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RESUMO

OLIVEIRA, Guilherme Goulart Cabral de. Heterogeneidade na habilidade de producéo de
biofilme em biomaterial implantavel, superficies abioticas, resisténcia a agentes
antimicrobianos e genes de viruléncia de amostras de Staphylococcus haemolyticus. 2022. 80
f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade
do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Staphylococcus haemolyticus pertence ao grupo dos Staphylococcus coagulase-
negativos, sendo a segunda espécie mais frequentemente isolada de amostras clinicas. A
capacidade de formacédo de biofilme em diferentes superficies, associada a sua resisténcia a
maltiplos antimicrobianos fazem dessa espécie um patdgeno emergente relevante,
principalmente em ambiente nosocomial. O aumento do uso de biomateriais e dispositivos
médicos implantaveis acarretam na elevacao de procedimentos cirdrgicos e hospitalizacdo de
pacientes, oferecendo a oportunidade para que cepas dessa espécie possam colonizar o
hospedeiro, ou seu dispositivo médico e provocar infec¢bes graves. Este estudo teve por
objetivo avaliar a habilidade de producdo de biofilme em biomaterial implantavel (pericardio
bovino), superficies abioticas, resisténcia a agentes antimicrobianos e genes de viruléncia de
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas. Para a identificacdo das espécies a
serem avaliadas foi utilizada a técnica de MALDI-TOF MS e o ensaio de PCR multiplex. Os
perfis de resisténcia aos antimicrobianos foram verificados através das técnicas de disco-
difusdo e determinacdo da CIM (oxacilina, teicoplanina e vancomicina). A capacidade de
producdo de biofilme foi investigada pelos testes do Agar Vermelho do Congo e ensaios de
aderéncia em superficies abioticas (poliestireno e vidro). Foi utilizado PCR para a pesquisa da
presenca de genes icaA, fbp, atl e aap relacionados com propriedades adesivas e producéo de
biofilme. E a microscopia eletrénica de varredura foi empregada para a analise qualitativa e
estrutural do biofilme formado sobre o pericardio bovino. De forma global, os dados sugerem
que, apesar de ser um micro-organismo com potencial capacidade para colonizar e formar
biofilme em biomateriais, a producdo de biofilmes nas superficies analisadas ndo depende
diretamente da presenca dos genes de viruléncia estudados, ndo sendo possivel correlacionar a
resisténcia aos antimicrobianos com a aderéncia nas superficies testadas, enfatizando a
natureza multifatorial desse mecanismo.

Palavras-chave: Staphylococcus haemolyticus. Biofilme. Biomateriais. Membrana de

pericardio bovino. Resisténcia aos antimicrobianos.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Guilherme Goulart Cabral de. Heterogeneity in the ability to produce biofilm on
implantable biomaterial, abiotic surfaces, resistance to antimicrobial agents and virulence
genes of Staphylococcus haemolyticus sample. 2022. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2022.

Staphylococcus haemolyticus belongs to the coagulase-negative Staphylococci group,
the second most frequently isolated species from clinical samples. The biofilm formation
ability on different surfaces, associated with the multi-resistant profile, makes this species a
relevant emerging pathogen, especially in the nosocomial environment. The increased use of
biomaterials and implantable medical devices leads to an increase in surgical procedures and
hospitalization, creating opportunities for strains of this species to colonize the host, or its
medical device, and cause severe infections. This study aimed to evaluate the ability of
biofilm production on implantable biomaterial, abiotic surfaces, resistance to antimicrobial
agents, and virulence genes of S. haemolyticus samples isolated from blood cultures. The
MALDI-TOF MS technique and the multiplex PCR were used to identify the species.
Antimicrobial resistance profiles were verified using disk-diffusion techniques and MIC
determination (oxacillin, teicoplanin, and vancomycin). Biofilm production ability was
investigated by Congo Red Agar tests and adherence tests on abiotic surfaces (polystyrene
and glass). PCR was used to investigate the presence of icaA, fbp, atl and aap genes related to
adhesive properties and biofilm production. And scanning electron microscopy was used for
the qualitative and structural analysis of the biofilm formed on the bovine pericardium.
Overall, the data suggest that, despite being a microorganism with the potential ability to
colonize and form a biofilm on biomaterials, the production of biofilms on analyzed surfaces
does not directly depend on the presence of the studied virulence genes, and it is not possible
to correlate with resistance to antimicrobials with adherence to tested surfaces, emphasizing
the multifactorial nature of this mechanism.

Keywords: Staphylococcus haemolyticus. Biofilm. Biomaterials. Bovine pericardium patches.
Resistance to Antimicrobial agents.
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INTRODUCAO

Staphylococcus coagulase negativos (SCNs), s&o um grupo de micro-organismos
comensais da microbiota da pele e mucosas de seres humanos e animais. O aumento de
estudos sobre 0s micro-organismos desse grupo vem crescendo nos Gltimos anos, devido a sua
relevancia cada vez maior como patdgenos emergentes, relacionados a infec¢cbes humanas
graves, especialmente em pacientes imunocomprometidos, com comorbidades, hospitalizados
por periodos de longa duracdo e/ou que fazem uso de dispositivos médicos invasivos, como
cateteres (ELTWISY, 2020; PAIN et al., 2019; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019).

A determinacdo classificatéria dos SCNs isolados de materiais clinicos - como:
contaminantes, comensais regulares, ou clinicamente relevantes - ¢ um dos maiores desafios
para clinicos e microbiologistas. Apesar da dificil distin¢do entre as origens das linhagens, o
grau de patogenicidade resume-se as estratégias de viruléncia empregadas pelas diversas
espécies, bem como aos mecanismos de defesa do hospedeiro (BECKER, HEILMANN,
PETERES, 2014; SUED-KARAM, PEREIRA-RIBEIRO, 2022).

A agilidade e precisdo da identificacdo na categoria de espécie é um fator relevante
para a tomada de decisdo clinica precisa pelos médicos, aumentando assim as chances de
sucesso nos tratamentos terapéuticos propostos (ASANTE et al., 2020; BOUCHAMI et al.,
2011). Métodos bioquimicos de identificacdo estdo gradualmente sendo substituidos por
métodos moleculares, como o por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-
TOF MS). Técnicas moleculares como PCR proporcionam maior precisao e reprodutibilidade
e, portanto, sdo recomendados na especiacdo dos SCNs. MALDI-TOF MS é uma técnica de
identificacdo e tem uma aplicacdo Util na detecgdo de toxinas demonstrando alta preciséo e
reprodutibilidade quando utilizado na identificagdo de SCNs (BECKER, HEILMANN,
PETERS, 2014; BOUCHAMI et al., 2011; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019).

Associados a agilidade no diagnostico, os avangos tecnoldgicos contribuiram para a
compreensdo dos mecanismos moleculares de patogenicidade das espécies de SCNs,
principalmente em casos de espécies com elevada viruléncia, como Staphylococcus
haemolyticus (ASANTE et al., 2020; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019). Reconhecido
patdgeno nosocomial relevante, especialmente devido aos seus mecanismos de viruléncia,

envolvendo resisténcia a agentes antimicrobianos e formagéo de biofilme (AHMED et al,
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2019; FREDHEIM et al., 2009; HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019; PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2022).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 O género Staphylococcus

Pertencente a familia Staphylococcaceae, os Staphylococcus spp. sdo cocos Gram-
positivos, imoveis, anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, catalase-positivos,
com didmetro variando entre 0,5 ¢ 1,5 um, mesofilos, resistentes a salinidade e crescem em
temperaturas entre 7°C a 48,5 °C, capazes de desenvolver em pH entre 4,2 a 9,3 e com
crescimento 6timo entre pH 7,0 a 7,5 (KARAM, 2018; SANTANA et al., 2021).

Atualmente, o género Staphylococcus, é composto de 85 espécies e 30 subespécies
validadas. Os representantes desse género podem ser encontrados na pele e em mucosas de
humanos e animais (LPSN, 2022). Foram isolados e descritos, pela primeira vez, em 1878,
por Robert Koch, sendo em 1879 cultivado em meio liquido por Louis Pasteur. Em 1884
Anton Julius F. Rosenbach obteve coldnias puras em seus estudos, e fez a primeira descri¢éo
taxondmica, dividindo o género em duas especies com base na presenca de pigmento na
colénia — Staphylococcus pyogenes aureus e Staphylococcus pyogenes albus (FELIX
JUNIOR, 2007; KEIM, 2005).

Uma caracteristica laboratorial marcante das bactérias desse género é a producdo de
uma enzima denominada coagulase. Clinicamente, a coagulase estimula a formacdo de uma
camada de fibrina sobre a regido colonizada pelo micro-organismo, dificultando a acdo do
sistema imunoldgico do hospedeiro e de agentes antimicrobianos (JIMENEZ et al., 2011;
SILVA SANTOS et al., 2009). A expressao desta enzima subdividiu o grupo em coagulase-
positivo e coagulase-negativo. Staphylococcus aureus € o principal representante do grupo
coagulase-positivos. Dentre os coagulase-negativos, S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus e S. lugdunensis sdo considerados membros relevantes, provocando infecgdes
distintas nos seres humanos (LOONEN et al., 2011; PODKOWIK et al., 2013; ROGER, FEY,
RUUP, 2009).

A patogenicidade de espécies de Staphylococcus esta relacionada com: sua elevada
versatilidade em adaptar-se a diferentes ambientes comunitarios e nosocomiais; sua
capacidade de formar biofilme em diferentes superficies; além de sua plasticidade génica -

que conferem a habilidade de adquirir e expressar uma diversidade de genes envolvidos na
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producdo de proteinas adesivas e de resisténcia aos agentes antimicrobianos (ARGEMI et al.
2019; SILVA-SANTANA et al., 2021).

1.2 Staphylococcus coagulase negativos (SCNs)

Os SCNs sao considerados micro-organismos comensais da pele e mucosas de seres
humanos e raramente provocam doengas em hospedeiros sadios. Contudo, a literatura relata o
envolvimento dessas bactérias em doencas infecciosas graves como: endocardites,
osteomielites, infeccBes do trato urinario, entre outras. Atualmente, os SCNs sdo considerados
micro-organismos potencialmente patogénicos e tém recebido crescente atencdo de 6rgaos de
vigilancia epidemioldgica ao redor do mundo (KORNIENKO et al., 2016; PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2019), sendo as espécies: S. epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensis, S.
capitis, S. hominis, S. saprophyticus, S. simulans, as principais de relevancia clinica em seres
humanos (ALMEIDA, MAMIZUKA, 2015; ARGEMI et al., 2019, ASANTE et al., 2020).
Destacando-se S. epidermidis e S. haemolitycus como as duas espécies mais isoladas e
associadas a infecgdes graves.

S. epidermidis € a espécie mais prevalente e persistente da pele e mucosas,
representando 65% a 90% das amostras de estafilococos observadas nesses sitios, sendo a
primeira espécie do grupo dos SCNs associada a infec¢des graves e de importancia clinica,
principalmente nos casos de sepse, com destaque para recém-nascidos (ARGEMI et al., 2019;
FREEMAN et al., 1990). S. haemolyticus, a segunda espécie mais isolada de hemoculturas
humanas e vem atraindo a atencdo de pesquisadores devido ao seu comportamento patogénico
oportunista, assim como o seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos (FREDHEIM et al.,
2009; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED et al., 2017 ).

S. saprophyticus é a segunda espécie isolada de infec¢bes do trato urinario, mas
também pode ser encontrada no sistema gastrointestinal. S. lugdunensis é geralmente
associado a endocardite de valvulas naturais e protéticas, peritonite, osteomielite, infec¢fes do
trato urinario, dentre outras infec¢fes. S. hominis e S. capitis sdo comumente encontrados nas
amostras clinicas e ndo costumam causar doencas no homem, porém, estdo sendo cada vez
mais reconhecidas como patdgenos oportunistas, podendo provocar quadros infecciosos
sistémicos em pacientes imunocomprometidos (JIANG et al.,, 2012; PARK et al., 2010;
PEREIRA, 2012; SCHLAG et al., 2010).
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Devido ao grande nimero de espécies potencialmente patogénicas, as infeccdes por
SCNs apresentam grande relevancia em ambientes nosocomiais, principalmente, em pacientes
que fazem uso de materiais implantados, dispositivos médicos e imunocomprometidos.
Durante a pratica de procedimentos hospitalares cirdrgicos, micro-organismos constituintes da
microbiota da pele ou da mucosa podem adentrar nos tecidos mais profundos e colonizar
novas areas provocando quadros de infecgdes relevantes, acarretando um impacto direto na
recuperacdo do paciente e em despesas hospitalares (BECKER, HEILMANN, PETER, 2014;
HEILMANN, ZIEBUHR, BECKER, 2019).

Outras condicBes de risco associadas a aquisicdo de infeccBGes hospitalares por SCNs
incluem: internacbes de longa permanéncia, nascimento prematuro e exposicdo a
procedimentos de alto risco. Assim, sdo reconhecidos como uma das principais causas de
infeccBes nosocomiais em unidades de terapia intensiva (UTI) neonatal (CHANG et al., 2003;
CHAVES et al., 2005; KLOOS, BANNERMAN, 1994; PEREIRA et al., 2014; RUPP et al.,
2005).

Apesar do aumento de infeccGes associadas as bactérias pertencentes ao grupo dos
SCNs, dados epidemioldgicos relacionados a identificagcdo em nivel de espécie, vem sendo
uma das principais dificuldades enfrentadas em diferentes paises, incluindo o Brasil. A
identificacdo desses micro-organismos € necessaria para diagndsticos mais eficazes,
especificos e tratamento imediato (ASANTE et al., 2020; BECKER, HEILMANN, PETERS,
2014; BOUCHAMI et al., 2011).

A especiacdo com métodos bioquimicos vem sendo gradualmente substituida por
métodos moleculares, como PCR, métodos espectrométricos, como MALDI-TOF MS.
Métodos moleculares como PCR proporcionam maior precisdo, tipabilidade e
reprodutibilidade e, portanto, sdao recomendados na especiacdo de SCNs (ASANTE et al.,
2020; BOUCHAMI et al., 2011; KIM et al., 2018).

A técnica de identificacdo por MALDI-TOF MS emergiu como uma alternativa mais
agil para identificacdo bacteriana, baseada na ionizacdo de material de amostra co-cristalizado
(proteinas de células microbianas) por pulsos curtos de laser. Tal técnica tem uma aplicacdo
util na deteccdo de toxinas e tem demonstrado alta precisdo e reprodutibilidade quando usado
para identificar SCNs. Todavia, apesar de suas notorias vantagens, seu elevado custo e
despesas de manutencao e atualizacéo de seu banco de dados limitam sua presenca em muitos
laboratdrios de analises clinicas no Brasil. Além disso, a técnica foi relatada como incapaz de
detectar espécies raras em cerca de 50% dos casos (KORNIENKO et al., 2016; PAIM et al.,
2013; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SCHULTHESS et al., 2013).
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1.3 Staphylococcus haemolyticus

S. haemolyticus € um micro-organismo considerado pertencente a microbiota da pele e
tecidos moles (LEE, 2017). De todas as espécies que constituem os SCNs, S. haemolyticus é a
segunda mais frequentemente isolada de hemocultura, principalmente em pacientes internados
fazendo uso de dispositivos meédicos. Atualmente, essa espécie vem sendo relatada como
agente etiologico de diferentes quadros infecciosos em ambiente nosocomial como
bacteremia, pneumonia, peritonite, otites e infec¢des no trato urinario (ELTWISY et al., 2020;
NATSIS, COHEN, 2018).

Os principais fatores de viruléncia associados ao S. haemolyticus sdo a capacidade de
resisténcia aos agentes antimicrobianos e a habilidade de formacéo de biofilme em diferentes
superficies. Sua plasticidade génica confere a capacidade de adquirir e expressar genes de
micro-organismos de outros géneros, podendo expressar um elevado numero de proteinas que
contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos e patogenicidade (PEREIRA-RIBEIRO et
al., 2022; RODRIGUEZ-ARANDA et al., 2009; ROGER, FEY, RUPP, 2009).

Esta bactéria vem sendo considerada um patégeno emergente e de monitoramento
importante em unidades hospitalares, devido ao aumento de casos de infec¢cbes nosocomiais
relacionados principalmente por cepas com elevado perfil de resisténcia aos antimicrobianos
(ARGEMI et al., 2019; NATSIS, COHEN, 2018; RODRIGUEZ-ARANDA et al., 2009;
ROGER, FEY, RUPP, 2009). Em pacientes neonatos, ha um aumento no nimero de
evidéncias de infec¢Oes provocadas por cepas que expressam perfis MDR a diversos agentes
antimicrobianos (PEREIRA et al., 2014).

A habilidade de colonizar superficies de dispositivos médicos e de formar biofilme €
outro fator de patogenicidade relevante dos S. haemolyticus. A colonizacdo e infeccdo estdo
associadas a quebra da cadeia asséptica durante procedimentos médicos, onde 0 micro-
organismo coloniza o material e tem acesso a tecidos mais vascularizados (PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2019; RODRIGUEZ-ARANDA et al., 2009). Embora os mecanismos de
patogenicidade de S. haemolyticus ainda serem pouco elucidados, acredita-se que sua
habilidade de causar infeccdo esta diretamente relacionada a capacidade de formar biofilme.
Contudo, alguns estudos tém indicado que em sua maioria, as cepas produzem biofilme
independente da presenca do gene ica, associado a produgdo de de proteinas envolvidas na
formagéo do biofilme (BARROS et al., 2015; FREDHEIM et al., 2009; PEREIRA-RIBEIRO
etal., 2019; SZCZUKA, GRABSKA, KAZNOWSKI, 2015).
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A capacidade de invadir células e tecidos dos hospedeiros é outro fator de viruléncia
importante relacionado a infeccOes persistentes por S. haemolyticus. Cepas de origem clinica
e resistentes a meticilina foram testadas quanto a alguns fatores de viruléncia como:
capacidade de aderir, invadir, causar toxicidade e quanto a sua atividade apoptotica em cultura
de células (KRZYMINSKA et al., 2015). A caracterizagdo molecular de S. haemolyticus tem
demonstrado que as infec¢des em hospitais sdo causadas por um numero limitado de tipos de
clones que possuem a capacidade de persistir por varios anos em setores especificos. Além
disso, a disseminacdo geografica dos clones de Staphylococcus haemolyticus multirresistentes
tem sido observada (BOUCHAMI et al., 2011).

1.4 Infecges relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)

As Infeccdes relacionadas a assisténcia a Saude (IRAS) representam uma condicdo
localizada ou sistémica, resultante de uma reacdo adversa a presenca de um agente infeccioso
adquirido ap6s admissdo do paciente nos servicos de salde. Atualmente é considerado
problema de salde mundial, constituindo uma das principais causas de mortalidade e
morbidade em pacientes internados em UTI e no aumento de despesas hospitalares, visto que
pacientes comprometidos por elas tendem a permanecer mais tempo internados e requerem
tratamentos mais longos (MARQUES, FERREIRA, CARNEIRO, 2011; PAVONEZE,
FORTALEZA, 2014).

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

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

de fonte exdgena durante a internacdo (PEREIRA et al., 2005).
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Bactérias do género Staphylococcus sdo frequentemente isoladas de infecgOes
associadas a dispositivos permanentes, em hospedeiros comprometidos e transplantados,
decorrente, principalmente, da quebra da cadeia asséptica durante o procedimento
médico/cirurgico (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED et al., 2017;). O principal fator de
viruléncia de Staphylococcus spp. relacionados as IRAS é a sua capacidade de aderéncia em
diferentes tipos de superficies e materiais, incluindo em dispositivos médicos como cateteres,
sondas e proteses. Observou-se um crescente nimero de cepas de SCNs apresentando perfis
MDR aos agentes antimicrobianos e com isso a dificuldade no tratamento das infecgdes,
despertando o interesse médico por essas espécies relacionadas a IRAS (PEREIRA-RIBEIRO
etal., 2019; SUED-KARAM et al., 2022).

Com o passar dos anos, ocorreu um aumento no numero de notificacdes dessas
infeccdes, principalmente provocadas por bactérias com perfis de multirresisténcia a
antimicrobianos utilizados nas préticas nosocomiais. Possivelmente, decorrente das unidades
hospitalares servirem de ambientes capazes de exercer uma seletividade para bactérias
resistentes a agentes antimicrobianos, associado ao fato de comportar pacientes com
diferentes morbidades que os tornam susceptiveis a infec¢des decorrentes de procedimentos
médicos invasivos e uso de dispositivos implantdveis (MARQUES, FERREIRA,
CARNEIRO, 2011; NOGUEIRA et al., 2009; PAVONEZE, FORTALEZA, 2014).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos contribuiu para alteragéo e selecao
no perfil de resisténcia de varias espécies de bactérias. Esse impacto foi observado em
pacientes criticos com internacdo prolongada em UTI, onde h& maior utilizacdo de
dispositivos invasivos e exposicdo a micro-organismos multirresistentes, impactando em
maior gravidade de pacientes criticos com internacdo prolongada. No Brasil, dados
relacionados ao desenvolvimento de IRAS em UTI no ano de 2017 revelam que o micro-
organismo com perfil de resisténcia a antimicrobianos com maior prevaléncia foi
Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos, com 77,7%, seguido por Staphylococcus
coagulase negativo resistente a oxacilina com 72,2% (EUZEBIO et al., 2021)

1.5  Resisténcia aos agentes antimicrobianos

A presenga de Staphylococcus spp. resistentes aos antimicrobianos foi constatada, na

década de 1940, logo apdés a introducdo da penicilina. A resisténcia aos agentes
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antimicrobianos ¢ um fenébmeno, na maioria das vezes de base genética, relacionado a
existéncia de genes contidos no micro-organismo que codificam a expressdo de diferentes
estruturas e mecanismos bioquimicos que impedem a acdo dos antimicrobianos (TAVARES,
2014).

O aumento dos surtos causados por clones de SCNs resistentes a agentes
antimicrobianos em UTI e é considerado uma condi¢do emergente e preocupante (BECKER,
HEILMANN, PETERS, 2014; ROGER, FEY, RUPP, 2009). Entre todas as espécies desse
grupo, S. haemolitycus recebe um destaque especial, pois é conhecida por ser resistente a
maioria dos agentes antimicrobianos, incluindo cefalosporinas, penicilinas, macrolideos,
tetraciclinas, quinolonas e aminoglicosideos. Relatos de IRAS associados ao S. haemolyticus
vém aumentando e contribui para a sobrevivéncia e disseminacdo do patdégeno em ambiente
hospitalar (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2022).

Os mecanismos de aquisicdo de genes de resisténcia pelos estafilococos sdo variados,
sendo a transferéncia horizontal um dos mecanismos mais utilizados, facilitada pela
transducdo de fagos e conjugacdo de plasmideos. Os plasmideos podem ser reservatorios e
vetores de resisténcia e viruléncia a antimicrobianos, mesmo na auséncia de pressao seletiva.
A transferéncia horizontal de plasmideos pode ocorrer ndo apenas entre cepas de uma mesma
espécie, mas também entre diferentes espécies de Staphylococcus (MORES, 2021).

E bem conhecido que o mecanismo de resisténcia & meticilina determina a resisténcia
a todos os antimicrobianos p-lactamicos: penicilina, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos. A resisténcia a meticilina em Staphylococcus spp. € devido a expressao de
uma proteina de ligacdo a penicilina modificada, PBP2A, que é codificada pelos genes mecA
ou mecC, que é carreado pelo cassete cromossdémico estafilocdcico mec (SCCmec), ou a
outros mecanismos, como a hiperproducdo de B-lactamase. Este segmento de DNA, variando
de 21-67 kb, carreia 0 gene mecA e os genes mecR1 e mecl que codificam o indutor MecR e a
proteina repressora Mecl, respectivamente (complexo gene mec). Em adicdo, esse elemento
carreia ainda o complexo gene ccr, o qual codifica recombinases responsaveis pela
mobilidade do SCCmec. Além do gene mecA/ mecC, o SCCmec pode carrear outros genes de
resisténcia a antimicrobianos. Assim, o SCCmec pode ser definido como uma ilha de
resisténcia a antimicrobianos. A presenca do gene mecA, no entanto, ndo é exclusiva de S.
aureus, uma vez que outras espécies deste mesmo género também o adquiriram. Acredita-se
gue foram os SCNs, em especial S. epidermidis e S. haemolyticus, os principais responsaveis
pela transferéncia desse gene para S. aureus (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2022; TAVARES,
2014).
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A anélise das sequéncias do gene mecA em cepas de referéncia do GenBank de S.
aureus, S. haemolyticus e S. epidermidis apontaram 99,95% de similaridade, o que
corroboram com a teoria da transferéncia interespécies do gene mecA (BARROS et al., 2015;
PEREIRA et al., 2014; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED et al., 2017).

Os tipos de SCCmec séo classificados de acordo com a combinacéo de dois elementos:
0 complexo ccr e o complexo mec, resultando em diferentes tipos de SCCmec. Foram
relatados também varios subtipos de SCCmec. As sequéncias entre 0os complexos ou depois
deles foram classificadas como regides “junkyard” ou regido J, sendo descritos 14 tipos de
SCCmec, tipo I ao X1V, classificados de acordo com o tipo do complexo mec e do complexo
ccr (UEHARA, 2022).

As opcles de tratamento para SCNs sdo limitadas porque muitas amostras sdo
meticilina-resistentes. Assim, o0s glicopeptideos (particularmente a vancomicina) sdo
confidveis, especialmente em infeccbes causadas por S. haemolyticus. Entretanto, S.
haemolyticus foi abordado como o primeiro SCN a expressar suscetibilidade diminuida a
teicoplanina e a vancomicina (ROGER, FEY, RUPP, 2009).

S. haemolyticus também pode servir como um doador de genes de resisténcia para
espécies como S.aureus. S. haemolyticus foi o primeiro patdgeno Gram-positivo a adquirir
resisténcia aos glicopeptideos (KRISTOF et al., 2011). A resisténcia aos glicopeptideos por
cepas de SCNs foi relatada desde 1990 e tem sido considerada um problema emergente, sendo
a resisténcia a teicoplanina mais comum que a resisténcia a vancomicina. Essa resisténcia é
atribuida ao operon de resisténcia a teicoplanina (tcaRAB) formado pelos genes tcaR, tcaA e
tcaB; a delecdo, ou mutacdo da regido genémica do locus tcaRAB pode promover 0 aumento
do nivel de resisténcia a teicoplanina. Algumas cepas de S. haemolyticus apresentam a
capacidade de inativar o gene tcaA, aumentando a resisténcia a teicoplanina
(BAKTHAVATCHALAM et al., 2017).

A resisténcia a vancomicina ja foi observada em outras espécies no grupo dos SCNs,
resisténcia esta, decorrente da plasticidade genémica dos estafilococos e ao uso generalizado
de antimicrobianos em ambientes hospitalares e na comunidade, que estimulam a aquisi¢édo de
elementos genéticos moveis, mutagdes no DNA e rearranjos nas sequéncias de insercdo de
genes associados a superficie dos genomas bacterianos (AL-TAMIMI et al.,, 2020;
RODRIGUEZ-ARANHA et al., 2009; ROGER, FEY, RUPP, 2009; PAIN et al., 2019). Na
maioria dos casos, as amostras de S. haemolyticus que apresentaram heterorresisténcia a

vancomicina foram isolados de pacientes com infeccbes na corrente sanguinea e/ou
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procedimentos invasivos submetidos, incluindo o uso de cateteres e proteses de valvulas
cardiacas (BAKTHAVATCHALAM et al., 2017).

O uso continuo de agentes antimicrobianos esta fortemente associado a emergéncia de
patdgenos multirresistentes no ambiente hospitalar. Os SCNs de forma geral tém adquirido
resisténcia a uma grande variedade de agentes antimicrobianos, com diferentes mecanismos e
espectros de acdo, incluindo rifampicina, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas,
cloranfenicol, macrolideos, clindamicina e sulfonamidas (ROGER, FEY, RUPP, 2009). A
linezolida é um antimicrobiano do grupo oxazolidinona usado para o tratamento de infec¢des
graves causadas por bactérias Gram-positivas resistentes a outros antimicrobianos. O uso
deste farmaco é aprovado como um medicamento alternativo a ser administrado em infeccbes
na corrente sanguinea relacionada ao uso de cateter, e apesar do pouco tempo de uso, a
resisténcia a linezolida tem sido identificada entre amostras de SCNs. A resisténcia é mediada
pela aquisicdo do gene cfr e também por mutacGes em proteinas ribossdmicas. Em estudos
anteriores, amostras de estafilococos resistentes a linezolida, incluindo cepas de S.
haemolyticus, foram relatadas com uma frequéncia cada vez maior ao redor do mundo
(BECKER, HEILMANN, PETERS, 2014; GUPTA et al.,, 2020; RAJAN, PRAKASH,
GOPAL, 2017).

Né&o se sabe ao certo qual o mecanismo utilizado pelos estafilococos para a resisténcia
a linezolida, contudo véarios genes com potenciais de resisténcia foram encontrados no
genoma de S. haemolyticus, como norA, norB, van, cfr, ImrB (bombas de efluxo), blaZ (B-
lactamase), fusB (proteina de ligacdo EF-G de resisténcia ao acido fusidico), ermA (rRNA
adenina N-6-metiltransferase) e AAC(6')-le-APH(2")-l1a (aminoglicosideo bifuncional N-
acetiltransferase e aminoglicosideo fosfotransferase) e a maioria dos genes de resisténcia aos
agentes antimicrobianos identificados foram associados a elementos transposon, sugerindo
gue os genes podem ser disseminados para outras cepas, ou espécies (KIM et al., 2018;
MORES, 2021).

Estudos epidemiologicos observaram resisténcia a teicoplanina, linezolida e oxacilina
em diferentes cepas de S. haemolyticus isoladas de ambientes hospitalares, evidenciando a
importancia do monitoramento dos padrdes de susceptibilidade desta espécie para melhor
manejo tanto do tratamento empirico quanto o especifico (PEREIRA-RIBEIRO, 2019;
RODRIGUEZ-ARANDA, 2009).

S. haemolyticus foi um dos primeiros SCNs com genoma completo publicado. O
aumento de clones clinicos de S. haemolyticus MDR esté se tornando um problema emergente

em ambientes hospitalares. A vigilancia, 0 monitoramento do perfil bacteriano isolado nos
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hospitais e a tipagem molecular s&o procedimentos relevantes necessarios para o controle da
disseminacéo e evolugéo de infecgdes por S. haemolyticus. (PAIN et al., 2019; RODRIGUEZ-
ARANHA et al., 2009).

1.6 Aderéncia em dispositivos médicos e a formacéo de biofilme

A Organizacdo Mundial da Satude (OMS) definiu o termo dispositivo médico como
qualquer instrumento, aparelho, implemento, maquina, implante, reagente para uso in vivo,
software, material ou outro artigo semelhante ou relacionado, pretendido pelo fabricante para
ser usado, isoladamente ou em combinacdo, para seres humanos, para um ou mais fins
médicos especificos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022). Atualmente, tem sido
crescente em todo o mundo, o uso de dispositivos médicos biodticos e abiodticos na assisténcia
a salde e servicos relacionados, incluindo internacdo e ambulatério, servicos diagndsticos ou
terapéuticos, servicos de laboratorio, medicamentos, cuidados de enfermagem, vida assistida e
pesquisas microbioldgicas (ARONSON, HENAGHAN, FERNER, 2020).

A implantacdo de dispositivos médicos requer uma equipe multiprofissional e técnicas
adequadas para evitar contaminagdes por bactérias exdgenas ou comensais durante 0S
procedimentos. A contamina¢do por SCNs em dispositivos médicos é uma realidade,
principalmente em pacientes fazendo uso de cateteres. Estudos relatam esta contaminacéo
como um problema emergente em ambientes hospitalares, devido a perfis MDR de amostras
clinicas isoladas e as baixas alternativas de farmacos para terapias antimicrobianas (LOBO et
al, 2010; PEREIRA et al., 2014; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019).

Diversos estudos demonstraram que a colonizacdo e persisténcia dos micro-
organismos em dispositivos médicos ocorrem principalmente em decorréncia da capacidade
de formacdo de biofilme nas superficies abidticas. Sendo o biofilme definido como
comunidades microbianas sésseis, organizadas em varias camadas, e incorporados em uma
matriz polimérica extracelular (que pode ser composta de polissacarideos, proteinas ou DNA
extracelular produzidos pelas proprias bactérias), facilitando a aderéncia do micro-organismo,
além de fornecer protecdo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e a acdo de agentes
antimicrobianos, contribuindo também, como foco para disseminacdo do patégeno (HONG et
al., 2016; SILVA-SANTANA et al., 2021; TRENTIN, GIODANI, MACEDO, 2013).
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Inimeras varidveis determinam a formacdo de biofilme, como a permanéncia do
contato com a superficie do dispositivo em tempo necessario para ocorrer a aderéncia
irreversivel e posterior multiplicacéo e agregacao de outras células bacterianas (SANTANA et
al.,, 2021). Infeccbes associadas ao biofilme sdo de dificil tratamento, decorrente da
dificuldade da penetracdo do antimicrobiano e do sistema imunoldgico do hospedeiro
apresentar baixa atividade sobre a complexa matriz polimérica formada (PEREIRA-RIBEIRO
etal., 2019; SILVA-SANTANA et al., 2021; TRENTIN, GIODANI, MACEDO, 2013).

A Figura 1 mostra a formacdo e maturacdo do biofilme em etapas complexas.
Iniciando com a ligacdo de células bacterianas plancténicas (nimero 1) a uma superficie de
origem bidtica ou abidtica ocorrendo a fixagdo inicial a superficie (numero 2).
Posteriormente, a esta etapa, ocorre a fase de multiplicacdo aumentando a massa bacteriana
(ndmero 3). Ap6s a multiplicacdo dos micro-organismos colonizadores iniciais had o
recrutamento de bactérias de outras espécies e a coagregacdo (nimero 4), etapa fundamental
para 0 aumento da complexidade do biofilme e sua maturacdo (nimero 5). Em um biofilme
maduro ha uma comunicacdo quimica entre as células bacterianas, uma arquitetura complexa
com canais e poros, formando uma estrutura tridimensional, a qual pode ser bem espessa e
patogénica. Algumas células sdo capazes de escapar do biofilme podendo ser levadas a novos
sitios, reiniciando o processo de colonizagdo (nimero 6) (SILVA-SANTANA et al., 2021). A
competéncia em formar biofilme em diferentes superficies € um dos principais fatores de
viruléncia dos SCNs, o que facilita sua permanéncia em materiais sintéticos e de uso
hospitalar (SUED et al., 2017).
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Figura 1 - Etapas de desenvolvimento e maturagéo do biofilme

® 5
Fonte: SILVA-SANTANA et al., 2021.

Diferentes genes estdo associados a aderéncia dos SCNs em dispositivos medicos de
origem biotica e/ou abidtica (ARGEMI et al., 2019). O operon icaADBC apresenta 0s
principais genes que codificam as proteinas envolvidas na formacdo do biofilme, dentre elas a
adesina polissacaridica intercelular (PIA), que faz a mediacgdo entre a aderéncia intercelular de
bactérias e a acumulacdo de multicamadas de biofilme e a adesina polissacaridica capsular
(PSA), que oferece protecdo contra a resposta imune do hospedeiro, através da formacdo da
capsula bacteriana, além de ser responsavel pelo processo de fixacdo da bactéria a superficie
(LAVERTY, GORMAN, GILMORE, 2014; WEISSER et al., 2010).

A expressdao do operon icaADBC é controlada por uma complexa variedade de
condicdes e fatores como: anaerobiose, alta temperatura, estresse, tensdo de oxigénio, niveis
de glicose e osmolaridade (HERNANDEZ et al., 2010). A expressdo dos genes icaA, icaD e
icaC é um requisito necessario para a producdo de PIA. A presenca do gene icaB, é
importante para catalisar a desacetilacdo da sequéncia poli-N-acetilglicosamina, aumentando
a viruléncia e as propriedades adesivas da PIA. (ALMEIDA, MAMIZUKA, 2015;
LAVERTY, GORMAN, GILMORE, 2014). A aderéncia intercelular mediada pela proteina
associada ao acumulo (Aap), de forma independente ou em cooperagdo com 0 operon ica, €
bem descrito (OCAL et al., 2017).

Estudo da presenca e expressdo do gene ica pode esclarecer os diferentes mecanismos
de aderéncia na patogénese de infec¢des associadas a dispositivos médicos e contribuir no
desenvolvimento de novas medidas preventivas e terapéuticas para a erradicacdo de biofilme

em hospitais. No entanto, foi demonstrado que PIA n&o é necessariamente o principal
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componente de biofilmes formados por todas as amostras de SCNs (PEREIRA-RIBEIRO et
al., 2019).

Acredita-se que a producdo do biofilme mediada por PIA forneca vantagens seletivas
na colonizacdo de alguns dispositivos invasivos. S. haemolyticus pode produzir biofilme,
através de uma via ica-independente. Mecanismos de aderéncia intercelular mediados pelas
proteinas Aap e Bap, sdo mais detalhadamente investigados em espécies de Staphylococcus,
porém, componentes adicionais, como: DNA, RNA e outros polissacarideos, também
apresentam relevancia na formacdao de biofilmes (BARROS et al., 2015).

Proteinas e autolisinas ligadas a superficie dos Staphylococcus spp. sdo responsaveis
pela ligacdo com o col&geno, a vitronectina, fibronectina, fibrinogénio e outras proteinas
presentes na matriz extracelular que intensificam a fixacdo desse micro-organismo a
superficies presentes em biomateriais implantados. Podemos destacar a autolisina Atl, que ¢é
codificada pelo gene atl, que se liga as proteinas do plasma, a proteina ligadora de
fibrinogénio (PLF), codificada pelo gene fbp. A capacidade de expressar essa proteina é
crucial para a aderéncia em dispositivos médicos bidticos, tecidos e orgaos transplantados,
invasdo e internalizacdo na célula hospedeira (ELTWISY et al., 2020; LAVERTY,
GORMAN, GILMORE, 2014; LAZZAROTTO, 2010; LEMBRE, VENDRELY, DI
MARTINO, 2014).

A expressdo da proteina Aap € outro fator amplamente estudado na formacdo de
biofilme por SCNs, esta é codificada pelo gene aap, que apresenta atividade capaz de mediar
a formacao de biofilme apds a clivagem enzimatica por enzimas do proprio micro-organismo,
apos a fase de maturacdo final do biofilme, ou por enzimas do hospedeiro (SCHILCHER,
HORSWILL, 2020).

1.7 Biomateriais de pericardio bovino

Com a necessidade de induzir, ou facilitar o processo de cicatrizacdo de lesdes de
grandes dimensdes, assim como a de reparar cirurgicamente a falha de um 6rgdo ou até
mesmo parte dele, iniciou-se a utilizacdo de membranas biologicas como implantes, sendo
proposta a denominacdo de bioprétese. Posteriormente, todos esses materiais de origem
bidtica, ou abidtica, utilizados isoladamente, ou combinados, para propdsitos médicos

especificos foram englobados em um grupo denominado dispositivos médicos (ARONSON,
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HENEGHAN, FERNER, 2020; COSTA, SILVA, ANDRADE, 2016; PIRES, BIERHALZ,
MORAES, 2015).

Nos ultimos anos, grande variedade de dispositivos médicos vem sendo desenvolvidos
com diferentes propriedades fisico-quimicas e mecanicas, dependendo da aplicacdo
biomédica prevista, incluindo regeneracédo tecidual, sistemas de liberacdo de medicamentos,
novos enxertos vasculares, ou suportes para engenharia de tecidos in vitro e in vivo
(WACHESK, 2016).

Os tecidos utilizados como membranas biologicas tém uma caracteristica comum: sao
ricos em tecido conjuntivo e suas propriedades os tornam bioimplantes altamente eficazes
para apoiar a reparacdo de tecidos (PIRES et al., 1997; PISO, 2016). O pericardio bovino,
material heterélogo, € um material de origem biol6gica altamente resistente, de facil manejo
cirurgico, maleavel e sem problemas de rea¢do com corpo estranho. Além disso, é um tecido
de facil acesso e habitualmente representa um material de interesse no processo industrial de
bovinos (COSTA, 2009). As membranas de pericardio bovino sdo um dos tecidos biol6gicos
mais amplamente utilizados na forma de remendo em diversas cirurgias. Na cirurgia
cardiovascular tem sido utilizado para correcdo de inUmeras cardiopatias como substituto das
paredes atrial, ventricular, arterial e venosa e para reconstru¢do do saco pericardico (COSTA,
2009; PIRES et al., 1997).

Apesar de promissor, 0 uso de tais dispositivos enfrenta um desafio quanto a mal
preservacdo e prevencdo de contaminacdo. Para a utilizacdo dos bioimplantes, é necessario
submeté-lo a tratamento quimico, sendo diferentes agentes propostos para tratamento e
conservacao de tecidos bioldgicos a serem implantados em homens e animais, buscando
principalmente eliminar a possibilidade de transmissdo de micro-organismos (COSTA, 2009;
PIRES, BIERHALZ, MORAES, 2015). A aderéncia bacteriana aos biomateriais € um
processo de alta complexidade que demanda importante preocupacdo médica dada a sua
evidente influéncia sobre a morbimortalidade dos pacientes que fazem uso de préteses, além
do aumento de gastos hospitalares decorrentes do aumento do tempo de internacbes e

necessidade de uso de medicagdes especificas e exames elaborados (MORAES et al., 2013).
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1.8 Justificativa

As espécies de SCNs tém sido reconhecidas como importantes agentes etiologicos de
processos infecciosos diversos, visto que sdo apontadas como um dos principais agentes de
IRAS, sobretudo em infecgbes nosocomiais e também relacionadas ao uso de dispositivos
médicos invasivos. O tratamento de infeccdes por esses patdgenos tem se tornado cada vez
mais um desafio para a saude publica mundial, devido ao aumento da expressao da resisténcia
bacteriana a mdltiplos agentes antimicrobianos utilizados na prética clinica, despertando
também o interesse de investigadores sobre os aspectos relacionados a patogenicidade e
resisténcia aos antimicrobianos.

S. haemolyticus é frequentemente isolado de hemoculturas de pacientes hospitalizados
de diferentes faixas etérias, incluindo neonatos, por serem vulneraveis a infec¢gdes devido a
baixa imunidade, além da utilizacdo de dispositivos médicos invasivos favorecendo a
colonizacdo, invasao e disseminacao sistémica destes micro-organismos.

Estudos de aspectos clinico-epidemioldgicos das infecgBes por S. haemolyticus no
ambiente hospitalar, sdo fundamentais para diagnésticos mais acurados com indicacdo de
agentes antimicrobianos especificos e consequente evolucdo clinica dos pacientes. Medidas
terapéuticas mais especificas, evitando a antibioticoterapia empirica, reduzirdo o
aparecimento e disseminacdo de patégenos MDR, principalmente no ambiente hospitalar,
evitando novos casos de infeccdes e/ou surtos nosocomiais. As infecgdes causadas por S.
haemolyticus estdo incluidas entre os problemas de Salde Puablica devido ao crescente
aumento da resisténcia bacteriana aos diversos agentes antimicrobianos utilizados na préatica
clinica, inclusive o uso de agentes antimicrobianos de ultima geracdo (glicopeptideos -
vancomicina e teicoplanina) que passaram a constituir uma das principais opgoes terapéuticas
nas infec¢bes nosocomiais causadas por Staphylococcus spp.

As habilidades de interacdo e invasdo de células e tecidos dos hospedeiros séo
mecanismos de viruléncia relacionadas as infecgcdes persistentes mais investigados. Os fatores
de viruléncia relacionados com a patogenicidade de diferentes amostras de S. haemolyticus
ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Estudos anteriores realizados pelo nosso grupo de
pesquisa demonstraram que a capacidade de formacgédo de biofilme em superficies abioticas
(cateteres de silicone e poliuretano, vidro, poliestireno) é capaz de favorecer a evolugéo de

diferentes tipos de infeccdo causadas por amostras de S. haemolyticus.
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Hé& décadas evidencia-se 0 uso de biomateriais implantaveis, incluindo a membrana de
pericardio bovino. Portanto, a capacidade de ocorrer infecgdes e a morbimortalidade dos
pacientes tornou-se motivo de preocupacao pelo nosso grupo de pesquisa, inclusive por S.
haemolyticus além de outros Staphylococcus spp.. Deste modo, estudos relacionados aos
aspectos fenotipicos e genotipicos da capacidade de formacéo de biofilme nestes biomateriais
e em superficies abidticas, assim como da resisténcia aos agentes antimicrobianos séo
fundamentais para 0 monitoramento da patogenicidade de amostras de S. haemolyticus, além
de ser imprescindivel para medidas de controle de infeccdes e limitacdo da propagacdo de

amostras expressando perfis MDR dentro e fora das unidades de saude.
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2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral a andlise fenotipica e genotipica da
habilidade de formacdo de biofilmes em superficies abidticas e em biomaterial implantavel e
de perfis de resisténcia a agentes antimicrobianos de amostras de S. haemolyticus isoladas de
hemoculturas de neonatos e adultos internados em um hospital universitario no periodo de
2008 -2014.

Neste sentido, os seguintes objetivos especificos foram desenvolvidos:

a) identificacdo pela técnica de MALDI-TOF MS das amostras de S.
haemolyticus previamente isoladas e mantidas na colecéo de cultura;

b) analise comparativa entre a técnica de MALDI-TOF MS e ensaios de PCR
multiplex (MPCR) para a identificacdo de S. haemolyticus;

c) determinacdo de perfis de susceptibilidade a agentes antimicrobianos
diversos pelo teste de disco-difusao;

d) determinacdo de Concentracdo Inibitéria Minima de oxacilina,
vancomicina e teicoplanina;

e) analise dos perfis MDR e ndo-MDR aos agentes antimicrobianos;

f) avaliar a correlacdo entre a presenca de gene mecA e o perfil de
sensibilidade a oxacilina;

g) avaliacdo da capacidade de formacdo de slime em meio Vermelho do
Congo;

h) pesquisa de producdo de biofilme em superficie abiética hidrofilica do
vidro;

i) pesquisa de producdo de biofilme em superficie abidtica hidrofobica de
poliestireno;

j) pesquisa da presenca de genes icaA, fbp, atl e aap relacionados com
propriedades adesivas e producédo de biofilme de SCN;

k) investigagdo quantitativa e qualitativa de formacdo de biofilme em
biomaterial - membrana de pericardio bovino; e

I) analise estrutural utilizando ensaios de microscopia eletrénica de varredura

de biofilme formado em membrana de pericardio bovino.



35

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem e identificacdo das amostras bacterianas

Foram analisadas 72 amostras de S. haemolyticus previamente isoladas de
hemoculturas de pacientes adultos e neonatos de diversos setores do Hospital Universitario
Pedro Ernesto — HUPE/UERJ, durante os anos de 2008, 2009, 2010, 2013 e 2014. As
amostras foram isoladas e previamente caracterizadas com 0s seguintes testes fenotipicos:
coloracéo de Gram, producio de catalase, cultivo em meio Agar Manitol Salgado.

As amostras de espécies de SCN sdo mantidas na colecdo de cultura, estocadas em
caldo triptona soja (Difco Labs, Detroit, MI, USA) com 20% de glicerol em freezer a -80°C,
na Disciplina de Microbiologia e Imunologia (DIMI/DMIP/FCM-UERJ) - Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia, Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

3.2 Reativacdo das amostras e confirmacao da identificacdo bacteriana pela técnica de
lonizacéo e Dessor¢ao a Laser Assistida por Matriz - MALDI-TOF MS

As amostras foram semeadas em Agar Sangue de Carneiro e incubadas a 35°C por 24
horas para andlise de pureza, morfologia colonial e verificacdo da producdo de hemolise
(PROCOP et al., 2018). Apbs a reativacdo das amostras foi realizada a confirmacdo da
identificacdo das cepas estocadas através da técnica de MALDI-TOF MS, segundo Kornienko
et al. (2016). As amostras foram semeadas em Agar Muller Hinton e incubadas a 35°C por 24
h. Em seguida foram tocadas com um auxilio de al¢a bacteriologica esterilizada e depositada
na placa metalica (Sample target) fornecida pelo fabricante do equipamento MALDI-TOF MS
Microflex LT (Bruker Daltonics). A placa inoculada foi mantida em fluxo laminar até a
completa secagem do material depositado. A cada pogo da placa metalica foi inoculado 1ul da
matriz composta por acido a-ciano-4-hidroxicindmico (Sigma; Saint Louis, MO, EUA)

preparado em acetonitrila 50% e acido trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint Louis, MO, EUA).
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Apos secagem da mistura e formacdo dos cristais, a placa de metal foi inserida no aparelho
para a leitura das amostras. Os espectros de massa das amostras foram obtidos no modo
linear, observando os seguintes parametros: frequéncia do laser 20 Hz; voltagem das fontes
ibnicas 1 e 2,20 kV e 18,6 kV, respectivamente; e faixa de peso molecular 2.000 a 20.000 Da.
Espectros foram coletados através da somatoria de 240 disparos do laser, adquiridos através
de 4 grupos de 42 de 60 disparos langados em regifes distintas, aleatoriamente selecionadas,
em um poc¢o na placa metalica. Os espectros obtidos foram processados pelo software de
bioinforméatica MALDI Biotyper versdo 3.1 (Bruker Daltonics) em modo operacional padrao,
o0 qual realiza a pesquisa em sua biblioteca de espectros de referéncia de maneira a encontrar

aquele que mais se assemelha ao obtido com a amostra.

3.3 Ensaio de PCR multiplex (mPCR) para identificacdo de amostras de S. haemolyticus

e deteccéo do gene mecA

A liberacdo do DNA bacteriano através de lise térmica foi realizada de acordo com
Schuenck et al. (2008) com modificagGes. Trés a cinco colonias de cada amostra cultivada em
agar sangue foram transferidas para 100 puL de tampao TE (10mM Tris-HCI [Sigma], 1mM
EDTA [Sigma], pH 7,8). Esta suspensdo foi mantida a temperatura de ebulicéo,
aproximadamente 100°C, por 10 minutos e, em seguida centrifugada por 1 minuto a 7.000 x
G. Em seguida os sobrenadantes foram coletados e utilizados para a reacdo de PCR. A
identificacdo das amostras foi realizada pela deteccdo de segmentos genémicos especificos
utilizando os oligonucleotideos SH-F e SH-R para o gene mvaA de S. haemolyticus
(SCHUENCK et al, 2008), com deteccdo simultdnea do gene mecA, conforme descrito por
Pereira et al. (2014). Os oligonucleotideos utilizados estdo descritos na Tabela 1. A
amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient), utilizando
volume total de 50pL para a reagdo composta de 10 pL de DNA liberado, 200 uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 0,25 uM de
cada um dos oligonucleotideos SH-F, SH-R, MRS: e MRS, 1,5U de Tag DNA polimerase
(Biotools, Madrid,Espanha), 5 uL do tampdo da enzima 10x (10 mM Tris HCI, 25mM KCI) e
2 mM de MgCla.
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Tabela 1 — Descricdo dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de mPCR para

identificacdo de amostras de Staphylococcus haemolyticus e gene mecA

Primer Sequéncia do Primer 5°— 3’ Tamanho do Referéncia
Amplicon
SH-F  GGT CGC TTA GTC GGA ACA AT
SH-R ~ CAC GAG CAATCT CATCAC CT ~ 28°pb  SCHUENCKetal, 2008
mecAF  TAG AAA TGA CTG AAC GTC CG
mecAR  TTG CGATCAATG TTACCTAG  1%4PP SANTOS etal., 1999

Legenda: pares de bases (pb).
Fonte: O autor, 2022.

Apos realizacdo de uma etapa de desnaturacdo inicial de 94°C por 3 min, foram
realizados 30 ciclos de amplificacdo com desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C
por 1 min e extensdo a 72°C por 2 min, seguido de uma etapa final de extensao, realizada a
72°C por 5 min.

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em E-gel (agarose a 2% -
Invitrogen), no equipamento de E-gel iBase Power System (Invitrogen), por 25 minutos. A
visualizagdo dos produtos de amplificagéo foi obtida em transiluminador de luz ultravioleta e,
posteriormente, o gel foi fotografado (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation
& Analisis System 120).

3.4 Determinacdo dos perfis de susceptibilidade aos agentes antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade a 09 agentes antimicrobianos frente as amostras de S.
haemolyticus foram avaliados pelo método do disco difusdo em &gar, seguindo as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021) (PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2019): Cefoxitina (FOX 30 ug), Ciprofloxacina (CIP 5ug), Clindamicina
(DA 2ug), Cloranfenicol (CLO 30ug), Eritromicina (ER 15ug), Gentamicina (GEN 10pg),
Linezolida (LZD 30ug), Moxifloxacina (MXF 5ug), Rifampicina (RIF 5ug) (OXOID, Hants,
UK). As amostras de S. haemolyticus que apresentaram resisténcia a trés ou mais diferentes
classes de agentes antimicrobianos foram consideradas MDR (SUED et al., 2017).
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3.5 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de agentes

antimicrobianos

O método de microdilui¢cdo em placa foi utilizado para determinacdo de Concentragdo
Inibitéria Minima de oxacilina, vancomicina e teicoplanina, conforme as normas
estabelecidas pelo CLSI (2021). As amostras de S. haemolyticus testadas foram inoculadas em
placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Muller Hinton e incubados por 24 horas a
35°C + 2°C. Posterior o periodo de incubacdo, com o auxilio de uma alga calibrada, coldnias
crescidas na placa foram retiradas e semeadas em meio de cultura Caldo Muller Hinton e
incubadas por 24 horas a 35°C. Apos a incubacdo, o inéculo foi padronizado na turvacéao
referente a 0,5 na escala-de McFarland, aproximadamente 1,5x108 UFC/ml. O preparo da
técnica foi feito com a producdo da solu¢do-mée onde foi pesado 10mg do antimicrobiano
desejado, adicionado os solventes e diluentes especificos para cada antimicrobiano, e em
seguida a solucdo foi filtrada através de uma membrana filtrante. Partindo da solu¢do-mae, foi
retirada uma aliquota que foi calculada pela formula: Ci x Vi = Cf x Vf, onde Ci é a
concentracdo inicial da solucdo; Vi é o volume inicial que vamos retirar da solucdo-mée para
obter a concentracdo desejada; Cf é a concentragdo final da solugdo; Vf é o volume final do
meio. Depois foram colocados na microplaca 50ul do indculo e 50ul da solugdo-mae,
ressalvando que para oxacilina a solucao foi suplementada com 2% de NaCl. O primeiro po¢o
onde ndo ocorreu crescimento bacteriano, avaliado pela turvacdo do meio de cultura, foi o
utilizado para a determinagdo da CIM. O ultimo poco foi utilizado amostra controle, onde foi
colocado apenas o inéculo com o meio de cultura sem a adi¢do de antimicrobianos. Para
oxacilina, as amostras de S. haemolyticus que apresentaram CIM < 0,5ug/ml foram
consideradas sensiveis, e as amostras que apresentaram CIM > 1ug/ml, foram consideradas
resistentes. Para vancomicina, as amostras de S. haemolyticus que apresentaram CIM <
4ug/ml foram consideradas sensiveis, as amostras que apresentaram CIM com valores entre 8-
16pg/ml foram consideradas intermediarias e CIM > 32pug/ml foram consideradas resistentes.
Para teicoplanina, as amostras que apresentaram CIM < 8ug/ml foram consideradas sensiveis,
as amostras que apresentaram CIM = 16ug/ml foram consideradas intermediarias as amostras

que apresentaram CIM > 32ug/ml foram consideradas resistentes.
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3.6 Produg&o de slime em meio Agar Vermelho do Congo

A expressio da producdo de slime foi avaliada pelo método de crescimento em Agar
Vermelho do Congo, anteriormente reportado por Chaieb, Mahdounai e Bakhrouf (2005) e
Sued et al. (2017). Amostras de S. haemolyticus foram semeadas em placa contendo o meio
de cultura Agar Vermelho do Congo, em forma de spot, em triplicata, e incubadas por 18-24
horas a 37°C e, posteriormente, por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente
30°C). Colbnias negras demonstram resultado positivo e col6nias vermelhas ou rosa-
avermelhadas, negativo. A amostra de S. epidermidis ATCC 35984 foi utilizada como

controle-positivo do teste (coldnias negras).

3.7 Avaliacdo da producéo de biofilme em superficies abioticas

Todas as 72 cepas de S. haemolyticus estudadas foram semeados em Agar Muller

Hinton a 35°C + 2°C e incubadas por 24 horas, e submetidos aos seguintes ensaios:

3.7.1 Anélise qualitativa e semiguantitativa da aderéncia e formacédo de biofilme no vidro

Os ensaios de aderéncia e formacédo de biofilme no vidro foram realizados, baseados
em metodologia descrita por Mattos-Guaraldi e Formiga (1991). Com auxilio de uma alca
calibrada foi realizado uma suspencdo bacteriana com aproximadamente 108 UFC/ml,
previamente padronizada através da tecnica de diluicdo seriada e inoculagdo em meio de
cultura solido. Aliguotas das suspensdes realizadas foram inoculadas em tubos 13 x 100 mm
contendo 5 ml de caldo TSB e incubadas por 48h a 37°C. A cada 24h foi realizado a troca do
meio por um novo. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Por fim, as amostras
foram classificadas com base nos seguintes padrdes: | (+++) - bactérias aderidas nas laterais
do tubo de vidro e na interface entre 0 meio de cultura e o ar — fortemente aderente e

produtora de biofilme; Il (++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro —
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moderadamente aderente e produtora de biofilme; Il (+) — bactérias formando um anel na
interface entre 0 meio de cultura e o ar — fracamente produtora de biofilme; e 1V (-) auséncia
de bactérias aderidas — ndo produtora de biofilme. Como controle positivo para o teste foi
utilizado a amostra de S. epidermidis ATCC 35984.

3.7.2 Analise qualitativa e semiguantitativa da aderéncia e formacao de biofilme no
poliestireno

As amostras foram previamente inoculadas em meio de cultura Mueller Hinton a
35+2°C por 24 horas. Apds o periodo de incubacao foram suspensas em caldo triptcaseina de
soja até atingirem uma turvacdo equivalente a 0,5 McFarland. Uma aliquota de 200 ul de
suspensdo bacteriana em TSB foi dispensada nos po¢os de uma placa de microtitulacdo de
poliestireno de 96 pocos. A placa foi incubada a 35°C + 2°C por 24h e, em seguida, lavada
duas vezes com 200 pul em tampao salina fosfato (PBS) e, posteriormente 200 pl de metanol
foram adicionados a cada pogo e mantidos por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi retirado
e a placa deixada dentro de um fluxo laminar previamente esterilizado em temperatura
ambiente para secagem. Em seguida, 200 pl de cristal violeta a 0,2% foram colocados em
cada poco por 5 minutos. A placa foi lavada exaustivamente com agua destilada. Depois de
seca, foram adicionados aos pocos 200 pl de acido acético a 33%, a fim de eluir o corante. A
avaliacdo de formacdo de biofilme foi realizada pela leitura de cada poc¢o utilizando
espectrofotdbmetro (570nm). Todos os ensaios foram feitos em triplicata. Foram utilizados
como controle positivo para o teste as amostras de S. epidermidis ATCC 12228 e como
controle negativo, TSB estéril. Foi calculada a média dos valores da densidade dptica (DOCc)
dos trés pocos referentes ao controle negativo. De acordo com o valor dessa média, as
amostras foram classificadas como: ndo aderentes (-), fracamente aderentes (+),

moderadamente aderentes (++) e fortemente aderentes (+++) (PEREIRA et al., 2014).
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3.8 Avaliacdo quantitativa da aderéncia e producdo de biofilme em superficie de

biomaterial — membrana de pericardio bovino

Os ensaios foram realizados em microplacas de 24 pogos, cada pogo contendo 500 pl
de suspensdes bacterianas em caldo TSB (~108 UFC/ml). Fragmentos de 0,5 cm de membrana
de pericardio bovino estéril e entdo, as placas foram incubadas a 37°C por 24h.
Posteriormente os fragmentos foram transferidos para tubos contendo 500uL de salina e areia
estéril e com auxilio do vértex as células sésseis foram extraidas por abrasdo. As suspensdes
obtidas foram submetidas a diluicdo seriada na base 10 para a contagem de col6nias vidveis
em placa de Mueller Hinton (SUED-KARAM et al., 2022).

3.9 Andlise estrutural do biofilme de S. haemolyticus em pericardio bovino pela técnica

de microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Das amostras analisadas, foram selecionados dois representantes de S. haemolyticus,
uma com a expressdo de slime em meio Vermelho do Congo (SH-68A) e outra sem essa
expressdao (SH-09N). Os mesmos foram submetidos a técnica de formacdo de biofilme
conforme descrito no item 3.8 em placas de 24 poc¢os contendo pequenos segmentos de 0,5
cm de pericardio bovino estéril. O contetdo de cada poco foi aspirado e lavado duas vezes
com 1 ml de solucédo salina (NaCl 0,9%) estéril. O material foi entdo fixado em solugdo de
glutaraldeido a 2,5%, pos-fixado com tetrdxido de 6smio a 1% e desidratado em diferentes
solucdes de etanol. Em seguida, o material foi submetido ao ponto critico com didxido de
carbono, coberto com nanoparticulas de ouro e examinados em microscépio eletrbnico de
varredura JEOL JSM 5310 (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019). O controle negativo foi
realizado com segmentos de pericardio bovino estéreis, 0s quais também foram processados

diretamente ap0s a remocao da embalagem comercial.
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3.10 Deteccéo dos genes que codificam adesinas e formacao de biofilme

Ensaios de deteccdo da presenca dos genes icaA, fbp, atl e aap foram realizadas pela

técnica de PCR, utilizando os oligonucleotideos descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Descri¢do dos oligonucleotideos utilizados nos ensaios de PCR que
apresentam genes que codificam adesinas de amostras de

Staphylococcus spp.
Tamanho
Primers Sequéncia do Primer 5°— 3’ do Referéncias
Amplicon
icaAF CGA TGG GCT CAA GGT GG 287 b POTTER et al.,
icaAR  TTC TTT TCG TAG CGA CTG TC P 2009
fopF GGT GAT ACCATTTACCGC AC 512 pb BARROS et al.,
fopR CGTGCATCGTAGTAGCGATC P 2015
atlF TAA CTC AAC AAT CGA TGG CG 446 b BARROS et al.,
atiR  GTA CCC CAA GGT GCT ACT TG P 2015
aapF CAA CGA AGG CAG AAG AAG GA 719 b ARAUJO et al.,
aapR CATCCCCATCTTTCTTGCTG P 2006

Legenda: pares de base (pb).
Fonte: Adaptada de KARAM, 2018.

A liberacdo do DNA bacteriano através de lise térmica foi realizada de acordo com a
técnica proposta por Schuenck et al. (2008) com modificacdes. Trés a cinco colbnias de cada
amostra cultivada em Agar Sangue foram transferidas para 100 uL de tampdo TE (10mM
Tris-HCI [Sigma], 1mM EDTA [Sigma], pH 7,8). Esta suspensdo foi mantida a temperatura
de ebulicéo, em torno 100°C, por 10 minutos e, em seguida centrifugada por 1 minuto, a 7.000
rpm. Em seguida, foram coletados os sobrenadantes com DNA liberado e usados para a
reacdo de PCR.

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

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

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

Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em E-gel (agarose a 2% -
Invitrogen), no equipamento de E-gel iBase Power System (Invitrogen), por 25 minutos. A
visualizagdo dos produtos de amplificacdo foi obtida em transiluminador de luz ultravioleta e,
posteriormente, o gel foi fotografado (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation
& Analisis System 120).

3.11 Anélise dos dados

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos, pelos menos, trés

VEZES.



44

3.12 Considerac0es éticas

As atividades previstas nesta proposta foram submetidas a avaliacdo do Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto, recebendo parecer favoravel
(CAAE: 0118.0.228.000-10).
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4 RESULTADOS

4.1 Numeros de amostras isoladas e identificacdo pela técnica de MALDI-TOF MS

Amostras de S. haemolyticus foram isoladas de hemoculturas tanto de pacientes
adultos (n=42) quanto de neonatos (n=30). Em 2008 pareceu ter ocorrido um surto epidémico
na UTI neonatal, uma vez que foi observado o aumento das amostras em neonatos (n=14),
que permaneceram sendo isoladas durante os anos de 2009 (n=6) e 2010 (n=10). Enquanto 42
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas de adultos incluiu: 2008 (n=15), 2009
(n=2), 2010 (n=0), 2013 (n=11), 2014 (n=14) (Gréfico 1).

Gréafico 1 — NUumero de amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas
de pacientes adultos e neonatos (2008 — 2014) no HUPE/UERJ analisadas no

presente estudo
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Legenda: Amostras de neonatos/adultos: 2008 (n=14/15), 2009 (6/2), 2010 (10/0), 2013 (0/11),
2014 (0/14).
Fonte: O autor, 2022.

Os resultados obtidos pelos ensaios de mPCR confirmaram a identificacdo das 72
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas de pacientes internados no HUPE em
diferentes anos: 2008 (n=29), 2009 (n=8), 2010 (n=10), 2013 (n=11), 2014 (n=14).
Adicionalmente, os resultados obtidos pelo método de MALDI-TOF MS, com scores > 1,700,
foram confirmados por mPCR para a identificacdo das amostras de S. haemolyticus (Tabela
3).
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Tabela 3 — Resultados dos métodos moleculares MALDI-TOF MS e mPCR relacionados a
identificacdo das amostras de Staphylococcus haemolyticus (n=72) isoladas de
hemoculturas de pacientes adultos (n=42) e neonatos (n=30) internados no

HUPE/UERJ
Ano de Amostras MALDI-TOF mPCR*
Isolamento de S. haemolyticus (Score)

SH-01N, SH-03N, SH-04N, SH-
06N, SH-07N, SH-09N, SH-10N,
SH-13N, SH-15A, SH-16?, SH- >2,000 +
19A, SH-21A, SH-23A, SH-24A,
SH-25A, SH-26A, SH-28A

SH-02N 1,998 ;
SH-08N 1,958 ;
SH-20A 1,954 N
2008 SH-27A 1945 "
SH-18A 1931 N
SH-29A 1882 N
SH-05N 1,856 N
SH-11N 1856 N
SH-12N 1852 N
SH-14N 1799 N
SH-17A 1757 N
SH-22A 1726 N
SH-32N. SH-33N. SH-35N >2.000 "
SH-34N 1,082 N
SH-37A 1888 ;
2009 SH-31N 1865 N
SH-30N 1,856 ;
SH-36A 1744 N

SH-38N, SH-40N, SH-41N. SH-
43N, >2.000 +

SH-45N, SH-46N, SH-47N

2010 SH-39N 1,986 ;
SH-44N 1896 N
SH-42N 1852 N

SH-48A, SH-49A, SH-50A. SH-
51A, SH-53A, SH-54A SH-55A, >2.000 +

2013 SH-57A, SH-58A

SH-52A 1,088 +
SH-56A 1931 +

SH-59A. SH-61A. SH-62A. SH-

63A, SH-64A, SH-65A. SH-66A,
2014 SH-67A, SH-68A, SH-69A, SH- = 2,000 *

71A, SH-72A

SH-70A 1,908 +
SH-60A 1955 +

Legenda: Amostras isoladas de hemocultura de neonato (SH); *mPCR multiplex para identificacdo de S.
haemolyticus pelos primers (SHr ¢ SHr) (SCHUENCK, 2008); Amostras de neonatos/adultos:
2008 (n=14/15), 2009 (6/2), 2010 (10/0), 2013 (0/11), 2014 (0/14).

Fonte: O autor, 2022.
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4.2 Perfis de susceptibilidade e de multirresisténcia aos agentes antimicrobianos

A expressdo de multirresisténcia (MDR) e N&o-MDR pelas 72 amostras de S.
haemolyticus isoladas de hemoculturas avaliada para 12 agentes antimicrobianos pelos

métodos de difusdo em disco e/ou CIM esta apresentada nas no Grafico 2 e Tabelas 4 e 5.

Gréfico 2 — Percentuais de amostras de Staphylococcus. haemolyticus isolados de
hemoculturas no Hospital Universitario Pedro Ernesto expressando

resisténcia aos agentes antimicrobianos testados
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Legenda: Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol (CLO); Clindamicina (DA); Eritromicina (ER); Cefoxitina
(FOX); Gentamicina (GEN); Linezolida (LZD); Moxifloxacina (MXF); Oxacilina (OXA);
Rifampicina (RIF); Teicoplanina (TEI); Vancomicina (VAN)

Fonte: O autor, 2022.

Tabela 4 — Perfis de resisténcia, expressdo de multirresisténcia (MDR) e N&do-MDR de
amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas para 12
agentes antimicrobianos avaliados pelos métodos de difusdo em disco e/ou
concentracdo inibitoria minima (Continua)

Amostras Perfis de Resisténcia

SH-68A, SH-T0A CIP, CLO, DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA, RIF MDR-01
SH-50A, SH-56A, SH-17A CIP, CLO, DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-02
SH-20A CIP, CLO, DA, ER, FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-03

SH-22A CIP, CLO, DA, ER, GEN, LZD, MXF, OXA, TEI MDR-04

SH-48A, SH-45N, SH-28A CIP, DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA, RIF MDR-05
SH-14N CLO, DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA, TEI MDR-06

SH-60A, Ssi:ég{:' SH-51A, CIP, CLO, DA, ER, FOX, GEN, MXF, OXA MDR-07
SH-72A, SH-69A CIP, CLO, DA, ER, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-08
SH-18A, SH-42N CIP, CLO, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-09

SH-24A CIP, CLO, ER, FOX, LZD, MXF, OXA, TEI MDR-10



Tabela 4 — Perfis de resisténcia, expressdo de multirresisténcia (MDR) e Ndo-MDR de
amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas para 12
agentes antimicrobianos avaliados pelos métodos de difusdo em disco e/ou
concentracdo inibitoria minima (Concluséo)

Amostras Perfis de Resisténcia

SH-36A, SH-67A, SH-41N CIP, DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-11
SH-53A CIP, DA, ER, FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-12
SH-15A DA, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-13
SH-54A CIP, CLO, DA, ER, GEN, MXF, OXA MDR-14
SH-03N CIP, CLO, DA, FOX, GEN, MXF, OXA MDR-15
SH-01N, SH-04N, SH-12N CIP, CLO, ER, FOX, GEN, MXF, OXA MDR-16
SH-26A CIP, DA, ER, LZD, MXF, OXA, RIF MDR-17
SH-31N, SH-46N, SH-49A CIP, DA, ER, FOX, GEN, MXF, OXA MDR-18
SH-37A CIP, DAER, FOX, LZD, MXF, OXA MDR-19
SH-57A CIP, DA, ER, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-20
SH-19A CIP, ER, FOX, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-21
SH-59A CIP, DA, ER, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-22
SH-08N CIP, ER, FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-23
SH-07N CLO, ER, FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-24
SH-10N CIP, CLO, FOX, MXF, OXA, RIF MDR-25
SH-65A DA, ER, FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-26
SH-61A CIP, DA, ER, FOX, MXF, OXA MDR-27
SH-35N CIP, DA, FOX, GEN, LZD, MXF MDR-28
SH-71A CIP, ER, FOX, GEN, MXF, OXA MDR-29
SH-02N CIP, ER, FOX, LZD, MXF, OXA MDR-30
SH-13N CLO, DA, ER, GEN, MXF, OXA MDR-31
SH-25A DA, ER, GEN, MXF, OXA, TEI MDR-32
SH-23A DA, ER, GEN, LZD, MXF, OXA MDR-33
SH-38N CIP, ER, FOX, GEN, MXF MDR-34
SH-16A CIP, ER, FOX, LZD, MXF MDR-35
SH-52A CIP, ER, GEN, MXF, OXA MDR-36
SH-09N, SH-11N CLO, ER, FOX, MXF, OXA MDR-37
SH-47N CLO, DA, FOX, MXF, OXA MDR-39
SH-33N DA, ER, MXF, OXA, RIF MDR-40
SH-43N FOX, GEN, MXF, OXA, RIF MDR-41
SH-62A CIP, ER, MXF, OXA, MDR-42
SH-64A CIP, ER, OXA, TEI MDR-43
SH-29A CIP, FOX, LZD, MXF, MDR-44
SH-32N CIP, FOX, MXF, OXA MDR-45
SH-06N CLO, ER, MXF, OXA MDR-46
SH-63A ER, LZD, MXF, OXA MDR-47
SH-39N FOX, GEN, MXF, OXA MDR-48
SH-44N CIP, FOX, MXF, RIF MDR-49
SH-05N CIP, FOX, MXF, OXA MDR-50
SH-30N CIP, GEN, MXF, OXA MDR-51
SH-27A LZD, MXF, OXA MDR-52
SH-40N MXF, OXA Nao-MDR
SH-21A, SH-58A ER, OXA Ndo-MDR

Legenda: Ciprofloxacina (CIP); Cloranfenicol (CLO); Clindamicina (DA); Eritromicina (ER); Cefoxitina
(FOX); Gentamicina (GEN); Linezolida (LZD); Moxifloxacina (MXF); Oxacilina (OXA);
Rifampicina (RIF); Teicoplanina (TEI); ndo multirresistente (Ndo-MDR).

Fonte: O autor, 2022.
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A resisténcia a oxacilina foi observada para a maioria das amostras de S. haemolyticus
independente dos ensaios realizados: concentra¢des inibitorias minimas e disco — difuséo
(Tabelas 4 e 5).

As amostras que apresentaram resultados intermediarios foram consideradas como
sensiveis com aumento de exposi¢do aos agentes antimicrobianos testados. Cinco amostras
(SH-01N, SH-17A, SH-19A, SH-23A, SH-24A).

A resisténcia a moxifloxacina foi observada em mais de 95% das amostras, seguido de
oxacilina, eritromicina e cefoxitina, sendo 93%; 81,9% e 75%, respectivamente. Mais de 60%
das cepas foram consideradas resistentes a ciprofloxacina e a gentamicina. Aproximadamente
50% das amostras foram clindamicina-resistentes, enquanto a resisténcia aos antimicrobianos
cloranfenicol, rifampicina e teicoplanina, foram observadas em 41,6%, 25% e 6,94%% das
amostras, respectivamente.

Dentre as 72 amostras de S. haemolyticus analisadas, as cepas SH-68A e SH-70A,
expressaram resisténcia ao maior numero de agentes antimicrobianos, apresentando
resisténcia a dez dos doze antimicrobianos testados (Tabela 4).

Quando avaliado os perfis de multirresisténcia (MDR) das amostras, apenas as cepas
SH-21A, SH-40N e SH-58A foram consideradas como ndo-MDR. A maioria das amostras
MDR e ndo-MDR apresentaram perfis heterogéneos de resisténcia aos agentes
antimicrobianos testados (Tabela 4). Dentre diferentes 52 perfis MDR expressos pelas
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas, os perfis MDR - 01, 02, 05, 07, 08, 09,

11, 16, 18 e 37 foram observados em mais de uma amostra.

Tabela 5 - ConcentragcBes Inibitéria Minima (CIM) dos agentes
antimicrobianos oxacilina, teicoplanina e vancomicina
apresentados para as amostras de Staphylococcus
haemolyticus isoladas de hemoculturas (Continua)

CIM (ug/ml)
Amostras OXA  TEI VAN
SH-24A 512(R) 64 (R) 8 (I)
SH-25A 512 (R) 64 (R) 4(S)
SH-14N, SH-22A 512 (R) 32 (R) 4(S)
SH-15A 512(R) 32 (R) 2(S)
SH-65A, SH-58A 512 (R) 16 (I) 4(S)
SH-02N 512 (R) 16 (1) 2(S)
SH-17A, SH-19A 512(R) 8 (S) 8 (I)
§I7-|A3ON, SH-18A, SH-67A, SH68A, SH- (1) o o) 49
SH-33N, SH-34N 512(R)  8(S) 2(S)

SH-55A 512 (R)  8(S) 0,5 (S)
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Tabela 5 — Concentragdes Inibitéria Minima (CIM) dos agentes
antimicrobianos oxacilina, teicoplanina e vancomicina
apresentados para as amostras de Staphylococcus
haemolyticus isoladas de hemoculturas (Conclusao)

CIM (pg/ml)

Amostras OXA  TEI VAN
SH-08N, SH-09N. SH-10N, SH-12N, SH-

13N, SH-32N. SH-50A, SH-26A 812(R)  4(9) 4()
gI;AO3N, SH-04N, SH-LIN, SH-48A, SH- ¢\ o 4 ) 2(9)
SH-31N, SH-20A 512(R) 2 (S) 4(S)
SH-05N 512(R)  1(S) 4(S)
SH-01N 512(R) 05(S)  8(l)
SH-45N 256 (R) 16 (1) 2(S)
SH-47N, SH-52A. SH-51A 256 (R) 8 (S) 4(S)
SH-66A 256 (R) 8 (S) 2(S)
SH-56A 256 (R)  4(S) 1(S)
SH-71A 128(R) 16 (I) 1(S)
SH-54A 128(R)  8(S) 4(S)
SH-06N 128(R) 8(S) 2(S)
SH-60A 128(R) 8(S) 1(S)
SH-39N, SH-40N, SH-53A 128(R)  4(S) 4(S)
SH-70A 128(R) 4(S) 2(3)
SH-72A 128(R) 4(S)  05(S)
SH-50A, SH-28A 64(R) 16 (1) 4(S)
SH-27A 64(R) 16 (I) 1(S)
SH-64A 2R 3R2R) 45
SH-69A 322(R) 16 (I) 4(S)
SH-49A, SH-57A 2(R)  8(S) 2(S)
SH-61A 32(R)  8(S)  05(S)
SH-62A 2(R)  4(S) 2 ()
SH-63A 16(R)  4(S) 4(S)
SH-41N 4(R) 16 (I) 4(S)
SH-46N 4R)  8(S) 2(3)
SH-07N 4(R)  4(S) 4(S)
SH-23A 2R)  16()  16()
SH-21A 2(R)  4(S) 2 ()
SH-42N 1(R) 16 (I) 2 ()
SH-43N 1(R)  4(S) 4(S)
SH-35N 0,25(S) 16 (1) 4(S)
SH-44N, SH-16A 0.25(S) 4 (S) 4(S)
SH-38N 0.25(S) 4(S) 2(S)
SH-20A 0.25(S) 2(S) 2 ()

Legenda: Concentragdo inibitéria minima (CIM); oxacilina (OXA); vancomicina (VAN);
teicoplanina (TEIl); intermediario (1); resistente (R); sensivel (S).
Fonte: O autor, 2022.
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4.3 Perfis de susceptibilidade a oxacilina e deteccao do gene mecA

Embora a resisténcia a oxacilina tenha sido observada na maioria das 72 amostras de
S. haemolyticus (94,4%) e no decorrer de todos o0s anos estudados (2008-2014), a presenca do
gene mecA foi detectada em apenas 54,1% (n=39) das amostras. Interessantemente, 27
amostras oxacilina-resistentes ndo apresentaram o gene mecA (Gréafico 3 e Tabela 6). As
amostras de S. haemolyticus oxacilina-resistentes apresentaram resultados similares tanto pelo

método de CIM quanto de disco-difuséo.

Grafico 3 — Numero de amostras de Staphylococcus haemolitycus obtidas de
hemoculturas expressando resisténcia a oxacilina e apresentando o gene
mecA, obtidas de pacientes internados no HUPE em diferentes anos
(2008-2014)

70
60
50
40
30 ® Resisténcia a OXA

20 - ® Presenca do gene mecA
10 -

Fonte: O autor, 2022.
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Tabela 6 — Concentrac@es Inibitéria Minima (CIM) a oxacilina e presenca do gene mecA em
amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas

Perfil de Detecgdo
Ano Amostra susceptibilidade do gene
a oxacilina mecA

SH-01IN, SH-02N, SH-03N, SH-
04N, SH-05N, SH-06N, SH-07N,
SH-08N, SH-09N, SH-10N, SH-
11N, SH-12N, SH-13N, SH-14N
2008 SH-15A, SH-17A, SH-18A, SH-
19A, SH-20A, SH-21A, SH-22A,
SH-23A, SH-24A, SH-25A, SH-
26A, SH-27A, SH-28A
SH-16A, SH-29A
SH-30N, SH-31N, SH-32N, SH-
33N, SH-34N
SH-36A, SH-37A
SH-35N
SH-43N, SH-45N, SH-46N, SH-
47N
2010 SH-39N, SH-40N, SH-41N, SH-
42N
SH-38N, SH-44N S -
SH-48A, SH-49A, SH-51A, SH-
53A, SH-55A, SH-56A, SH-57A
SH-50A, SH-52A, SH-54A, SH-
58A
SH-59A, SH-60A, SH-64A, SH-
65A, SH-66A, SH-67A, SH-69A, R +
2014 SH-70A, SH-72A
SH-61A, SH-62A, SH-63A, SH-
68A, SH-71A
Legenda: resistente (R); sensivel (S); positivo (+); negativo (-).
Fonte: O autor, 2022.

X

2009

O »nxoW IV O»

)

2013

Apesar de expressarem perfis MDR variados, cinco amostras de S. haemolyticus
isoladas de hemoculturas foram oxacilina-sensiveis (gene mecA-negativas): trés amostras
isoladas de neonatos (SH-35N, SH-38N, SH-44N) e duas de adultos (SH-16A, SH-29A).
Entretanto, as cinco amostras (SH-16A, SH-29A, SH-35N, SH-38N e SH-44N) apresentaram
resisténcia aos antimicrobianos, ciprofloxacina, cefoxitina e moxifloxacina, além de
eritromicina (n=2), gentamicina (n=2), rifampicina (n=1), teicoplanina (n=1), clindamicina
(n=1) e linezolida (n=3) (Tabela 4).
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4.4 Heterogeneidade na producdo de biofilme em superficies abidticas, slime no meio
Vermelho do Congo e da presenca de genes de viruléncia

Os resultados dos ensaios relacionados a producdo de slime no meio Vermelho do
Congo, a presenca de genes que codificam adesinas e/ou autolisina e formacao de biofilme em
superficies abioticas foram apresentados na Figura 2 e na Tabela 7.

Os resultados da expressdao de produgdo de slime pelo método do CRA das 72
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas, 69,4% (n=50) foram positivas,
incluindo duas amostras ndo-MDR (SH-40N, SH-58A).

As amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas (n=72) apresentaram
variagbes na presenca dos genes, principalmente icaA e aap que codificam a adesina
polissacaridica intercelular (PIA) e a proteina Aap associada a aderéncia intercelular e
acumulo bacteriano, respectivamente.

Para todas as 22 amostras ndo produtoras de slime foi detectado o gene atl, codificador
de autolisinas, que apresentam a capacidade de interagir com proteinas plasmaticas. Destas, 0
gene fbp que codifica a proteina ligadora de fibrinogénio (PLF) foi demonstrado em 21
amostras, exceto na amostra isolada de neonato SH-34N. Cinco amostras de S. haemolyticus
nédo produtoras de slime apresentaram os quatro genes atl, fbp, aap e icaA.

Interessantemente, a auséncia concomitante dos genes atl, fbp, aap e icaA s6 foi
detectada em uma amostra produtora de slime de S. haemolyticus isolada de hemocultura
adulto (SH-67A) expressando perfil MDR, oxacilina-resistente, gene mecA-positiva e

fortemente produtora de biofilme no vidro e no poliestireno.
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Figura 2 — Representacdo ilustrativa de matriz exopolissacaridea (slime) em meio
Vermelho do Congo de amostras de S. haemolyticus isoladas de

hemoculturas

Legenda: slime-negativa (SH-09N) apresentando coldnias vermelhas (A); sli}r;e—positiva (SH-68A) que
exibiu colénias de cor enegrecida (B).
Fonte: O autor, 2022.

Os resultados da anélise qualitativa e semi-quantitativa da formacao de biofilme em
superficies abioticas do vidro (hidrofilica) e do poliestireno (hidrofébica) das amostras de S.
haemolyticus isoladas de hemoculturas (n=72) foram demonstrados na Tabela 7.

A capacidade de aderéncia e producdo de biofilme em superficies abiéticas foi
observada em todas as amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas, expressando
perfis MDR diversos e Ndo-MDR, oxacilina-resistentes e sensiveis (gene mecA-positivas e
negativas). Entretanto, foi demonstrada heterogeneidade na producdo de biofilme nas
superficies abidticas entre as amostras de uma Unica espécie de S. haemolyticus, isoladas do
mesmo tipo de espécime clinico (hemocultura) de pacientes internados em uma unidade
hospitalar.

A maioria das amostras (63,8%) de S. haemolyticus apresentaram atividades de
aderéncia e de formacdo de biofilme na superficie hidrofilica do vidro em intensidades
variadas: fortemente (n= 41), moderadamente (n=5), fracamente (n=23) e ndo aderentes
(n=3). Celulas bacterianas sésseis mantiveram-se aderidas e vidveis nas laterais dos tubos de
vidro, demonstrando a formac&o de biofilme pelas 46 amostras de S. haemolyticus capazes de
aderir fortemente e moderadamente na superficie abi6tica hidrofilica.

A producéo de slime no meio vermelho do Congo néo foi observada em todas as 46

amostras formadoras (fortemente e moderadamente) de biofilme na superficie do vidro. Os
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genes icaA, aap, atl e fop também foram encontrados em padrdes variados de combinacdes
para essas amostras.

S. haemolyticus também foi capaz de formar biofilme em superficie hidrofébica de
poliestireno, porém em menor intensidade: fortemente (n=6), moderadamente (n=42),
fracamente (n=11) e ndo aderentes (n=7).

As seis amostras de S. haemolyticus (SH-48A, SH-49A, SH-58A, SH-60A, SH-66A,
SH-71A) isoladas de hemoculturas que aderiram fortemente a superficie de poliestireno
também produziram slime no meio vermelho do Congo, e 0s genes aap, atl e fbp, foram
encontrados nessas amostras. Interessantemente, as amostras SH-48A, SH-58A, SH-60A, SH-
66A, SH-71A também aderiram fortemente a superficie hidrofilica do vidro.

Os dados indicaram que a producdo de slime no meio vermelho do Congo pelas
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas foram independentes da presenca dos
genes icaA, aap, atl e fbp, uma vez que as amostras apresentaram todos oS genes e néo
produziram slime: SH-07N, SH-16A, SH-19A, SH-23A, SH-35N, SH-50A, SH-55A, SH-
62A, SH-64A.

Os genes icaA, aap, atl e fbp também foram encontrados em padrdes variados nas
amostras de S. haemolyticus fortemente, moderadamente, fracamente e/ou ndo aderentes ao
vidro e poliestireno.

Os resultados apresentados (Tabela 7) demonstraram que 86% das amostras isoladas
de hemocultura e identificadas como S. haemolyticus foram capazes de produzir biofilme na
superficie hidrofobica de poliestireno em intensidades variadas, independente da presenca do
gene mecA, producdo de slime e expressdo de perfis de susceptibilidade aos agentes

antimicrobianos.



Tabela 7 — Heterogeneidade na producdo de biofilme em superficies abidticas, slime no
meio Vermelho do Congo e da presenca de genes relacionados com as
propriedades adesivas e a formacdo de biofilme de amostras de

Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas (Continua)

Amostras Biofilme em superficie Genes Producéo
Vidro  Poliestireno icaA aap atl fbp deslime
SH-48A, SH-
60A, SH-71A, | (+++) (+++) + + + + +
SH-58A
SH-66A I (+++) (+++4) - + + + +
ggl A?]éﬁ’-ggl A | (+++) (++) + + + + +
g; A?ZNH’E; A | (+++) (++) + + + + -
SH-10N | (+++) (++) + - + - +
SH-43N, SH-
22A, SH-68A, | (+++) (++) - + + + +
SH-52A
SH-41N, SH-42N | (+++) (++) - + + + -
SH-14N, SH-
18A, SH28A | (FF) (++) - - vt *
SH-33N, SH-47N | (+++) (++) - - + + -
SH-67A | (++4) (++) - - - - +
SH-37A, SH-72A | (+++) (+) + + + + +
SH-64A | (+++) (+) + + + + -
SH-25A | (+++) (+) + - + + +
SH-20A | (+++) (+) + - + + _
SH-51A | (+++) (+) - + + + +
SH-59A, SH-
63A SH-70A | (FF) (+) - -t *
SH-26A | (+++) ) + + + + +
IS w0 e e e e
SH-24A | (+++) (-) - - + + +
SH-17A | (+++) (-) - - + + -
SH-34N | (+++) ) - - + - -
SH-27A I (++) (++) + + + + +
SH-21A Il (++) (++) - - + + -
SH-36A I (++) (+) + - + + +
SH-29A I (++) (+) - + + + +
SH-15A I (++) (+) - - + + +
SH-49A i (+) (+++) + + + + +
SH-01N, SH-2,
SH-03N, SH-
04N, SH-05N, i (+) (++) + + + + +

SH-06N, SH-08N
SH-07N 1l (+) (+4) + o+ -
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Tabela 7— Heterogeneidade na producdo de biofilme em superficies abioticas, slime no
meio Vermelho do Congo e da presenca de genes relacionados com as
propriedades adesivas e a formacdo de biofilme de amostras de

Staphylococcus haemolyticus isoladas de hemoculturas (Concluséao)

Biofilme em superficie

Amostra de Genes Pdrodlggao
Vidro  Poliestireno icaA aap atl fbp € slime
SH-11N, SH-
I R
39N, SH-40N
SH-09N 1 (+) (++) + - + + -
SH-56A 1 (+) (++) - + + + }
T B R
SH-50A i (+) (+) + + + + -
SH-54A I (+) ) + + + + +
SH-57A I (+) ) + - + + -
SH-53A i (+) ) - - + + -
SH-31N Vv (-) (++) + - + + .
SH-32N IV (-) (++) - - + + +
SH-44N IV () (++) - - + -

Legenda: Aderéncia ao vidro - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre 0 meio
de cultura e o ar [fortemente aderente/l (+++)]; bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro
[moderadamente aderente /11 (++)]; bactérias formando um anel na interface entre o0 meio de
cultura e o ar [fracamente aderente/Ill (+)]; auséncia de bactérias aderidas [ndo aderente/IV (-
)]. Ensaios de aderéncia ao poliestireno - ndo aderente (-); fracamente aderente (+);
moderadamente aderente (++); fortemente aderente (+++). Detec¢do de genes e producdo de
slime no meio Vermelho do Congo - negativo (-); positivo (+).

Fonte: O autor, 2022.

4.5 Andlise quantitativa e estrutural de biofilme do S. haemolyticus em pericardio

bovino

Amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas de neonato e de adulto foram
capazes de produzir biofilme na superficie de bioimplantes (patches) de pericardio bovino.
Diferentes intensidades de biofilme maduro (24h) foram produzidas pelas amostras de S.
haemolyticus nos bioimplantes de pericardio bovino. A cepa SH-09N (8,3 x 10® UFC/ml)
isolada de neonato apresentou maior capacidade de producdo de biofilme do que a cepa SH-
68A (6,7 x 108 UFC/ml) isolada de adulto.
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As anélises demonstradas por MEV da producao de biofilme apds 24 horas de cultivo
na superficie interna de bioimplantes (patches) de pericardio bovino realizados com duas
amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas foram apresentados na Figura 3. As
amostras analisadas apresentaram de células bacterianas sésseis, autoagregativas e capazes de
aderir as fibras de colagenos localizados na superficie e mais internamente no biomaterial. A
amostra S. haemolyticus SH-09N isolada de hemocultura de neonato foi capaz de interagir
com as fibras de colageno, disseminar pelo biomaterial e formar biofilme apds 24 horas na
membrana de pericardio bovino. Agregados de formas sésseis das células bacterianas foram
observados aderidos nas fibras de colageno, incluindo canais que funcionam de sistema de
troca de nutrientes, oxigénio e agua (hollow voids) presentes em biofilmes maduros. A
amostra S. haemolyticus SH-68A isolada de hemocultura de adulto apresentou menor numero
de células bacterianas isoladas ou agrupadas em pequenos grumos aderidas ao longo das
fibras de colageno.

Os biofilmes formados nas fibras de colageno de membranas de pericardio bovino
pelas duas amostras de S. haemolyticus (SH-09N e SH-68A) ndo produziram matriz
extracelular no biomaterial.

Interessantemente, a amostra S. haemolyticus SH-O9N isolada de neonato, MDR,
oxacilina-resistente e gene mecA-positiva, também apresentou o0s genes de aderéncia icaA, atl
e fbp, mas ndo o gene aap que codifica a proteina associada ao acimulo, além de ndo produzir
slime em agar vermelho do Congo. Entretanto, expressou intensa habilidade de producdo de
biofilmes nas superficies abidticas (poliestireno e vidro) e no biomaterial testado (pericardio
bovino). A amostra S. haemolyticus MDR SH-68A isolada de adulto, oxacilina-resistente e
gene mecA-negativa, apresentou 0s genes aap, atl e fbp, mas ndo o gene icaA, produziu slime
no agar vermelho do Congo, expressou intensa habilidade de producdo de biofilmes nas
superficies abioticas (poliestireno e vidro), porém produziu biofilme em menor intensidade no

pericardio bovino.
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Figura 3 — Microscopia eletronica de varredura (MEV) da superficie interna de membrana
(patch) do pericardio bovino interagindo com amostras MDR de Staphylococcus

haemolyticus

A

Legenda: A, B — Controle negativo (superficie estéril do biomaterial): demonstrando a disposicdo
das fibras de colageno na membrana de pericardio bovino; C, D — S. haemolyticus (cepa
SH-09N) isolada de hemocultura de neonato formando um biofilme estruturado na
superficie do pericardio bovino; E, F — S. haemolyticus (cepa SH-68A) isolada de
hemocultura de adulto formando col6nias separadas.
Fonte: O autor, 2022.
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5 DISCUSSAO

Staphylococcus spp. sdo considerados 0s agentes etioldégicos mais frequentes em casos
de IRAS no Brasil e no mundo. A sua versatilidade em adquirir genes de viruléncia e de
resisténcia lIhes confere notéria habilidade para desenvolver diferentes quadros infecciosos
(ELTWISY et al. 2022).

SCNs sdo considerados micro-organismos comensais da pele, que podem colonizar
diferentes regides do corpo ao longo da vida. Sendo as espécies: S. epidermidis e S.
haemolyticus as mais frequentemente isoladas e associadas a infecgdes graves (ELTWISY et
al., 2022; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2022; SUED-KARAM, PEREIRA-RIBEIRO, 2022).

No presente estudo foi documentada a presenca de S. haemolyticus frequentemente
relacionadas as IRAS em neonatos internados na UTI neonatal e de pacientes adultos
internados em diversos setores de um hospital universitéario localizado na regido metropolitana
do Rio de Janeiro. S. haemolyticus foram associados com quadros de infeccGes nosocomiais
em pacientes que faziam uso de cateter.

S. haemolyticus é relatado como o segundo SCNs mais frequentemente relacionado a
infeccbes nosocomiais, especialmente em infecgbes hematogénicas, sendo considerado um
patbgeno emergente (AHMED, 2019; ARGEMI et al. 2019; PANDA, SINGH, 2018;
PEREIRA et al. 2014; PEREIRA-RIBEIRO et al. 2019). A caracterizacdo genémica de cepas
de S. haemolyticus resistentes a oxacilina isoladas de unidades hospitalares no Brasil
demonstram uma grande diversidade genética e a disseminacdo de algumas cepas entre 0s
hospitais (NUNES et al., 2007). Segundo diversos autores, S. haemolyticus tem sido
responsaveis por 5-38% dos casos de infeccdes causadas por SCNs (BARROS et al., 2015;
PEREIRA-RIBEIRO et al, 2019; RODRIGEZ-ARANDA et al., 2009).

Ate pouco tempo atras, muitos laboratorios clinicos ndo realizavam a identificacdo dos
SCNs até a categoria de espécie, porém, devido ao crescente envolvimento com bacteremias,
especialmente em neonatos, individuos imunocomprometidos e pacientes com a utilizagéo de
cateteres e proteses, essa conduta foi alterada. Sendo o MALDI-TOF um método importante
para identificacdo de bactérias, esta abordagem baseia-se na comparacao do espectro de massa
de um micro-organismo desconhecido com o0s espectros conhecidos de micro-organismos
armazenados em base de dados (KORNIENKO et al., 2016; PEREIRA-RIBEIRO et al.,
2019). Em nosso estudo, observamos a eficAcia do método MALDI-TOF MS para
identificacdo de S. haemolyticus em comparagéo ao mPCR.
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S. haemolyticus € um importante agente etiologico de infecgdes adquiridas em
ambiente hospitalar, especialmente em UTI adulto e neonatal (PEREIRA-RIBEIRO et al.,
2022). Ao decorrer dos anos, vem aumentando o relato de infec¢cBes nosocomiais relacionadas
a S. haemolyticus com perfil de multirresisténcia, principalmente associados a bacteremias
(ELTWISY et al., 2022). Segundo nossos dados, 69 cepas (n=72) estudadas apresentaram um
perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos.

A oxacilina é um antimicrobiano comumente utilizado para o tratamento de infeccbes
por estafilococos produtores de penicilinases. Segundo CLSI 2021, a resisténcia a meticilina
para Staphylococcus spp. pode ser analisada através do perfil de sensibilidade a oxacilina
pelo teste de CIM. O estudo demostrou que 67 das 72 amostras apresentaram um perfil de
resisténcia a oxacilina e 5 amostras sensiveis apresentaram resisténcia a cefoxitina, o que
também é um indicativo da presenca de resisténcia a meticilina.

A resisténcia a meticilina em Staphylococcus spp. € bem conhecida e est4 associada,
namaioria das vezes, com a expressao de uma proteina ligadora de penicilina modificada,
PBP2a, que é codificada pelo gene mecA. Apesar das altas frequéncias de S. haemolyticus
multirresistentes, ndo se sabe se 0 mecanismo preferencial de disseminacdo de resisténcia a
meticilina nesta espécie é através da transferéncia horizontal de SCCmec ou a disseminacdo
de clones de S. haemolyticus, pois o papel desta espécie na evolucdo do SCCmec é
desconhecido (BARROS et al.,, 2015; CZEKAJ, CISZEWSKI, SZEWCZYK, 2015;
ELTWISY, 2022; MANOHARAN et al., 2020; PEREIRA et al., 2014; PEREIRA-RIBEIRO
et al., 2019; SUED et al., 2017; SZCZUKA, 2016). Contudo, a detec¢do do gene mecA foi
observada em 59% dos isolados que apresentaram resisténcia a oxacilina, sugerindo que o
mecanismo de resisténcia expresso pelas amostras estudadas ndo esta associado totalmente ao
gene e sugere também que esse mecanismo seria frequente dentre os clones oriundos dessa
unidade hospitalar.

Terapias com agentes antimicrobianos em infec¢des relacionadas a MRSH sdo
limitadas. Visto a plasticidade génica dessa espécie e a capacidade de adquirir genes de outras
espécies, 0 uso de vancomicina e daptomicina ndo é considerado boa opgdo terapéutica,
devido aos mecanismos de resisténcia serem frequentemente encontrados em outros géneros
no ambiente hospitalar, o que pode acelerar o processo de captacéo e formacéo de cepas de S.
haemolyticus mais resistentes, logo, novas classes de antimicrobianos como a linezolida
podem ser uma alternativa para tratamentos futuros (AHMED et al.,, 2019; BRYCE,
DOOCEY, HANDY, 2021).
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No Brasil o uso da vancomicina é comum como terapia alternativa (BRYCE,
DOOCEY, HANDY, 2021), onde o tratamento prévio com meticilina ndo reduz o quadro de
bacteremia do paciente. Neste estudo, 5 amostras (SH-01N, SH-17A, SH-19A, SH-23A e SH-
24A) apresentaram um perfil de intermediario a vancomicina.

Em contrapartida, a linezolida apresentou um perfil de resisténcia em 38,8% das cepas
analisadas. A resisténcia a linezolida j& foi reportada em cepas dessa espécie, associada a
presenca e expressdo do gene cfr, mesmo sendo considerada uma classe nova de
antimicrobiano, pouco utilizado em terapias convencionais, mecanismos de resisténcia a ela ja
podem estar disseminados nos ambientes nosocomiais, 0 que pode agravar ainda mais as
perspectivas futuras para novas terapias antimicrobianas em cepas MDR (MATLANI et al.,
2016; VIJAYAN et al., 2019).

Os perfis de resisténcia a ciprofloxacina, cloranfenicol, clindamicina, eritromicina,
cefoxitina, gentamicina, moxifloxacina, rifanpicina e teicoplanina apresentaram distribuicdo
variada, sendo o moxifloxacina o antimicrobiano que apresentou mais de 95% das cepas
resistentes. A presenca da resisténcia em diferentes classes de antimicrobianos pode ser
reflexo do uso indiscriminado desses medicamentos no ambiente hospitalar (PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2022). Apesar do perfil de multirresisténcia esta cada vez mais frequente nas
amostras de S. haemolyticus isoladas de ambiente nosocomial, um dos determinantes fatores
de viruléncia desta espécie é a capacidade de colonizar e formar biofilmes em diferentes
superficies abioticas, principalmente em dispositivos médicos, como cateteres e proteses
(ELTWISY et al., 2022; OLIVEIRA et al., 2022; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2022).

Nos ultimos anos, S. haemolyticus emergiu como um importante patégeno
nosocomial, especialmente em pacientes imunocomprometidos, devido a facilidade na
incorporacdo de diferentes genes de resisténcia aos antimicrobianos, favorecidos pelo meio de
biofilme na troca de material genético. Este fator de viruléncia tem sido considerado um dos
riscos mais significativos para os pacientes. A dificuldade de um tratamento clinico para
infeccOes associadas a biofilmes tem conseqliéncias diretas e indiretas (hospitalizacdo mais
longa, custo de antimicrobianos e medicamentos complementares e procedimentos de
diagnostico) sobre o desfecho e qualidade de vida do paciente (PEREIRA-RIBEIRO et al.,
2022).

A formacéo de biofilme ¢é descrita como um processo multifatorial e de varias etapas
com, ou sem, a produgdo de substancias poliméricas extracelulares (CROES et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2021; SILVA-SANTANA et al., 2021). A capacidade de formacdo de

biofilme em superficies abioticas e bidticas pode atuar como um fator de viruléncia
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significativo que também contribui para a resposta a condi¢des nocivas e ambientais,
incluindo exposicdo a agentes antimicrobianos e/ou resposta imune do hospedeiro. Varios
estudos tém investigado comunidades de superficie e mecanismos de resisténcia do biofilme,
visto que, a formacdo de biofilme tem sido relacionada ao aumento da expressdo de
resisténcia a antimicrobianos por isolados clinicos, devido a aquisicdo de resisténcia adicional
as condicBes ambientais (MARTINS, DALL’AGNOL, 2016; PEREIRA-RIBEIRO et al.,
2019; SILVA-SANTANA, 2021).

Superficies abioticas contendo particulas de vidro e poliestireno sdo inimeras, ainda
mais em dispositivos médicos, como préteses e materiais utilizados em procedimentos
cirirgicos (ARONSON, HENEGHAN, FERNER, 2020). A capacidade de cepas de S.
haemolitycus colonizar superficies abidticas de natureza vitrea e polimérica tornam esse
micro-organismo ainda mais relevante, quando sdo relacionados a potenciais patdgenos
envolvidos em infecgbes nosocomiais (PEREIRA-RIBEIRO et al.,, 2022). A literatura
demonstra a capacidade de producdo de biofilme por cepas de S. haemolitycus em superficies
vitreas, com ou sem a presenca de antimicrobianos no meio de cultura estudado (KARAM,
2018; PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED et al., 2017), indicando a capacidade de
aderéncia e formacdo de biofilme em superficies diversas por esse patdgeno. Quando
analisado quanto a capacidade de formacéo de biofilme em vidro, mais de 50% das amostras
estudadas, isoladas de hemoculturas de neonatos e adultos, apresentaram intensa formacao de
biofilme, com bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro de ensaio e na interface entre o
meio de cultura e o ar, corroborando com dados publicados na literatura.

Polimeros sdo compostos empregados formadores de dispositivos como cateteres e
sondas profundas, presentes em ambiente hospitalar, ou em alguns tipos de tratamentos, como
na quimioterapia. A capacidade de aderéncia, colonizacdo e formacdo de biofilme em
superficies dessa natureza, tornam o micro-organismo mais patogénico (PEREIRA, 2012).
Das cepas analisadas, apenas as amostras SH-48A, SH-49A, SH-58A, SH-60A, SH-66A e
SH-71A foram fortemente aderentes a superficie de poliestireno, sendo a maioria das
amostras (59,7%) moderadamente aderente a esta superficie. Em diferentes casos, as
infeccbes relacionadas a presenca de biofilme em dispositivos médicos muitas vezes s
podem ser tratadas com a remocao do dispositivo, aumentando assim o trauma para o paciente
e o0 custo do tratamento (ELTWISY et al., 2022). Mesmo ndo apresentando um percentual
elevado de amostras altamente aderentes, o monitoramento e cuidado preventivo a

colonizagdo por S. haemolitycus devem ser preconizados.
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A avaliagdo da produgéo de slime em meio Agar vermelho do Congo (CRA), através
de técnicas laboratoriais, € um método auxiliar, capaz de detectar a producéo de slime, capsula
de natureza polissacaridica, atraves da analise visual da coloracdo das coldnias que cresceram
no meio de cultura. Sendo, a observacdo de colénias vermelhas para cepas ndo produtoras de
slime (negativas) e enegrecidas para cepas produtoras de slime (positivas) (KAISER et al.,
2013). Diferentes trabalhos demonstram a capacidade dos SCNs de produzir substancia
extracelular de origem polissacaridica em superficies bioticas e abioticas, influenciando no
comportamento e colonizacéo das cepas sobre essas superficies e na interacdo com o ambiente
externo, incluindo a resisténcia aos antimicrobianos (MARTINI et al., 2016; PEREIRA-
RIBEIRO et al., 2022; SILVA-SANTANA et al. 2021; VUONG, OTTO, 2002). Das 72
amostras analisadas, 49 demonstraram resposta positiva a producdo de slime, apresentando
uma grande variabilidade de perfis de formacdo de biofilme sobre as superficies de vidro e
poliestireno, sugerindo que a producdo pode ndo estar diretamente relacionada com a
habilidade de aderirem e formar biofilme nas superficies hidrofilica do vidro e hidrofébica de
poliestireno, uma vez que amostras slime-negativas (ex: SH-35N, SH-55A, SH-62A)
produziram biofilmes em ambos os substratos abioticos.

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que diferentes
clones de S. haemolyticus isolados de hemocultura de neonatos e adultos com infeccdo de
corrente sanguinea relacionada a cateter expressaram a capacidade de formacdo de biofilme
independente da presenca do gene icaA. A capacidade de formacdo de biofilme em
superficies abidticas por cepas de S. haemolyticus ndo foi inibida na presenca de diferentes
agentes antimicrobianos, como vancomicina, linezolida, oxacilina, moxifloxacina,
rifampicina, teicoplanina e tigeciclina (PEREIRA-RIBEIRO et al., 2019; SUED et al., 2017).

Sendo a aderéncia bacteriana a uma superficie a primeira etapa para a formacdo do
biofilme, a investigacdo dos tipos e quantidades de proteinas ligadas a essa atividade torna-se
de importancia para o estudo da capacidade de colonizacdo e patogenicidade microbiana. Nos
Staphylococcus spp. essas proteinas sdo associadas a presenca de genes como o atl, fbp, esses
genes codificam proteinas de autolisinas e proteina ligadora de fibrinogénio, respectivamente,
que expressas na superficie bacteriana favorecem a ligacdo em superficies de matrizes
bidticas e abioticas, presentes em instrumentos e dispositivos medicos e em ceélulas do
hospedeiro (ELTWISY et al, 2020; LAVERTY, GORMAN, GILMORE, 2014,
LAZZAROTTO, 2010; LEMBRE, VENDRELY, DI MARTINO, 2014).

Em Staphylococcus spp. a capacidade de formagdo do biofilme estd associada a

presenca do operon icaADBC, que codificam as principais proteinas envolvidas na mediacao
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entre a aderéncia intercelular de bactérias e a acumulacdo de multicamadas de biofilme e a
adesina polissacaridica capsular, que oferece protecdo contra a resposta imune do hospedeiro,
além de ser responsavel pelo processo de fixacdo da bactéria a superficie (LAVERTY,
GORMAN, GILMORE, 2014; WEISSER et al., 2010). Dos 72 isolados estudados, o gene
icaA foi detectado em 58,3% das amostras, sendo que a capacidade de formacéo de biofilme
em superficies como o vidro e poliestireno tiveram resultados variados, indiferente da
presenca do gene, 0 que pode sugerir a existéncia de outra via de formacdo de biofilme nas
superficies que ndo esteja ligado diretamente ao operon.

Os genes atl e fbp foram encontrados simultaneamente em quase todas as amostras
estudadas, com excec¢do das amostras SH-10N e SH-34N que ndo foram detectados o gene
fbp, apenas o atl, e a amostra SH-67A ndo apresentou os genes atl e fbp. As proteinas de
matriz expressas pela traducdo desses genes estdo correlacionadas a regides de colonizacao
tipica dessa espécie que seria a pele e mucosas, que apresentam grande quantidade de
colageno. Também pode ser considerado que dispositivos médicos ou biomateriais envolvidos
por componentes de matriz proteica possam ser colonizados por S. haemolyticus.

Durante as Ultimas décadas, o setor de biomateriais cresceu em desenvolvimento e
disponibilidade. O impacto na melhoria da qualidade de vida é inegéavel e sua contribuicéo
futura deve ser numericamente maior. A membrana de pericardio bovino tem sido
amplamente utilizada em procedimentos cirdrgicos variados, incluindo cirurgia cardiovascular
e toracica, lesdo iatrogénica da tragueia, aumento de ligamentos e tenddes, implantes de
préteses penianas e prolapso de oOrgdos pélvicos e regeneracdo Ossea guiada em
implantodontia (PIRES et al., 1997; COSTA, 2009; COSTA, SILVA, ANDRADE, 2016;
SUED-KARAM et al., 2022).

A baixa taxa de infeccBes ligadas a membrana de pericardio bovino foi relatada
anteriormente. Os autores sugeriram que 0s biomateriais de pericardio bovino podem ser
resistentes a infeccdo e, consequentemente, considerados apropriados para serem usados em
pacientes infectados (COSTA, SILVA, ANDRADE, 2016). No entanto, a infec¢do € sempre
um problema preocupante quando se trata de implantacdo de materiais artificiais. Diferentes
patdgenos possuem a capacidade de interagir, colonizando e formando biofilme sobre este
material, dentre eles o S. haemolyticus que apresenta diferentes genes associados a
colonizagdo de superficies bioticas, como o gene fop (SUED-KARAM et al., 2022).

Ambas as cepas MDR de S. haemolyticus (SH-09N e SH-68A) apresentaram
capacidade de interagir com o biomaterial analisado e formacé&o de biofilme. Curiosamente, a

cepa SH-09N expressou maiores propriedades adesivas, microcolonias de autoagregacdo e



66

capacidade de formacéo de biofilme. A presenca destes achados, associada a alta letalidade de
suas infeccBes relacionadas a dispositivos médicos, como préteses e cateteres, torna esta
espécie um patdégeno emergente e de constante monitoramento, principalmente em ambientes
hospitalares.

Contudo, tanto os mecanismos especificos de resisténcia aos antimicrobianos, como 0s
mecanismos envolvidos na formacdo dos biofilmes, precisam ser considerados para o
desenvolvimento de novas terapias antibacterianas. O reconhecimento de S. haemolyticus
como agente patogénico nosocomial deve estimular pesquisas envolvendo o desenvolvimento
de métodos mais precisos para sua identificacdo e caracterizagdo molecular, bem como o
estudo de seus fatores de viruléncia.
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A partir da pesquisa desenvolvida concluiu-se que:

a)

b)

d)

9)

a identificacdo de todas as amostras de S. haemolyticus pelo método de
MALDI-TOF MS, com scores > 1,700, previamente isoladas e mantidas na
colecdo de cultura, apresentou uma boa eficacia na identificacdo dessa
espécie, quando comparadas com o método molecular de mMPRC,
oferecendo a vantagem de fornecer uma identificacdo fidedigna e
resultados réapidos;

ndo foi possivel a deteccdo fenotipica da resisténcia a oxacilina em algumas
amostras que apresentaram gene mecA negativas, uma possivel explicacéo
seria a hiperproducdo de beta-lactamase ou alteracdo em genes que
codificam outras proteinas de ligacao a penicilina;

diversos perfis de resisténcia (MDR) foram observados dentre as amostras
de S. haemolyticus isoladas de hemocultura, sendo a maioria resistente a
oxacilina e a moxifloxacina. Apenas trés amostras foram classificadas
como nao-MDR;

resisténcia intermediéria & vancomicina foi detectada em algumas amostras
de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas de adultos e neonatos
expressando diferentes perfis MDR,;

os dados indicaram diversidade na capacidade de producédo de biofilme de
S. haemolyticus e o envolvimento de outros fatores bacterianos e/ou
ambientais que participam na expressdo de slime e de producéo de biofilme
por esses patdgenos, independentes dos perfis de resisténcia aos
antimicrobianos;

as amostras de S. haemolyticus isoladas de hemocultura apresentaram
heterogeneidade na producdo de biofilme em superficies abioticas do vidro
e do poliestireno. Algumas amostras foram capazes de aderir fortemente e
produzir biofilme em ambos os substratos hidrofilico (vidro) e hidrofobico
(poliestireno) enquanto outras ndo produziram biofilme no vidro e/ou no
poliestireno;

a producdo de slime no meio Vermelho do Congo foi observada para

algumas (69,4%) amostras de S. haemolyticus, sendo detectadas amostras
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slime-negativas apresentando os genes atl, fbp, aap e icaA e uma amostra
slime-positiva com auséncia desses genes relacionados a aderéncia,
biofilme e viruléncia;

h) embora a maioria das amostras tenha expressado habilidade de aderir e
formar biofilmes nas superficies do vidro e do poliestireno, essas amostras
utilizaram mecanismos multifatoriais e ndo diretamente relacionados com a
presenca dos genes icaA, aap, atl e fop e/ou producéo de slime no meio
vermelho do Congo;

i) S. haemolyticus isolados de hemoculturas apresentam diversidade quanto a
capacidade de formacdo de slime e diferentes niveis de intensidade na
aderéncia e producdo de biofilme em superficies abioticas hidrofilica
(vidro) e hidrofébica (poliestireno). Essas amostras podem ser ica-
independentes além de formarem biofilme independente dos perfis de
resisténcia aos antimicrobianos;

j) amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas de neonato e de
adulto foram capazes de aderir as fibras de colageno e produzir biofilme na
superficie de bioimplantes (patches) de pericardio bovino em diferentes
intensidades, ressaltando a importancia de estudos futuros a fim de
minimizar o risco de coloniza¢cdo microbiana, evitando uma possivel
contaminacdo e infeccdo durante os procedimentos cirdrgicos em pacientes;

k) a capacidade de produzir biofilme e a not6ria multirresisténcia aos agentes
antimicrobianos, incluindo os B-lactdmicos e glicopeptideos, favorece S.

haemolyticus como potencial causador de infeccBes de sitios cirtrgicos.

Os dados relacionados a capacidade de aderéncia e de formacdo de biofilmes em
substratos abioticos e bioticos, incluindo, dispositivos médicos invasivos produzidos por
biomateriais, como membrana de pericardio bovino, enfatizam a natureza multifatorial desses
mecanismos, além de ndo ser possivel correlacionar a resisténcia e a aderéncia em diversas
superficies das amostras testadas de S. haemolyticus. Deste modo, a continuidade da pesquisa
de aspectos multifatoriais da viruléncia de S. haemolyticus, bem como seus fatores de
resisténcia, producdo de biofilme em outras superficies de interesse médico sdo informacgoes

relevantes para um entendimento mais especifico na disseminacao e resisténcia dessa espécie.



69

REFERENCIAS

AHMED, A. et al. Catheter related recurrent blood stream infection caused by linezolid-
resistant, methicillin resistant Sthaphylococcus haemolyticus; an emerging super bug. J. Pak.
Med. Assoc., v. 69, n. 2, p. 261-263, 20109.

ALMEIDA, L. M.; MAMIZUKA, E. M. Staphylococcus epidermidis e outras espécies de
estafilococos coagulase-negativos. Sdo Paulo: Atheneu, 2015. Separata de: TRABULSI, L.
R.; ALTERTHUM, F. Microbiologia. S&o Paulo: Atheneu, 2015.

AL-TAMIMI, M. et al. Methicillin and vancomycin resistance in coagulase-negative
Staphylococci isolated from the nostrils of hospitalized patients. J. infect. Dev. Ctries., v. 14,
n. 1, p. 28-35, 2020.

ARAUJO, L. G. Producdo de biofilme, deteccdo dos genes icaAD, atlE e aap e resisténcia
aos antimicrobianos em cepas de Staphylococcus epidermidis resistentes a meticilina
(MRSE). 2006. Dissertacao (Mestrado Académico em Clinica Médica) - Faculdade Medicina,
Universidade Federal Fluminense, Niteroi, 2006.

ARGEMI, X. et al. Coagulase-negative Staphylococci pathogenomic. Int. J. Mol. Sci., v. 20,
n. 5, p. 1215, 2019.

ARONSON, J. K.; HENEGHAN, C.; FERNER, R. E. Medical divices: definition,
classification, and regulatory implications. Drug Saf., v. 43, n. 2, p. 83-93, 2020.

ASANTE, J. et al. Review of clinically and epidemiologically relevant coagulase-negative
staphylococci in Africa. Microb. Drug. Resist., v. 26, n. 8, p. 951-970, 2020.

BAKTHAVATCHALAM, Y. D. et al. Methicillin susceptible teicoplanin resistant
Staphylococcus haemolyticus from bloodstream infection: Novel mutation in teicoplanin
resistant operon (tcaRAB). Jpn. J. Infect. Dis., v. 70, n. 4, p.458-460, 2017.

BARROS, E. M. et al. Phenotypic and genotypic characterization of biofilm formation in
Staphylococcus haemolyticus. Currt Microbiol., v. 70, n. 6, p. 829-834, 2015.

BECKER, K.; HEILMANN, C.; PETERS, G. Coagulase-negative Staphylococci. Clin.
Microbiol. Rev., v. 27, n. 4, p. 870-926, 2014.

BOUCHAMI, S. et al. Molecular epidemiology resistant to methicillin Staphylococcus
hominis (MRSHo): Low clonality and reservoirs of SCCmec structural elements. PLoS ONE,
V. 6,n.7,e21940, 2011. DOI:10.1371/journal.pone.0021940

BRYCE, A. N.; DOOCEY, R.; HANDY, R. Staphylococcus haemolyticus meningitis and
bacteremia in an allogenic stem cell transplant patient. IDCase, v. 26, e01259, 2021. DOI:
10.1016/j.idcr.2021.e01259



70

CHAIEB, K.; MAHDOUNAI, K.; BAKHROUF, A. Detection of icaA and icaD loci by
polymerase chain reaction and biofilm formation by Staphylococcus epidermidis isolated
from dialysate and needles in a dialysis unit. J. Hosp. Infect., v. 61, n. 3, p. 225-230, 2005.

CHANG, M. R. et al. Surveillance of pediatric infections in a teaching hospital in Mato
Grosso do Sul, Brazil. Braz. J. Infect. Dis., v. 7, n. 2, p. 149-160, 2003.

CHAVES, F. et al. Nosocomial spread of a Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus
strain causing sepsis in a neonatal intensive care unit. J. Clin. Microbiol., v. 43, n. 9, p. 4877-
4879, 2005.

CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE. Performance Standards for
Antimicrobial Susceptibility Testing. 31st ed. CLSI supplemente M100. USA: Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2021.

COSTA, C. B. Anatomohispatologia de implantes de pericardio bovino conservados m
diferentes concentracdes de glutaraldeido em parede abdominal de camundongos. 2009.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Instituto de Veterinaria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, 2009.

COSTA, C. B.; SILVA, M. F. A.; ANDRADE, G. B. Aspectos patolégicos do implante de
pericardio bovino tratado pelo glutaraldeido e pela glicerina em parede abdominal de
camunongu. Acta Sci. Veter., v. 44, n. 1383, p.1-7, 2016.

CROES S. et al. Staphylococcus aureus biofilm formation at the physiologic glucose
concentration depends on the S. aureus linage. BMC Microbiol., v. 9, n.229, p. 1-7, 20009.

CZEKAJ, T.; CISZEWSKI, M.; SZEWCZYK, E. Staphylococcus haemolyticus — an
emerging threat in the twilight of the antibiotic age. Microbiol. (Reading), v. 161, n. 11, p.
2061-2068, 2015.

ELTWISY, H. O. et al. Pathogenesis of Stahylococcus haemolyticus on primary human skin
fibroblast cell. Virulence, v. 11, n. 1, p. 1142-1157, 2020.

ELTWISY, H. O. et al. Clinical infections, antibiotic resistance, and pathogenesis of
Staphylococcus haemolyticus. Microorganisms, v. 10, n. 1130, p.1-17, 2022.

EUZEBIO, D. M. et al. Perfil epidemioldgico das infeccdes relacionadas & assisténcia a satide
em Unidades de Terapia Intensivas no periodo de 2019 a 2020. Res., Soc. Dev., v. 10, n. 17,
€2101724926, 2021. DOI:10.33448/rsd-v10i17.24926

FELIX JUNIOR, L. F. Infeccdo por Staphylococcus aureus resisténcia a oxacilina: revisao
da literatura. 2007. Trabalho de Conclusdo de Curso (Especializagdo em Pediatria) -
Secretaria de Estado de Saude do Distrito Federal, Brasilia, 2007.

FREDHEIM, E. G. A. et al. Biofilm formation by Staphylococcus haemolyticus. J. Clin.
Microbiol., v. 47, n. 4, p. 1172-1180, 2009.



71

FREEMAN, J. et al. Birth weight and length of stay as determinants of nosocomial coagulase-
negative staphylococcal bacteremia in neonatal intensive care unit populations: potential for
confounding. Am. J. Epidemiol., v. 137, n. 6, p. 1130-1140, 1990.

GUPTA, V. et al. Linezolid resistance in Staphylococcus haemolyticus - case series and
review of literature. Infect. Disord. Drug Targets., v. 20, n. 5, p. 713-717, 2020.

HEILMANN, C.; ZIEBUHR, W.; BECKER, K. Are coagulase-negative staphylococci
virulent? Clin. Microbiol. Infect., v. 25, n. 9, p. 1071-1080, 2019.

HERNANDEZ, B. D. et al. Production of icaADBC-enconded polysaccharide intercellular
adhesion and therapeutic failure in pediatric patients with staphylococcal device-related
infections. BMC Infec. Dis., v. 10, n. 68, p. 1-6, 2010.

HONG, J. et al. Complete genome sequence of biofilm-forming strain Staphylococcus
haemolyticus S167. Genome Announc., V. 4, n. 3, e00567-16, 2016. DOI:
10.1128/genomeA.00567-16

JIANG, S. et al. Whole-genome sequence of Staphylococcus hominis, an opportunistic
pathogen. J. Bacteriol., v. 194, n. 17, p. 4761-4762, 2012.

JIMENEZ, J. N. et al. Characterisation of virulence genes in methicillin susceptible and
resistant Staphylococcus aureus isolates from a paediatric population in a university hospital
of Medellin, Colombia. Mem. Ins. Oswaldo Cruz, v. 106, n. 8, p. 980-985, 2011.

KAISER, T. D. L. et al. Modification of the Congo red agar method to detect biofilm
production by Staphylococcus epidermidis. Diagn. Microbiol. Infect. Dis., v. 75, n. 3, p. 235-
239, 2013.

KARAM, B. R. S. Producéo de biofilme na presenca de agentes antimicrobianos e potencial
de viruléncia para Caenorhabditis elegans de diferentes biotipos de Staphylococcus
haemolyticus isolados de sangue. 2018. 90 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) -
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

KEIM, L. S. Mapeamento dos estafilococos coagulase negativo no Hospital Universitario
Antbnio Pedro da Universidade Federal Fluminense no periodo de 1988 a 2002. 2005. 133 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) - Universidade Federal Fluminense, Niteroi,
2005.

KIM, J. et al. Improved multiplex PCR primers for rapid identification of coagulase-negative
staphylococci. Arch. Microbiol., v. 200, n. 1, p. 73-83, 2018

KLOOS, W. E.; BANNERMAN, T. L. Update on clinical significance of coagulase-negative
staphylococci. Clin. Microbiol. Rev., v. 7, n. 1, p. 117-140, 1994.

KORNIENKO, M. et al. Analysis of nosocomial Staphylococcus haemolyticus by MLST and
MALDI-TOF mass spectrometry. Infect. Genet. Evol., v. 39, p. 99-105, 2016.


https://doi.org/10.1128%2FgenomeA.00567-16

72

KRISTOF, K. et al. Significance of methicillin-teicoplanin resistant Staphylococcus
haemolyticus in bloodstream infections in patients of the Semmelweis University hospitals in
Hungary. Eur. J. Clin. I. Microbiol. Infect. Dis., v. 30, n. 5, p. 691-699, 2011.

KRZYMINSKA, S. et al. Virulence and the presence of aminoglycoside resistance genes of
Staphylococcus haemolyticus strains isolated from clinical specimens. Antonie Van
Leeuwenhoek., v. 107, n. 7, p. 857-868, 2015.

LAVERTY, G.; GORMAN, S. P.; GILMORE, B. F. Biomolecular mechanisms of staphylococcal
biofilm formation. Future Microbiol., v. 8, n. 4, p. 509-524, 2014.

LAZZAROTTO, C. Formacao de biofilme de Staphylococcus epidermidis isolado de cateter
venoso central através de metodos fenotipicos e genotipicos. 2010. 75 f. Dissertacédo
(Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Medicina, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2010.

LEE, E. Y. What is hidradenitis suppurative? Can. Fam. Physician., v. 63, n. 2, p. 114-120,
2017.

LEMBRE, P.; VENDRELY, C.; DI MARTINO, P. Identification of an amyloidogenic
peptide from the bap protein of Staphylococcus epidermidis. Protein Pept. Lett., v. 21, n. 1, p.
75-79, 2014.

LOBO, R.D. et al. Evaluation of interventions to reduce catheter-associated bloodstream
infection: continuous tailored education versus one basic lecture. Am. J. Infect. Control, v. 38, n.
6, p. 440-448, 2010.

LOONEN, A. J. M. et al. Acceleration of the direct identification of Staphylococcus aureus
versus coagulase-negative staphylococci from blood culture material: a comparison of six
bacterial DNA extraction methods. Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., v. 30, n. 3, p. 337-
342, 2011.

LPSN. Taxinomia de Pesquisa: Staphylococcus Disponivel em:
https://Ipsn.dsmz.de/search?word=staphylococcus. Acesso em: 10 dez 2022.

MANOHARAN, A. et al. The effect of N-acetylcysteine in a combined antibiofilm treatment
against antibiotic-resistant Staphylococcus aureus. J. antimicrob. Chemother., v. 75, n. 7, .p 1787-
1798, 2020.

MARQUES, P.B.; FERREIRA, A.P.; CARNEIRO, F.M.C. Perfil bacteriano de cultura de ponta
de cateter venoso central. Ver. Pan-Amaz. Saude., v. 2, n. 1, p. 53-58, 2011.

MARTINI, R. et al. Investigation of biofilm formation in coagulase-negative staphylococci
isolated from platelet concentrate bags. Rev. Inst. Med. Trop. S. Paulo, v. 58, n. 1, p.1-7,
2016.

MARTINS, F. Z.; DALL’AGNOL, C. M. Centro cirtrgico: desafios e estratégias do
enfermeiro nas atividades gerenciais. Rev. Gaucha Enferm., v. 37, n. 4, e56945, 2016.
DOI:10.1590/1983-1447.2016.04.56945



73

MATLANI, M. et al. Linzolid-resistant mucoid Staphylococcus haemolyticus from a tertiary-
care centre in Delhi. New Microbes New Infect, v. 11, p. 57-58,2016. DOI:
10.1016/j.nmni.2016.02.010

MATTOS-GUARALDI, A. L.; FORMIGA, L. C. Relationship of biotype and source to the
hemagglutination and adhesive properties of C. diphtheriae. Braz. J. Med. Biol. Res., v. 24, n.
4, p. 399-406, 1991.

MORAES, M. N. et al. Mecanismo de adesdo bacteriana os biomateriais. Rev. Med. Minas
Gerais, v.23,n.1, p. 99-104, 2013.

MORES, C. R. Investigation of plasmids among clinical Staphylococcus aureus and
Sthaphylococcus haemolyticus isolates from Egypt. Front. Microbiol., v. 12, €659116, 2021.
DOI: 10.3389/fmich.2021.659116

NATSIS, N. E.; COHEN, P. R. Coagulase-negative staphylococcus skin and soft tissue
infections. Am. J. Clin. Dermatol., v. 19, n. 5, p. 671-677, 2018.

NOGUEIRA, P. S. F. et al. Perfil da infeccdo hospitalar em um hospital universitario. Rev.
Enferm. UERJ, v. 17, n. 1, p. 96-101, 2009.

NUNES, A. P. F. et al. Heterogeneous resistance to vancomycin and teicoplanin among
Staphylococcus spp. isolated from bacteremia. Braz. J. Infect. Dis., v. 11, n. 3, p. 345-350,
2007.

OCAL, D. N. et al. In vitro effect of vancomycin and daptomycin on biofilm formation of
coagulase-negative staphylococci strains. Mikrobiyol Bul., v. 51, n. 3, p. 220-235, 2017.

OLIVEIRA, A. et al. Sthaphylococcal biofilm on the surface of catheter: electron microscopy
evaluation of the inhibition of biofilm growth by RNAIII inhibiting peptide. Antibiotics
(Basel), v. 10, n. 7, p. 879, 2021. DOI: 10.3390/antibi6ticos10070879

PAIM, T. G. S. et al. MALDI-TOF MS performance to identify gram-positive cocci clinical
isolates in Porto Alegre/RS, Brazil. J. Infect. Control., n. 2, v. 2, p. 112-16, 2013.

PAIN, M. et al. Comparative genomic analysis of Staphylococcus haemolyticus reveals key to
hospital adaptation and pathogenicity. Front. Microbiol., v. 10, e2096, 2019. DOI:
10.3389/fmich.2019.02096.

PANDA, S.; SINGH, D. V. Biofilme formation by ica-negative ocular isolates of
staphylococcus  hamolyticus.  Front.  Microbiol., v. 9, e2687, 2018. DOI:
10.3389/fmich.2018.02687

PARK, S. et al. Characterization of the structure and biological functions of a capsular
polysaccharide produced by Staphylococcus saprophyticus. J. Bacteriol., v. 192, n. 18, p.
4618-4626, 2010.

PAVONEZE, M. C.; FORTALEZA, C. M. C. B. InfeccGes relacionadas a assisténcia a salde:
desafios para a saude publica no Brasil. Rev. Saude Publica., v. 48, n. 6, p. 995-1001, 2014.


https://doi.org/10.1016%2Fj.nmni.2016.02.010
https://doi.org/10.3389/fmicb.2021.659116

74

PEREIRA, M. S. et al. A infeccdo hospitalar e suas implicagdes para o cuidar da enfermagem.
Texto Contexto Enferm., v. 14, n. 2, 250-257, 2005.

PEREIRA, P. M. A. Ocorréncia e caracterizacdo de Estafilococos coagulase negativos
isolados de recém-nascidos com bacteremias em unidade de terapia intensiva neonatal no
HUPE-UERJ. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) - Universidade do Estado do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

PEREIRA, P. M. A. et al. Staphylococcus haemolyticus disseminated among neonates with
bacteremia in a neonatal intensive care unit in Rio de Janeiro, Brazil. Diag. Microbiol. Infect.
Dis., v. 78, n. 1, p. 85-92, Jan 2014.

PEREIRA-RIBEIRO, P. M. et al. Influence of antibiotics on biofilm formation by different
clones of nosocomial Staphylococcus haemolyticus. Future Microbiol., v. 14, p. 789-799,
2019.

PEREIRA-RIBEIRO, P.M. A. et al. Biofilm formation, multi-drug resistance and clinical
infections of Staphylococcus haemolyticus: a brief review. Res., Soc. and Dev., v. 11, n. 1,
€228111133605, 2022. DOI:10.33448/rsd-vI1i11.33605

PIRES, A. C. et al. Pericardio bovino utilizado como remendo no Sistema cardiovascular.
Braz. J. Cardiovasc. Surg., v. 12, n. 2, p. 176-187, 1997.

PIRES, A. L. R.; BIERHALZ, A. C. K.; MORAES, A. M. Biomateriais: tipos, aplicacdes e
mercado. Quim. Nova, v. 38, n. 7, p. 957-971, 2015.

PISO, D. Y. T.; RESTAN, W. A. Z,; BARRETO, M. Y. P. Implantes de membranas
biolégicos em cirurgia reconstrustivas veterinaria: aspectos béasicos y métodos de
conservacion. Rev. Med. Vet., n. 31, p. 105-120, 2016.

PODKOWIK, M. et al. Enterotoxigenic potential of coagulase-negative staphylococci. Int. J.
Food Microbiol., v. 163, n. 1, p. 34-40, 2013.

POTTER, A. et al. The gene bap, involved in biofilm production, is present in Staphylococcus
spp. strains from nosocomial infections. J. Microbiol., v. 47, n. 3, p. 319-326, 2009.

PROCOP G. W. et al. Diagnéstico Microbioldgico. 7. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan,
2018.

RAJAN, V.; PRAKASH, P. H.; GOPAL, S. Occurrence of linezolid-resistant Staphylococcus
haemolyticus in two tertiary care hospitals in Mysuru, South India. J. Glob. Antimicrob.
Resist., v. 8, p. 140-141, 2017. DOI:10.1016/j.jgar.2016.12.005

RODRIGUEZ-ARANDA, A. et al. Nosocomial spread of linezolid-resistant Staphylococcus
haemolyticus infections in an alternative care unit. Diagn. Microbiol. Infect. Dis., v. 63, n. 4,
p. 398-402, 2009.

ROGER, K. L., FEY P. D., RUPP M. E. Coagulase-negative staphylococcal infections. Infect.
Dis. Clin. North Am., v. 23, n. 1, p. 73-98, 2009.



75

RUPP, M. E. et al. Effect of a second-generation venous catheter impregnated with
chlorhexidine and silver sulfadiazine on central catheter-related infections: A randomized,
controlled trial. Ann. Intern. Med., v. 143, n. 8, p. 570-580, 2005.

SANTANA, G. S. et al. Biofilme formado por Staphylococcus aureus: causa alarmante de
infeccdes nosocomiais. Separata: Ciéncia da Saude: Ensino, Formacédo e Pesquisa. Campina
Grande: Amplla, 2021.

SCHILCHER, K.; HORSWILL, A. R. 2020. Staphylococcal biofilm development: structure,
regulation, and treatment strategies. Microbiol Mol Biol Rev., v. 84, n. 3, e00026-19, 2020.
DOI: 10.1128/MMBR.00026-19.

SCHLAG, M. et al. Role of staphylococcal wall teichoic acid in targeting the major autolysin
Atl. Mol. Microbiol., v. 75, n. 4, p. 864-873, 2010.

SCHUENCK, R. P. et al. Multiplex PCR assay to identify methicillin resistance of
staphylococcus haemolyticus. FEMS Immunol Med Microbiol., v. 52, n. 3, p. 431-435, 2008.

SCHULTHESS, B. et al. Identification of gram-positive cocci by use of Matrix-Assisted
Laser Desorption lonization—Time of Flight Mass Spectrometry: comparison of different
preparation methods and implementation of a practical algorithm for routine diagnostics. J.
Clin. Microbiol., v. 51, n. 6, p. 1834-1840, 2013.

SILVA-SANTANA, G. et al. Staphylococcus aureus biofilm: an opportunistic pathogen with
multidrug resistance. Rev. in Med. Microbiol., v. 32, n. 1, p. 12-21, 2021.

SILVA SANTOQOS, O. C. S. et al. Reliable identification of clinically prevalent species and
subspecies of staphylococci by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
analysis. Diagn. Microbiol. Infect. Dis., v. 64, n. 1, p. 1-5, 2009.

SUED, B. P. R. et al. Sphygmomanometers and thermometers as potential fomites of
Staphylococcus haemolyticus: biofilm formation in the presence of antibiotics. Mem. Inst.
Oswaldo Cruz, v. 112, n. 3, p. 188-195, 2017.

SUED-KARAM, B. R. et al. Biofilm formation in bovine pericardium biomaterial by multi-
drug resistant Staphylococcus haemolyticus nosocomial blood isolates. Ijsrm Human, v. 21, n.
1, p. 12-32, 2022.

SUED-KARAM, B. R.; PEREIRA-RIBEIRO, P. M. A. Staphylococcus warneri: brief
literature review. Braz. J. Health Rev., v. 5, n. 2, p. 4525-4531, 2022.

SZCZUKA, E.; GRABSKA, K.; KAZNOWSKI, A. In vitro activity of rifampicin combined
with daptomycin or tigecycline on Staphylococcus haemolyticus biofilms. Curr. Microbiol.,
v.71,n. 2, p. 184-189, 2015.

SZCZUKA, E. et al. Diversity of Staphylococcus cassete chromosome mec elements in
nosocomial multiresistant Staphylococcus haemolyticus isolates. J. Appl. Genet., v. 57, n. 4,
p. 543-547, 2016.



76

TAVARES, W. Resisténcia Bacteriana. S&o Paulo: Editora Atheneu, 2014. Separata:
Antibioticos e Quimioterapicos para o Clinico. Sdo Paulo: Atheneu, 2014.

TRENTIN, D. S.; GIODANI, R. B.; MACEDO, A. J. Biofilmes bacterianos patogénicos:
aspectos gerais, importancia clinica e estratégias de combate. Rev. Liberato, v. 14, n. 22, p.
113-238, 2013.

UEHARA, Y. Current status of staphylococcus cassette chromosome mec (SCCme).
Antibiotics (Basel), v. 11, n. 86, p.1-12, 2022.

VIJAYAN, P. et al. Device-associated meningitis by linezolid-resistat Staphylococcus
haemolyticus in vancomycin-hypersensitive patient. J. Neurosci. Rural Pract., v. 10, n. 4, p.
718-720, 20109.

VUONG, C.; OTTO, M. Staphylococcus epidermidis infections. Microbes Infect., v. 4, n. 4,
p. 481-489, 2002.

WACHESK, C. C. Avaliacdo da biocompatibilidade in vitro e in vivo de superficies
recobertas por filmes de carbono tipo-diamante contendo nanoparticulas de TiO2 para
aplicacdes biomedicas. 2016. Tese (Doutorado em Engenharia Biomédica) - Universidade do
Vale do Paraiba, Séo Paulo, 2016.

WEISSER, M. et al. Hypervariability of biofilm formation and oxacillin resistance in a
Staphylococcus  epidermidis  strain  causing  persistent severe infection in a
immunocompromised patient. J. Clin. Microbiol., v. 48, n. 7, p. 2407-2412, 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Medical devices. ¢2023. Disponivel em:
https://www.who.int/health-topics/medical-devices#tab=tab_1. Acesso em: 20 dez 2022.



77

ANEXO A — Artigo 1: Staphylococcus aureus biofilms: an opportunistic pathogen with
multidrug resistance (artigo publicado)

Staphylococcus aureus biofilms: an opportunistic
pathogen with multidrug resistance

Giorgio Silva-Santana®®, Guilherme Goulart Cabral-Oliveira®™,
Dryelle Rodrigues Oliveira®?, Barbara Aratjo Nogueira“?,
Paula Marcele Afonso Pereira-Ribeiro™?
and Ana Luiza Mattos-Guaraldi*®<¢

Sewdivs medatied 1o backeriad hiafilm fcemasion see extremely elvant bocause of their
corstant association with several human diseases. The ongasazagion of the wssile
microbiad community provides peolection against apsondzation and phagocyioss. B &
responsdie for hampering not only B immune sysaem periomiance adains infoctons
but alo antimicroldal activity. Suphylococeus auwus & part of healthy human
miceobiota incloding skin and nasal vestibule. However, many strains have became
oppamunistic pathogers boecause of the ability of bictilm formation in splants aedd
modical devices by using Swem as muto of access 10 bloodstresm. S, Jweus’ absliny of
biotilm fcemasion is widely known and & has been responsdde foe several infoctions,
such & endocandinis, bachsemia and wpsis. Several Gctons contribeee 10 bictilm
formation excluding expression of specilic gesws and inteGcion betwoen peoters
involvod i adbesion 10 subssirase. This wiork aims 1o exploes the main aspects sedated w0
bictilm formation by 5. ssows, wing tools o data indix bases from the scientific
literature: Google Scholar, LILACS, MEDUINE (PubMiodd, SGELO), Scopes and Boalk/
uBook, botweun July 2018 aexd Febraary 2019, in English, Spasich ao] Pomuguese. This
review aims 10 provide a bemer undenzanding of biofilm foemasson and its impact on
hast healh Coparight @ 2020 Wokers Kluwer Health inc. All raghie ssserved.

Reviows in Medical Microbiology 2021, 32:12-21

Keywords: biofilm, opportunistic pathogen, Staphylococcus awreus, virulence



78

ANEXO B - Artigo 2: Biofilm-Producing Ability of Staphylococcus spp. Multidrug-
Resistance isolated from Hospitalized Patients with Osteomyelitis (artigo
publicado)

on BN

INTERNATIONAL JOURNAL OV SCIINCEAND RESTARCHMETIMOD OLOGS

As OMeed Pubbedion of Homer Joues oh

Human Jeurnals

Research Artide

Fobeuary 2022 Yal:20, Issue:4

© All righes are reserved by Pasla Marcole Afosso Pereira-Ribeiro st il

Biofilm-Producing Ability of Staphylococcus Spp. Multidrug-Resistance
Isolated from Hospitalized Patients with Osteomyelitis

Keywords: Biolilog Stapbylococcus; Ostecmnyelitis; Oxacilin;

Vancumydn

[JSRM

ABSTRACT
Pasla  Marcele  Afemso  Pereira Ribeiro*,
Guilherme CGoulart Cabral-Oliveira’, Juli [ Bt s an il 20ty bone doacase that s ceased by
Giordane Betelho Olivella®, Felipe Caldas A microonganten snd leads to progreseve booe destructios aed
Ribeiro’, Barbara Aradje Negueira, Bruna loes. Staphbylococcd ifections srw 2 glolul coscemn, dus 1o the
Ribeiro Swved-Karam:s;, Ama Luiza Mattos reiatasce mediasiams developed by Sune hacteria to evade the
Guarasldi*+ Bowt mmune xystem asd tr dffcuk. In
addition 1o the ahiity of playh Moflm i t M
‘Dopartemmt  of Micdiclogy, feanclogy and dencribed as 3 mudtfactorial associated with faction. The am

Poarasitolegy, Medicel Scivaces Focadty, Ba de Jesero was 1o evalute the epidersicingpcal and micrudtalogical axpects
State University [OMIP/FON/UER]), Rio de Janeirg, RL o h Mewd with " " a8 well

Branl ¢ X
“Dep of Microbiokgy, Unversidode Federal as the inflaezce of antibootics oo biofilm Ssrmation by df¥ferem

. strates  of mubdng-resitance  Supddlococtas spp The
do R0 de Jeswiro (CCS/UFRY), Rio de Janeire, R, Brani
% ol Infaczion B roh Lod y  Instinty sdontificaturn wik perforred by the MALDI-TOF method Accrye

Oxwaids Craz Fasdogio Oewaido Crus (FAOCRUZ) for Dise Diffusion and MIC; bofim formatios on palystyrens in
Rio dv Jeseiro, Branit: the presence of antibiotics and PCR ascrys o detect owcA snd
sLaboratary of Bactesial Tecknology, Bio-Manguinkos, cuh genes were analyzed. Stratns were wdentified o S aureur, £
Fundogdo Oewalde Cruz (FNMRUZL FRw de faneirg, epuderrendy, S wornert and S copitie All raies were ccacilin.
Branl: reiatant and all £ epidermidie straine were vascomycin.

mtermedite. The stress were able 1o produce biofilsm oo the
Subesitted: 22 Jamuary 2022 polyrtyrme swrface st il lovels ind N of the
Acceptod 27 Jamary 2022 prooemce of the xaA snd swechA pesmes sad antibeotics. The

mcreme 2 the number of cases of infecticns and the
mubifactorial apects  that Snor  the pathogenicty of
Stoplplococcas ape should coatinge to be vestigated, vnoe the

speead o= the hoapital environmest has become 4 growing public
HOMAS JOURNALS

www.ijsrm. humanjournals.com

Published- 28 Felwuary 2022




79

ANEXO C - Artigo 3: Biofilm Formation in Bovine Pericardium Biomaterial by Multi-Drug
Resistant Staphylococcus haemolyticus Nosocomial Blood Isolates (artigo

publicado)

Y [JSRM

INTERNATIONAL KMURNAL O MCUNCEAND RISIARCHMETIFODOLOGY

* LISKM

Human jeurnals
Research Artide
March 2022 Vol 21, Bl

As OMeed Purbodion of Homer bousr ob

© All rights are reserved by Bruna Ribetro Sued-Karam et al,

Biofilm Formation in Bovine Pericardium Biomaterial by Multi-Drug

Resistant Staphylococcus haemolyticus Nosocomial Blood Isolates

Brusa Ribeiro Sued Karsm', Paula Marcele

Afosse  Pervira Ribeiro®s, Reasta da  Silva
Visconcelos®?,  Guilherme Geulart  Cabeals
Oliveira®s, Felipe Caldas Ribero's, julisnna
Giordano Botelho Olivella™, Barbara Aradje
Nogueirarz, Sérgio Eduarde Loago Fracalanexar,
Louisy Sanches dos Santes™, Edusrdo josé Lopes.
Torves®, Ana Luiza Mantos Guaraldi' =+

‘Laboretory of Diphthersr and Corywebacteriois of
Clica Rdevance (LDCIC/FOM/UERS:

Depavtoment of Microdiology, Imusology emd
Pavastology, Malical Scinces Focaity, Ria dv Jeoeivo
Stete Unkersity, Rie de Janelro, R Bresl

1Dvpartoment of Microbiokagy, Unkver sidade Federal
o Mo de faneiva (CCS/UFRY), o de jonelvo, RL Braed.

Subsitted- 21 Febwaary 2022
Acceptod: 26 Febwuary 2022
Published- 30 March 2022

www.ijsrm humanjournals.com

ML JOURNALS

2

Keyworde Zavme per patchen, b tale Seaph: u

Aseeodyticar, Nefiim. virslence

ABSTRACT

Sovize percaniiem a ostlslar matertal (HFAM) coorposed of
decelbsbertzed collagen Sbers, has been used In vared sungcal
pr 2 ) d teb by huraa pathogyase
during cimicad procederes, are of significnt medical concern. Bloftin
forzution by human pathograx has been tncreungly described ax 2
msdtifactoral and melttewp process amocisted with infecticn of
mplanted medical devicos. Thin study atmed tn Greestigate the sbadey
of blolfm frmatica oa bovne percardismn paeches (E'F)], and the
milvence of virglesce features of multh-drug reshdaace- MDK
Laplpdocccss Aaemalydian blood bolates from seomate and sduk
hoogetdtzed The nf of ph and gerotypic
vindence festees = the abulity of bofibn formation on BFP and
ablotic seriscex werr amalyoed Collappo-bindiag properties and
abibty of leofis favored cod vialuley, amd
peruxterce in HPAM by $ boemabttvur stratex. A legher adbesiwe
acevity, WAt mecrocok and abidty of bisofilm
forzution on BI'Y, inde dert of divew pr were d

the tavantve strain from neanate patierte. The geses at! aad fop were
detected for both £ A ), wragn with ad Prajeriex o
collagen type | flsers aad blofiin foemation cn HPAM. 5PAM -btoflle:
pracucer & koervolticar atratas abo exprevoed the abikty of Mofls
procucton in the preence of Coxtibn, Viscooycin, sad Linezabd
antirnicrobtal ageree, 3 showa on gass and polyxtyTere surfaces. Dits

the d af muitiple selective of vindence
mechargarn of varted acescocndal pathogera In  contarmenstian,
persxtence, arnd Eon b tals, throwugh the

bloodstream mad Sawues Aring hemn infections, xuch ax MDR X
Aswmwofytcnr draim.

Symtficance mad Sepact of Shudy: This work ssphadzed the
ponzinibty of coreamiration of &) by henes pathogens and the
peruxtere nfection blowing surgery of patsents lsvolving exposere
2 antoeicroblal apents, indudieg the abitty of biofm formaticn by £
Asrmoiyticar ao surfaces abistic and beote (BPAN)




80

ANEXO D - Artigo 4: Biofilm formation, miltidrug-resistance and clinical infections of
Staphylococcus haemolyticus: A brief review (artigo publicado)

Research, Sociery and Development, v. L1, no L1, e228111 155605, 2022
(00 BY 4.0) | 1550 252334009 | DOL: hopeidy doiorg' 1033448 md-v | 1i1 1 33605

Biofilm formation, muliidrog-resisiance and climical infections of Sraphyplococcns
hiremalyiicns: A brief review

Formaike de blofllme, maldrresbitnoa ¢ infecehes clinleas de Srapliplocoeois aemod e L m
hereve revisio

Farmackn de Biopelculis, resisiomcts & mslbiples Timnmacis © inlsecknes chnieas de Saphylocescu s

maemolynens: |na breve revision

Riacsivad B8 A002 | Beversad 0650 T | Ao 81 1380 | Pabdaed 06030 T80T

Fauls Starceir Afams Fervirs-Hibeira'
DRI b il g T e o
Uarvammiaks do Fasbo oo B i o | s, Frasd
vl il i« B i Ll
Caulert { shral-Chieeira

ORI o b g R | TS e
Ursmlacks doi Fotiabon oo B e ok J st Hraid
K it | bl e T i Lot
Jukarmas Ciordsss Baiclbe Uincll
ORI b b g AT - 5 3
Unsrvummiaks do Ftsbo oo B de Barmssa, Frasd
[ oimiad kol o s st

Baabelle Christing de Veraes Slebia
CRCED: b i b o DS -
i vt b kit il e B e o Dt i
Fiuid . sncabd b ol il i b

Frlipe O aldas Hibrira

CICIDY e i b g -0 | <2 -
Uarvammiaks do Fasbo oo B i ol | s, Frasd
il s O W L

ORI o b g R (T <0 7
Uarvasmiaks do Fasbo oo B i ol | s, Frasd
Eriad bt dae b i | i
Sanches dos haniss

ORI s b o AT - S TR
Unarvasmdiks do Ftiak die e o | st Feand
Find | o b i, Byt priem |l

Hroaa Ribwra sucd-karsm

CRCED b i o B0 | - 5 T
Uarvammiaks do Fatsbo oo B i o | s, Frasd
It s a S i | .

Ana Lawa Vaties-Loaaraidi

ORI e i o g -0 2412
Wlaary sl ik o oo b B i i | stmita, Bl

[T —" e ——rp—
Ahsiraci
Cragul i ks 'ui'nhiﬂhnrbr:u-:tﬂrﬁ::nmd’hn—hﬂm-ﬂuuﬁrﬂ
device-relnicd o, Incalired skn mi; o darect N, A | an 1 Ih:unl.pl.rlnl'
mmnmmﬂmdmhmﬂ IvE B B
it | and 5 bowwolrioer i afior S h o, ihe
secord mosi requesiby 1mbyied Cobls fom dexal cases, lmhl'r from bhnd iefectnms, iechedng sepes. The mas
mmﬁmrmnhbrﬂrlhih’lumrr [ Lzhi micrchm! g oven
I 1w ks uldm;nni:l]uﬂrﬂulngnhﬂlqnmﬂmmnﬂu“!_
mﬂdnfﬂbﬂuﬁlmﬂmmlnfﬁ' f
Ecton. azd the ability of bofila fcal dewi The greai acbpishibey and the abdiby =

A P P B ] s o bl e it ot b et By o B el it e L il
iy e [ Pk Magok Abde Foars Dkde Feddek & Ol bhldae, Disaedak & Lasbe de Broe o leimide a0 I8 ok
ot i, W7 - Fiios, 1° e, Wik bkl R0, Brasd CEF 30331000 ik maaar <33 11 Fel-0T0 Fmial o el oo g Lot



