2,2°-dipyridyl). Nos ensaios semi-quantitativos
realizados em microplacas de poliestireno, em condi¢des de limitagdo de ferro foi observada
menor producao de biofilme para todas as amostras analisadas, porém em intensidades variadas.
As amostras MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2130BR-RJ/PFGE-V, MDR 2237BR-RJ/PFGE-
VI, MDR 2296BR-RJ/PFGE-VII, MDR 2103 BR-RJ/PFGE-VIII, MDS 2376 BR-RJ/PFGE-X
apresentaram a capacidade de producdo de biofilme no poliestireno em condi¢des de limitagao
de ferro significativamente mais reduzidas (P<0,0001), do que as amostras MDR 2369 BR-
RJ/PFGE-II (P=0,0013), MDS1961 BR-RJ/PFGE-III (P=0,002) e MDS 1954BR-RJ/PFGE-1V
(P=0,003). Deste modo, para o patdégeno C. striatum, a condicdo de estresse decorrente da
limita¢do de ferro exerceu atividade de regulacdo-negativa dos mecanismos de produgdo de
biofilme no poliestireno para todas as amostras testadas, independente dos sitios de isolamento,
da expressao dos perfis PFGE e MDR. Entretanto, ndo foi verificada auséncia de formacdo de
biofilme no poliestireno em condigdes de limitagdo de ferro para nenhuma das amostras

testadas.

3.2.3.3.Influéncia de condi¢des de suplementagao de ferro na produgao de biofilme em

superficies de poliestireno

Os resultados da analise semi-quantitativa da capacidade de producdo de biofilme em
superficie abiotica hidrofobica de poliestireno realizados na auséncia e na presenca de sulfato
ferroso (FeSO4) de amostras de C. striatum representantes dos pulsotipos I a X foram

apresentados na Figura 10 B. Nos ensaios realizados em condi¢des de suplementagdo de ferro
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foi observada produgdo de biofilme no poliestireno para todas as amostras de C. Striatum
testadas, porém em diferentes intensidades.

Apenas para a amostra MDR 2296BR-RJ/PFGE-VII foi observado aumento de
produgdo de biofilme no poliestireno em condi¢des de suplementacao de ferro, enquanto para a
amostra MDS1961 BR-RIJ/PFGE-III a produg¢dao de biofilme na auséncia e na presenca de
sulfato ferroso foi similar. Em contraste, para a maioria das amostras testadas (n=7) foi
observada reducdo, sem completa inibicdo, da produgdo de biofilme no poliestireno em
condi¢des de suplementagao de ferro: MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2369 BR-RJ/PFGE-II,
MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV, MDR 2130 BR-RJ/PFGE-V, MDR 2237BR-RJ/PFGE-VI, MDR
2103 BR-RJ/PFGE-VIII e MDS 2376 BR-RJ/PFGE-X. Deste modo, para o patdogeno C.
striatum, a condi¢do de suplementacdo de ferro exerceu atividade de regulagdo-negativa ou
positiva dos mecanismos de produgdo de biofilme no poliestireno, dependente das amostras
testadas, independente dos sitios de isolamento e da expressdo dos perfis PFGE e MDR. A
capacidade de producao de biofilme na superficie de poliestireno da amostra MDR 2130 BR-
RJ/PFGE-V foi intensamente reduzida tanto em condi¢gdes de limitagdo quanto de

suplementagdo de ferro.
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Figura 10 - Habilidade de produgdo de biofilme em substrato abidtico hidrofobico
(poliestireno) de amostras de C. striatum oriundas de hospitais da regido

metropolitana do Rio de Janeiro
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Legenda: (A) limitagdo de ferro (B) suplementagdo de ferro cultivadas na presenga do quelante
dipyridyl e FeSO4 (sulfato ferroso), respectivamente: BR1987/I-MDR, BR2369/11-
MDR, BR1961/111, BR1954/IV, BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR, BR2296/VII-
MDR, BR2103/VIII-MDR, BR2376/X.

Fonte: O autor, 2021
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3.2.3.4. Influéncia de condi¢des de limitagdo de ferro na viabilidade celular e producao de

biofilme em laminulas Thermanox®

Os resultados dos ensaios quantitativos de producdo de biofilme em superficies de
laminulas Thermanox® na auséncia e na presenca de quelante de ferro realizados com cinco
amostras de C. striatum foram demonstrados na Figura 11 A.

Nos testes realizados em laminulas Thermanox® foram observadas formas sésseis
viaveis e producgdo de biofilme na auséncia de quelante de ferro para todas as cinco amostras
de C. striatum analisadas, porém em intensidades variadas: amostras MDR 2103BR-
RJ/PFGE- VIII > MDR 1987BR-RJ/PFGE-I > MDS 1961BR-RJ/PFGE-III > MDS 1954BR-
RJ/PFGE-IV

> MDR 2369BR-RJ/PFGE-II.

Em condigdes de limitacdo de ferro também foram detectadas formas sésseis viaveis e
producdo de biofilme em diferentes intensidades em superficies de laminulas Thermanox®
para todas as amostras de C. striatum. Interessantemente, apenas para as amostras
MDS1961BR- RJ/PFGE-III e MDR 2103BR-RJ/PFGE-VIII foi observada reducdo do
numero de formas sésseis viaveis e de producao de biofilme em laminulas Thermanox®. Em
contraste, as amostras MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV ¢ MDR 2369
BR-RJ/PFGE-

IT apresentaram um aumento significativo no niimero de células sésseis vidveis e de
producao de biofilme nesse substrato plastico (Figura 11 A e Tabela 11).

Deste modo, para o patégeno C. striatum, a condigdo de estresse decorrente da
limitagdo de ferro também exerceu atividade de regulagdo-negativa ou positiva dos
mecanismos de produ¢do de biofilme na superficie de laminulas Thermanox®, dependente
das amostras testadas, independente dos sitios de isolamento e da expressdo dos perfis PFGE
e MDR. Entretanto, ndo foi verificada auséncia de formagdo de biofilme na superficie de
plastico Thermanox® em condi¢des de limitagdo de ferro para nenhuma das amostras

testadas.
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3.2.35. Condigdes de suplementacao de ferro na viabilidade celular e produgdo

de biofilme em laminulas Thermanox®

Os resultados dos ensaios quantitativos de producdao de biofilme em superficies de
laminulas Thermanox® na auséncia ¢ na presenca sulfato ferroso realizados com cinco
amostras de C. striatum foram demonstrados na Figura 11 B. Nos ensaios realizados em
condi¢des de suplementagdo de ferro foram detectadas formas sésseis viaveis extraidas dos
biofilmes produzidos nas superficies de laminulas Thermanox® para todas as amostras de C.
striatum testadas, porém em diferentes intensidades.

Em condigdes de suplementacdo de ferro também foram detectadas formas sésseis
viaveis e producdo de biofilme em diferentes intensidades em superficies de laminulas
Thermanox® para todas as amostras de C. striatum. Interessantemente, foi observada redugao
do nimero de formas sésseis viaveis e de produ¢do de biofilme em laminulas Thermanox®
para as amostras MDS1961BR-RJ/PFGE-III ¢ MDR 1987BR-RJ/PFGE-I. Em contraste, as
amostras MDR 2369 BR-RJ/PFGE-II, MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV ¢ a MDR 2103BR-
RJ/PFGE-VIII apresentaram um aumento significativo no nimero de células sésseis viaveis e

de producao de biofilme nesse substrato plastico.
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Figura 11 - Habilidade de produgdo de biofilme superficie hidrofobica de laminulas de

Thermanox® de cinco amostras de C. striatum
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Legenda: (A) limitago de ferro (B) suplementacdo de ferro, cultivadas na presenga de FeSO4 (sulfato
ferroso): BR1987/I-MDR, BR2369/II-MDR, BR1961/111, BR1954/1V, BR2103/VIII-MDR.
Fonte: O autor, 2021
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Tabela 11 - Andlise semi-quantitativa e quantitativa da producgdo de biofilme em poliestireno
e laminulas de Thermanox® por amostras de Corynebacterium striatum

Producao de biofilme em poliestireno ¢ laminula de Thermanox®

Analise semi-quantitativa Contagem de viaveis (UFC/ml)
(poliestireno) (laminula de Thermanox®)
Amostras TSB + TSB + TSB +2,2°- TSB + FeSO,
TSB | dipiridil | FeSOq TSB dipyridyl (1g/L)
(400mM) | (1g/L) (400mM)

1987 BR-RJ/
PFGE-I- +++ ++ +++ 3,63 x 106+4.04x10° 1,30 x 107 =1.73x10° | 2,30 x 106+5:29x10°
MDR
2369 BR-RJ/
PFGE—H- ++ + ++ 3’00 x 103 +2,65x10% 1’23 x 104 +5,77x10% 5,67 x 103 +5,77x10%
MDR
1961 BR-RJ/
PFGE-/II- ++ + ++ 1,98 x 105 +6,97x10* 3,02 x 104 +8,04x10° 5,00 x 104 +1,00x10*
MDS
1954 BR-RJ/
PFGE-IV- ++ + ++ 1’77 X 104i1,16x103 6’33 X 104 +1,53x10% 2,80 X 104 +4,36x10%
MDS
2130 BR-RJ/
PFGE-V- +++ + +++ NR NR NR
MDR
2237 BR-RJ/
PFGE-VI- +++ ++ +++ NR NR NR
MDR
2296 BR-RJ/
PFGE-VII- +++ + +++ NR NR NR
MDR
2103 BR-RJ/
PFGE-VIII- ++ + ++ NR NR NR
MDR
2376 BR-RJ/
PFGE-X- ++ ++ ++ NR NR NR
MDR

Legenda: (+) Fracamente aderente; (++) Moderadamente aderente; (+++) Fortemente aderente; UFC,

Unidades Formadoras de Colonias; NR, ndo realizado.

Fonte: O autor, 2021

3.3.  Aspectos morfologicos de formas planctonicas e sésseis de células bacterianas

cultivadas em diferentes concentracoes de ferro

Aspectos morfoldgicos relacionados a divisdo celular de formas bacterianas em estado

planctonico e séssil foram observados entre os mecanismos de sobrevivéncia e disseminacdao

do patogeno C. striatum influenciados pela disponibilidade de ferro no meio ambiente.
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3.3.1. Influéncia de condicdes de limitacdo de ferro na morfologia de bactérias de vida livre

Ensaios experimentais realizados em condig¢des de estresse, em decorréncia de cultivos
de microrganismos realizados na presenga de quelante de ferro (48 h), demonstraram a
presenca de maior namero de bactérias planctonicas expressando formas alongadas, conforme
ilustrado nas fotomicrografias da Figura 12. As amostras de C. striatum submetidas a novo
cultivo em meio sem adicao de quelante de ferro (48 h) exibiram células, predominantemente,
em formas de cocobacilos expressando propriedades autoagregativas, ¢ baixo nimero de

células apresentando formas filamentosas.

Figura 12 - Morfologia celular de formas planctonicas de Corynebacterium striatum

[ 4
L

egenda: Bactérias cultivadas em (L) condi¢des de limitagdo de ferro (48 h) e posteriormente
cultivadas em (R) meio TSB (Triptycase Soy Broth) sem adi¢do de quelante de ferro
dipyridyl 2°2 (48 h); Método de Gram, ampliagao 1000x.

Fonte: O autor, 2021

3.3.2. Influéncia de condicoes de limitacdo de ferro na morfologia de bactérias de vida

séssil

Nas Figuras 13 a 16 foram apresentadas as eletromicrografias de varredura obtidas
durante os ensaios de produgdo de biofilme em diferentes concentragdes de ferro realizados
em superficies de laminulas Thermanox® com as amostras MDR-1987BR-RJ/PFGE-I, MDR-
2369BR-RJ/PFGE-II, MDS-1961BR-RJ/PFGE-III e MDS-1954BR-RJ/PFGE-IV.
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Fotomicrografias das células sésseis de biofilme formado em condi¢des de limitagao
de ferro revelaram a presenca de maior numero de formas alongadas, a semelhanga do
ocorrido com as bactérias planctonicas na Figura 12. Todas as amostras de C. striatum
analisadas apresentaram morfologia filamentosa apds 48 h de crescimento em meio TSB
acrescido do quelante de ferro, dipyridyl, em um ntimero bastante elevado de células sésseis,
quando comparados ao comprimento celular ap6s a formagao dos biofilmes em condigdes

controle e/ou de suplementagdo de ferro.
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Figura 13 - Eletromicrografias de varredura de bactérias sésseis de biofilmes
produzidos em laminulas de Thermanox® pela amostra
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Legenda: (L) condi¢ddo de limitagdo de ferro (48 h) exibindo formas alongadas; (S) condiggo
de suplementacgdo de ferro (48 h) exibindo formas cocobacilares.

Fonte: O autor, 2021
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Figura 14 - Eletromicrografias de varredura de bactérias sésseis de biofilmes
produzidos em laminulas de Thermanox® pela amostra
Corynebacterium striatum BR2369/11- MDR

“Xti000 " fopm’ 7 UEZO - 40 30K\ X13,000 1fm o+ ° JUEZO .
Legenda: (C) condicdo controle; (L) condi¢des de limitagdo de ferro (48 h) exibindo formas
alongadas; (S) condi¢do de suplementacdo de ferro (48 h) exibindo formas

cocobacilares.
Fonte: O autor, 2021.
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Figura 15 - Eletromicrografias de varredura de bactérias sésseis de biofilmes
produzidos em laminulas de Thermanox® pela amostra
Corynebacterium striatum BR1961/II- MDS
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Legenda: (C) condicdo controle; (L) condi¢ddo de limitagdo de ferro (48 h) exibindo formas
alongadas; (S) condig@o suplementagdo de ferro (48 h) exibindo formas
cocobacilares.

Fonte: O autor, 2021
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Figura 16 - Eletromicrografias de varredura de bactérias sésseis de biofilmes
produzidos em laminulas de Thermanox® pela amostra Corynebacterium
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Legenda: (C) condicdo controle; (L) condi¢des de limitagdo de ferro (48 h) exibindo formas
alongadas; (S) condig@o suplementagdo de ferro (48 h) exibindo formas

cocobacilares.
Fonte: O autor, 2021.



88

3.3.3. Aspectos morfoldgicos e tintoriais de formas sésseis de células bacterianas e de

biofilmes formados em laminulas Thermanox®

As imagens representativas dos resultados dos experimentos realizados com quatro
amostras de C. striatum avaliadas pelos métodos de microscopia realizando etapa inicial de
coloracao do biofilme em laminulas Thermanox® com corantes Comassie Blue e Safranina
apresentando afinidades por moléculas de natureza proteica e sacaridica, respectivamente foram
apresentadas nas Figuras 17 — 20: amostras MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2369 BR-
RJ/PFGE-II, MDS1961BR-RJ/PFGE-III, MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV.

As amostras de C. striatum MDR 1987BR-RJ/PFGE-I, MDR 2369 BR-RJ/PFGE-II,
MDS1961BR-RJ/PFGE-III, MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV apresentaram formas sésseis coradas
pela Safranina, sugerindo o predominio de residuos de natureza glicidica nas superficies
celulares, independente dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos. Todas as
quatro amostras de C. striatum testadas apresentaram formas sésseis predominantemente coradas
pela Safranina quando cultivadas em meio TSB sem adi¢ao de quelante ou FeSO4 (Figuras 17 —
20). Conforme os dados apresentados na Tabela 11, os niveis residuos de natureza glicidica nas
superficies celulares pareceram ser amostra-dependentes, conforme observado para a amostra
MDR 2369 BR-RJ/PFGE-II, fracamente e moderadamente produtora de biofilme nas superficies
hidrofobicas de plasticos Thermanox® e poliestireno, respectivamente. Adicionalmente, todas as
quatros amostras de C. striatum testadas apresentaram formas sésseis predominantemente
coradas pela Safranina, biofilme formado em condi¢des independente das concentragdes de ferro
utilizadas.

Nas Figuras 17 — 20 foram apresentadas as fotomicrografias que evidenciaram a
producdo de matriz extracelular em biofilmes maduros formados na superficie de laminulas
Thermanox® quando cultivadas em meio TSB sem adi¢do de quelante ou FeSO4 pelas quatro
amostras de C. striatum testadas, porém em intensidades variadas.

A analise pela técnica de microscopia Optica utilizando o método adaptado de coloragao -
Comassie Blue acompanhado de Safranina — demonstrou que a matriz extracelular dos biofilmes
foi predominantemente corada pelo Comassie Blue (azul/roxo), que possui afinidade por
moléculas de natureza proteica quando analisada todas as quatro amostras de C. striatum
cultivadas em meio TSB sem adicdo de quelante ou FeSO4. Adicionalmente, material de origem
proteica foi o principal componente da matriz de biofilme formados em superficies de laminulas

Thermanox® produzidos em condi¢des de limitagdo e de suplementagdo de ferro por todas as
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amostras de C. striatum testadas. Durante a formacdo de biofilme na superficie de laminulas
Thermanox®, as amostras de C. striatum mantiveram as superficies celulares de natureza
polissacaridica, propriedades autoagregativas e producdao de “slime” de natureza proteica

independente das concentragdes de ferro testadas.
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Figura 17 - Aspectos morfo-tintoriais da natureza do biofilme em laminulas
Thermanox® formado pela amostra Corynebacterium striatum

i}

Legenda: Avaliagdo pela técnica de microscopia Optica utilizando o método adaptado de
colorag@o - Comassie Blue (azul/roxo) e Safranina (rosa/vermelho) para detecgdo de
componentes bacterianos de natureza proteica ¢ sacaridica, respectivamente: matriz
extracelular predominantemente corada pelo Comassie Blue (setas) e células sésseis
coradas pela Safranina em diferentes concentragoes de ferro: (C) condigdo controle,
(L) limitacdo de ferro, (S) suplementagao de ferro.

Fonte: O autor, 2021.
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Figura 18 - Aspectos morfo-tintoriais da natureza do biofilme em laminulas

Thermanox® formado pela amostra Corynebacterium striatum
MDR 2369BR-RJ/PFGE-II

Legenda: Avaliagdo pela técnica de microscopia Optica utilizando o método adaptado de
coloragdo - Comassie Blue (azul/roxo) e Safranina (rosa/vermelho) para deteccdo de
componentes bacterianos de natureza proteica e sacaridica, respectivamente: matriz
extracelular predominantemente corada pelo Comassie Blue (setas) e células sésseis
coradas pela Safranina em diferentes concentragdes de ferro: (C) condigdo controle,
(L) limitacdo de ferro, (S) suplementagao de ferro.

Fonte: O autor, 2021.
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Figura 19 - Aspectos morfo-tintoriais da natureza do biofilme em laminulas

Thermanox® formado pela amostra Corynebacterium striatum
MDS 1961BR-RJ/PFGE-III

Legenda: Avaliagdo pela técnica de microscopia Optica utilizando o método adaptado de
coloragdo - Comassie Blue (azul/roxo) e Safranina (rosa/vermelho) para deteccdo de
componentes bacterianos de natureza proteica e sacaridica, respectivamente: matriz
extracelular predominantemente corada pelo Comassie Blue (setas) e células sésseis
coradas pela Safranina em diferentes concentragdes de ferro: (C) condigdo controle,
(L) limitacao de ferro, (S) suplementagao de ferro.

Fonte: O autor, 2021.
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Figura 20 - Aspectos morfo-tintoriais da natureza do biofilme em laminulas Thermanox®
formado pela amostra Corynebacterium striatum MDS 1954BR-RJ/PFGE-IV

Legenda: Avaliacdo pela técnica de microscopia oOptica utilizando o método adaptado de
colorag@o - Comassie Blue (azul/roxo) e Safranina (rosa/vermelho) para detec¢do de
componentes bacterianos de natureza proteica e sacaridica, respectivamente: matriz
extracelular predominantemente corada pelo Comassie Blue (setas) e células sésseis
coradas pela Safranina em diferentes concentragdes de ferro: (C) condigdo controle,
(L) limitacdo de ferro, (S) suplementacdo de ferro.

Fonte: O autor, 2021.
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4 DISCUSSAO

Até o presente momento, poucos trabalhos descritos na literatura investigaram os efeitos
de condi¢des ambientais, incluindo condigdes de limitagdo de ferro nas atividades bioldgicas
de outras espécies de corinebactérias relacionadas com processos infecciosos em humanos
(MOREIRA et al. 2003). Deste modo, os resultados do presente estudo demonstraram a
influéncia de variagdes do meio ambiente nos perfis de resisténcia aos agentes antimicrobianos
e na patogenicidade de diversas de amostras clinicas pertencentes a diferentes pulsotipos (PFGE

-Ta X)de C. striatum.
Foi avaliada a capacidade de resisténcia a 21 antimicrobianos utilizados no tratamento

das infecc¢des por bacilos Gram-positivos em ambientes hospitalares e, em seguida, avaliamos
a capacidade da producdo de biofilme, bem como a influéncia do ferro nestes processos em
amostras de C. striatum isoladas do surto nosocomial e ap6s o surto no Rio de Janeiro. Os
dados demonstraram a prevaléncia de cepas MDR de C. striatum BR1987/1 ¢ BR2369/11,
BR2130/V, BR2237/VI, BR2296/VII, BR2103/VIII e BR2425/IX que apresentaram
resisténcia a quase todos os agentes antimicrobianos testados, apresentando sensibilidade
apenas a linezolida, tetraciclina e vancomicina, bem como de cepas sensiveis (BR1961/111 e
BR1954/1V)  apresentando  resisténcia apenas a mupirocina, fosfomicina e
ticarcilina/clavulanato e BR2376/X apresentando sensibilidade apenas a ampicilina e
tetraciclina, conforme observado por outros autores (HAWKEY, 1988; RUSSELL, 1990).
Segundo Dickinson e colaboradores (2001), clones MDR de C. striatum tém sido cada
vez mais isolados em pacientes hospitalizados. Hahn e colaboradores, (2016) demonstram que
a multirresisténcia a antimicrobianos tem sido frequente, mesmo em cepas de C. striatum
isoladas de pacientes ambulatoriais atendidos em hospital universitario nos Estados Unidos,
em estudo realizado durante o periodo de 2005 a 2014. Dados similares foram observados por
Alibi e colaboradores (2017) para isolados oriundos de uma unidade hospitalar na Tunisia:
49,2% MDR - 31/63, no periodo de 2011 a 2014. Vale ressaltar que, C. striatum representou
70% (63/90) do universo de cepas relacionadas a infecgdes pertencentes ao género
Corynebacterium neste periodo. Interessantemente, na Colombia, Beltran-Arroyave e
colaboradores (2016) encontraram cepas MDR de C. striatum sensiveis apenas a vancomicina,
linezolida e daptomicina e relataram que ja foram encontrados isolados com sensibilidade

apenas a vancomicina.
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Consistente com o relatado por Latorre e colaboradores (2018) para Enterococcus
faecalis e Pasteurella multocida, que perceberam que altera¢des de perfil de susceptibilidade a
antimicrobianos também podem ser induzidas por alteragcdes nos niveis de ferro no meio de
crescimento, sendo estas alteragdes resultantes da expressao diferencial do gene regulador de
captagdo férrica (Fur), o qual estd implicado na expressdo global de diversas outras proteinas
ndo relacionadas diretamente ao metal, observamos que as alteracdes nos niveis de ferro
realizadas neste trabalho produziram mudangas nos perfis de susceptibilidade a diversos
antimicrobianos, sobretudo a moxifloxacina, da classe das fluoroquinolonas, que atua inibindo
as enzimas envolvidas na replicagdo do DNA bacteriano (TRABULSI et al., 2015). Ela
mostrou-se eficaz contra as cepas I, II, V, VI e VIII, até entdo resistentes a sua atividade, tanto
apos o tratamento com limitagdo de ferro quanto apos o tratamento com suplementagao de ferro.
A cepa BR2376/X, que, até entdo, era resistente somente a tetraciclina e ampicilina, se tornou
resistente a outros sete antimicrobianos (limitagdo de ferro) e seis antimicrobianos
(suplementagdo de ferro), adquirindo um perfil MDR. Deste modo, todas estas alteragdes
evidenciam, ainda mais, a influéncia do regulador da captacdo férrica (Fur) sobre o
metabolismo global bacteriano.

A capacidade de formar biofilmes pode ser um pré-requisito para a patogé€nese de
doencas nosocomiais. Biofilmes s3o encontrados em intimeros dispositivos médicos (por
exemplo, cateteres venosos centrais, cateteres urinarios, sistemas de hemodidlise,
endoscopios, marca-passos, lentes de contato). Sua presenga pode ter sérias implicagdes para
pacientes imunocomprometidos e pacientes que tém dispositivos médicos de longa
permanéncia (RUTALA et al., 2008).

Em todos os testes de avaliacdo de aderéncia a substratos abioticos, independente da
carga, foi verificada a capacidade de produzir biofilme para as cepas de C. striatum
analisadas, assim como relatado anteriormente para outras corinebactérias, incluindo C.
diphtheriae, C. pseudotuberculosis, C. amycolatum, C. pseudodiphtheriticum, C. glutamicum,
C. renale e C. matruchotii (OLSON et al., 2002; SORIANO et al., 2009; GOMES et al., 2009;
SOUZA et al., 2015a, GOMES et al., 2013; CHANDRAN et al.,, 2016), reiterando a
importancia da producdo de biofilme para a patogénese das corinebactérias produtoras e nao
produtoras de toxina diftérica. Nossos resultados sugerem que C. striatum pode utilizar essa
habilidade para persistir sobre dispositivos invasivos, instrumentos, utensilios e aparelhos e
causar surtos em ambientes hospitalares.

Os cateteres intravasculares sdo indispensaveis na pratica da medicina moderna,

particularmente em UTIs sendo, no entanto, importante fonte de infec¢do da corrente
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sanguinea primaria. Aproximadamente 150 milhdes de cateteres sdo utilizados a cada ano nos
hospitais e clinicas dos Estados Unidos, sendo mais de 5 milhdes de cateteres venosos centrais.
Os avancos tecnologicos favoreceram a manutengao de acesso vascular de longa permanéncia
e com maior frequéncia de uso, acarretando, por conseguinte, o aumento de infeccdes
relacionadas a esse procedimento (APECIH; 2005). Os hospitais do Sistema Nacional de
Vigilancia das Infecgdes nosocomiais relatam que muitas infecgdes hospitalares sdo
relacionadas ao uso de dispositivos invasivos, como cateteres (ENI; EDGAR, 2007; MCGEE;
GOULD, 2003). O risco de infecgdo, devido ao acesso vascular, estd associado a diversos
procedimentos e fatores, tais como: a localiza¢ao do acesso, solugdo infundida, experiéncia do
profissional que realiza o procedimento, tempo de permanéncia, tipo e manipulacdo do
cateter, entre outros. Esses fatores constituem pontos estratégicos importantes para agdes
preventivas dessas infeccdes. Embora a incidéncia de infeccdo da corrente sanguinea seja
mais baixa que as outras infeccdes hospitalares (IH) como as pneumonias, infec¢des do trato
urindrio e aqueles do sitio cirurgico, a infec¢do da corrente sanguinea tem sua importancia por
ser causa de substancial morbidade, mortalidade e elevagdo dos custos hospitalares
(ROSENTHAL et al., 2003; FERNANDES, et. al., 2000). A problematica se consolida nos
resultados apresentados, que demonstraram que todas as amostras de C. striatum testadas
revelaram capacidade significativa de producdo de biofilme em poliuretano, fato que foi
comprovado tanto através de ensaios qualitativos (rolamento de fragmento de cateter
conforme proposto em 1977 por Maki e colaboradores) quanto quantitativos (contagem de
bactérias sésseis vidveis).

Em biofilmes, a resisténcia a antimicrobianos parece depender de estratégias
multicelulares e da influéncia da matriz extracelular sobre os agentes dispersos no ambiente
(STEWART e COSTERTON, 2001). A natureza do biofilme e sua estrutura podem ser
responsaveis pela resisténcia a agentes antimicrobianos; tal resisténcia pode ser explicada por
diversos mecanismos incluindo reducao da penetragdo do agente no biofilme e mudancgas nas
taxas de crescimento e na fisiologia das células sésseis ao longo da formagao e amadurecimento
do biofilme (DONLAN e COSTERTON, 2002).

Narten e colaboradores (2011) reiteram que a tolerancia a antimicrobianos de células
sésseis do biofilme ¢ maior que aquela observada para células planctonicas (MAH e O’TOOLE,
2001; HOIBY et al., 2010) e demonstraram que a produgdo de biofilme produz aumento
significativo (entre 20 e 75 vezes) da resisténcia a ciprofloxacina e tobramicina para cepas de
Pseudomonas aeruginosa associadas a infec¢des no trato urinario. A resisténcia aos agentes

antimicrobianos de bactérias em biofilme contribui para a cronicidade das infec¢des, tais como
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aquelas associadas com dispositivos médicos implantados (HAHN et al., 2016;
CHANDRAN et al., 2016).

Uma vez que todas as cepas analisadas neste trabalho, independente do seu perfil de
resisténcia, apresentaram capacidade de produgdo de biofilme, foi demonstrado que a
resisténcia aos diferentes agentes antimicrobianos ndo ¢ o Unico artificio usado por este
patdgeno para sobrevivéncia em ambientes onde ha significativa pressdo seletiva sobre as
diversas cepas. Os resultados supracitados intensificam a preocupagao acerca das IRAS, uma
vez que, a produgdo de biofilme corrobora para a protegdo de C. striatum contra agentes
quimicos externos.

Neste trabalho observamos a capacidade de C. striatum de interagir e aderir a
superficies abidticas diversas, incluindo poliuretano, poliestireno e vidro. O mesmo foi
anteriormente  descrito para outras corinebactérias, como C. diphtheriae e C.
pseudodiphtheriticum. A afinidade pelo substrato e capacidade de producdo de biofilme
variou em intensidade e natureza bioquimica entre as espécies e cepas estudadas (GOMES, et
al., 2009; SOUZA et al., 2015a; SOUZA et al., 2015b). Diversos fatores influenciam a fixa¢ao
inicial as superficies, como: tipo e propriedades do material da superficie; carga e
microtopografia; caracteristicas intrinsecas do microorganismo, como a carga,
hidrofobicidade, presenga de apéndices superficiais (por exemplo, pilinas, fimbrias, flagelos e
capsula), além da capacidade de produzir substancias exopoliméricas (CERI, 1999; FUENTE-
NUNEZ et al., 2013). Alguns agentes quimicos, como antimicrobianos, enzimas proteoliticas,
desoxirribonucleases e micronutrientes podem, de acordo com sua biodisponibilidade,
modificar a produ¢do de biofilme, conforme descrito anteriormente para outros patdgenos
humanos, como E. coli, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae, S.
aureus, S. epidermidis e C. diphtheriae (GOMES et al., 2009; KAPLAN, 2011; KAPLAN,
2012; NARTEN et al., 2012; CHANDRAN et al., 2016).

Silva e colaboradores (2013) informam que mutantes com deficiéncia de captagao de
ferro através de siderdforos apresentaram aumento na produgdo de biofilme em relagdo as
cepas selvagens, indicando a participagdo deste microelemento na regulacao de propriedades
adesivas em Burkholderia spp.. Segundo Moreira e colaboradores (2003), o ferro pode
também exercer papel regulatorio sobre as propriedades adesivas de bacilos diftéricos. Para C.
diphtheriae a restri¢ao de ferro implicou na regulacao da aderéncia e produgao de slime como
parte de uma resposta global a condigdes ambientais limitadas ferro que incluiu a
desrepressdo de genes para a sintese de citotoxinas e sider6foros e para transporte de

complexos Fe (II1)-sider6foro.
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Dando continuidade a investigacdo das propriedades adesivas de C. diphtheriae,
Moreira e colaboradores (2003) relatam mudangas nos padrdes de aderéncia aos
substratosabioticos € o aumento da hidrofobicidade para cepas fermentadoras de sacarose
mediante a limitacdo de ferro e sugerem que este metal estd envolvido no metabolismo e
expressdo de carboidratos de superficie das células bacterianas nessas corinebactérias.
Salientando que C. striatum ¢ uma corinebactéria fermentadora de sacarose, os resultados
obtidos nos ensaios qualitativos nesta pesquisa reiteram os achados anteriormente relatados.

De forma similar, utilizando o modelo de limitacao de ferro, inicialmente observamos
reducdo da aderéncia as superficies hidrofilicas (vidro) testadas, para a maioria das cepas
através de andlises qualitativas. Apesar disso, com a forma¢do do biofilme maduro, C.
striatum se mantém viavel, até mesmo, multiplicando-se de uma forma mais rapida, uma vez
que, as analises quantitativas demonstraram o aumento da viabilidade celular no biofilme
maduro nestas condi¢des. As cepas BR1987/I-MDR, BR2103/VIII-MDR e BR1961/11I-MDS
tiveram a maior contagem do niimero de viaveis, porém, para a cepa BR1961/III-MDS, isso
ndo significou aumento na formagdo de biofilme nos ensaios qualitativos e semi-quantitativos.
A cepa BR1954/IV-MDS, de grande hidrofobicidade e dificil homogeneizagdo, apresentou-se
fracamente aderente em todas as condi¢des de crescimento a qual foi submetida, porém o
numero de células vidveis aumentou quando a cepa foi submetida a restricdo de ferro.
Aparentemente a cepa BR1987/I-MDR apresentou maior potencial de viruléncia, uma vez que
revelou as maiores contagens de células sésseis vidveis em condigdes de limitagdo de ferro,
similarmente ao observado nos processos infecciosos onde a biodisponibilidade de ferro ¢
extremamente baixa, favorecendo a persisténcia desta cepa no hospedeiro, principalmente, em
situagdes de comprometimento da integridade imunologica. Tais caracteristicas colaboram
para a maior prevaléncia deste pulsotipo observada durante o surto de relatado no
HUPE/UERJ.

Nos ensaios semi-quantitativos pudemos observar que a capacidade de formar
biofilme/aderir a superficie de poliestireno diminuiu diante da suplementagdo de ferro, o que
foi observado em trés das nove cepas estudadas. Concomitantemente observamos a redugao
da viabilidade celular para uma dessas cepas. Resultados similares foram anteriormente
descritos para E. faecalis (LATORRE et al., 2019), H. influenzae (HARRISON et al., 2012),
Yersinia enterocolitica (HOPFNER et al., 2001), Vibrio vulnificus (BARTON & ACTON,
2009) e Listeria monocytogenes (GALAN et al., 2011), cuja viruléncia ¢ aumentada em
condi¢des onde ha maior disponibilidade de ferro.

A presenca de residuos organicos na superficie de materiais hospitalares ocorre com
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frequéncia elevada, seja pela sua implantagdo no paciente (dispositivos invasivos, proteses,
implantes entre outros) seja pela contaminacdo com secregdes corporeas (sangue, muco,
liquido cefalorraquidiano, liquido sinovial, pus, catarro etc.) durante seu uso, como sucede
para instrumentos cirurgicos, laringoscopios, laparoscopios, espéculos e outros. Tal condigao
garante a disponibilidade de micronutrientes que podem influenciar a produ¢ao de biofilme e
colaborar para a persisténcia de patogenos e para a disseminagdo de IRAS.

Segundo Becker e Skaar (2014), metais sdo cofatores requeridos para numerosos
processos bioquimicos essenciais para o metabolismo celular, tanto para os patdgenos quanto
para o hospedeiro, participando de processos incluindo geracdo de energia, transferéncia de
elétrons, replicagdo e transcricdo de acidos nucleicos. Contudo, muitos metais de transigao,
como o ferro, sdo toxicos em altas concentragdes, isso se deve a sua habilidade de participar
como catalisadores em reagdes de oxirreducdo ou por se ligarem indevidamente a
metaloproteinas, inativando suas fungdes. Harrison e colaboradores (2012) e Caza e Kronstad
(2013) afirmam que o ion ferroso ¢ um metal téxico em altas concentragdes, pois favorece a
formagdo de radicais hidroxila através de reagdes de Fenton e/ou Haber-Weiss, podendo
danificar membranas lipidicas, proteinas e DNA bacterianos. Asad e Leitdao (1991) constataram
que o tratamento prévio de E. coli com quelantes de metais, dentre eles, principalmente, os
quelantes de ferro, protege as células contra os efeitos letais do H>O», confirmando o papel do
ferro na geragdo de radicais OH dentre outras espécies reativas de oxigénio. Essas afirmagdes
estdo em acordo com os resultados deste trabalho, no qual observamos a diminui¢do da
formacao de biofilme quando as cepas foram submetidas a crescimento em meio enriquecido
com sulfato ferroso, inclusive com reducio da contagem de bactérias sésseis viaveis.

Nas andlises por microscopia, observamos, para todas as cepas testadas, um
alongamento celular/filamentagdo, resultante do tratamento com quelante de ferro, devido a
limitagdo de ferro. Este comportamento pode ser justificado, em parte, como uma resposta a
uma situacao de estresse (YUE et al. 2018), neste caso, a limitagdo de ferro. Liu e colaboradores
(2018) relataram filamentacdo extensiva e outras alteracdes morfoldgicas e metabdlicas
induzidas pelo tratamento com concentracdes subinibitorias de ceftazidima e cefalotina de
cepas de E. coli oriundas de mastite bovina, além de aumento da resisténcia a (outros)
antimicrobianos.

Segundo Yue e colaboradores (2018) a plasticidade morfoldogica tem sido
historicamente um fator de viruléncia aumentada entre fungos patogénicos, permitindo uma
adaptacao rapida a ambientes em mudanca. Ainda segundo o autor, células filamentosas sao

melhores em invadir os tecidos do hospedeiro para iniciar uma infec¢ao sistémica. Resultados
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semelhantes foram encontrados por Schmidt e colaboradores (2018) para Burkholderia
pseudomallei. Quando submetida a limitacdo de ferro, essa bactéria foi capaz de alterar sua
morfologia da mesma forma que pudemos constatar para C. striatum neste trabalho.
B.pseudomallei também foi capaz de alterar sua morfologia quando submetida a altos niveis
de ferro, passando de um aspecto semelhante a bastonete para cocoide, o oposto da
morfologia observada durante a limitagdo de ferro. Os comportamentos dos biofilmes
mostrados no estudo chamam atencao das equipes de saude, pois todas as amostras de cada
pulsotipo testadas mantém formas sésseis viaveis na presenca ou na auséncia de ferro.

O entendimento dos fatores que corroboram para a persisténcia de C. striatum nos
processos infecciosos € em ambientes nosocomiais pode subsidiar o desenvolvimento de
estratégias para a prevencao, monitoramento eo controle das infecgdes por este agente. Diante
deste panorama, estudos adicionais acerca de fatores que influenciam os atributos de viruléncia
e de sua relevancia para a patogenia de corinebactérias permanecem necessarios, na tentativa

de minimizar o envolvimento de C. striatum como agente etiologico de IRAS.
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CONCLUSOES

Os resultados da investigagdo da habilidade de formagdo de biofilme e da influéncia

de diferentes concentracdes de ferro sobre formas celulares sésseis de C. striatum permitiram

concluir que:

b)

d)

Cepas representantes dos pulsotipos de maior prevaléncia (pulsotipos I e II) no
surto registrado no HUPE/UERIJ e ap6s o surto (pulsotipos V, VI, VII, VII e IX)
apresentaram perfis de multirresisténcia frente aos 21 antimicrobianos utilizados
no tratamento de infecgdes por bacilos Gram-positivos, permanecendo sensiveis
apenas aos antimicrobianos vancomicina, linezolida e tetraciclina, enquanto que
as demais cepas (pulsotipos III, IV e X) apresentaram-se sensiveis. Essa
diversidade de comportamentos reafirma a importancia da realizacao de testes de
susceptibilidade nas infecgdes por C. striatum e do monitoramento deste agente
nos ambientes nosocomiais;

Tanto a limitagdo de ferro quanto a suplementacdo de ferro promoveram
alteragdes nos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos. Mais
evidentemente, ambas as condi¢cdes tornaram as cepas: BR1987/I-MDR,
BR2369/11-MDR, BR2130/V-MDR, BR2237/VI-MDR ¢ BR2103/VIII sensiveis
a moxifloxacina; as cepas BR2130/V-MDR, BR2296/VII-MDR e BR2425/IX-
MDR sensiveis a rifampicina; e a cepa BR2376/X-S multirresistente (MDR)
demonstrando que existe uma regulacdo da sensibilidade aos antimicrobianos
mediada pelo ferro;

Todas as cepas analisadas foram capazes de aderir e produzir biofilme em todos
os substratos testados, sugerindo que estes atributos de viruléncia sdo
conservados na espécie e reiterando a importdncia deste agente como
contaminante de materiais de uso hospitalar, independente da sua
susceptibilidade aos antimicrobianos;

A limitagdo de ferro promoveu mudangas nos perfis de aderéncia e redugdo da
producdo de biofilme em vidro e poliestireno, demonstrando que este
micronutriente modula propriedades adesivas de C. Striatum;

A viabilidade de células sésseis nos biofilmes produzidos em poliestireno sob
condi¢des de limitagdo de ferro revelou aumento significativo para a maioria das

cepas analisadas, indicando que a producdo de biofilme representa um
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importante mecanismo de autopreservacao para C. striatum durante os processos
infecciosos quando a biodisponibilidade de ferro ¢ estritamente regulada pelo
hospedeiro;

f) Com excecdo do observado para a cepa BR1954/IV-S, a suplementacao de ferro
promoveu a redugdo da producdo de biofilme e aumento da viabilidade
bacteriana de células sésseis. De modo geral, a presenga de altas concentragdes
de ions ferrosos foi documentada como sendo toxica para as células bacterianas,
contudo, o aumento da viabilidade celular para essa cepa indica que C. striatum
pode utilizar mecanismos para neutralizar os efeitos toxicos deste elemento,
podendo persistir em materiais hospitalares mesmo na presenca de residuos
organicos ricos em ferro;

2) As imagens de microscopia de luz demonstraram que a natureza da matriz
secretada ndo ¢ influenciada pela concentragdo de ferro no meio, sendo ela de
natureza, majoritariamente proteica em todas as condigdes para todas as cepas
analisadas;

h) As imagens de microscopia eletronica revelaram que a limitacdo de ferro
promove a filamentagdo/alongamento celular em C. striatum, demonstrando, ser
este, um dos fatores estressantes que levam a esse fenotipo, ao modular as
propriedades morfolodgicas;

1) C. striatum € capaz de reverter o fenotipo filamentoso/alongado ao retornar a
condicdo de crescimento em meio com quantidade de ferro usual, e esta
plasticidade morfologica pode ser considerada um fator de viruléncia ao permitir
uma rapida adaptagdao a ambientes em mudanga;

)} Os dados enfatizam que C. striatum ndo deve ser subestimado ou negligenciado
e descartado como mero contaminante pelos profissionais da saude tanto nos

paises industrializados quanto nos paises em desenvolvimento.

O estimulo a pesquisa precisa ser revigorado por todas as instancias sociais e académicas
porque ha muito a ser buscado, entendido, processado e aplicado em prol da satde no Brasil.
As IRAS sdo desafios constantes para os pesquisadores € devem ser prioridades permanentes
para os gestores da saude a fim de que o sonho de minimizar as infec¢des nosocomiais

comece a redesenhar a realidade brasileira.
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