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RESUMO

KARAM, Bruna Ribeiro Sued. 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. 90f. Tese (Doutorado em Ciéncias
Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, 2018.

Os Staphylococcus coagulase-negativos (SCN) sdo encontrados na pele e mucosas de
seres humanos e outros animais, ja que algumas espécies sdo parte constituinte da microbiota
normal destes mesmos sitios, e podem constituir um reservatdrio para SCN. Staphylococcus
haemolyticus é a segunda espécie, dentre os SCN, mais isolada de hemoculturas humanas,
sendo uma das que apresenta elevada resisténcia aos antimicrobianos. O presente estudo teve
como objetivo principal, a identificacdo, a determinacéo dos perfis de resisténcia aos agentes
antimicrobianos e analise de fatores de viruléncia em S. haemolyticus isoladas de sangue. A
técnica de MALDI-TOF MS foi empregada na determinacdo da espécie e comparada com 0
método semi-automatizado VITEK 2. Os perfis de resisténcia aos antimicrobianos foram
verificados através de disco-difusdo e determinacdo da CIM (oxacilina, vancomicina,
linezolida, moxifloxacina e teicoplanina). 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) na presenca e auséncia dos antimicrobianos, além de PCR para
0s genes icaA, atl, fop e aap. A influéncia de enzimas exdgenas em biofilmes pré-formados
foi realizada com o tratamento de Proteinase K e DNAse. Os ensaios de letalidade foram
realizados utilizando nematédeos Caenorhabditis elegans. Os resultados demonstraram que
25% das amostras foram identificadas como S. haemolyticus. Todas as amostras foram
multirresistentes, oxacilina-resistentes e vancomicina-sensiveis, 32% foram linezolida-
resistentes, 88% moxifloxacina-resistente e 4% teicoplanina-resistente. A presenca do gene
icaA foi detectada em 60% das amostras, 0os genes fop e atl em 96% das amostras e 0 gene
aap foi detectado em 76%. Apesar da maioria das amostras ter apresentado capacidade de
produzir slime e/ou biofilme tanto na auséncia quanto na presenca de antimicrobianos, ndo foi
observada total correlacdo com a presencga do gene icaA enfatizando a natureza multifatorial
da producéo de biofilme. O tratamento com Proteinase K e com DNAse reduziu a intensidade
do biofilme formado em diferentes niveis para 72% e 60% das amostras respectivamente.
Foram observados altos niveis (< 90%) de mortalidade de vermes em até 5 dias de infecgdo.
Tanto os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, como também a superagdo de
barreiras protetoras, como biofilmes bacterianos, precisam ser considerados para o0
desenvolvimento de novas terapias antibacterianas. O aumento no numero de casos de
infeccOes e os aspectos multifatoriais que favorecem a patogenicidade de S. haemolyticus
devem continuar sendo investigados, uma vez que, a disseminacdo de micro-organismos
multirresistentes no ambiente hospitalar, tm se tornado um crescente desafio para a salde
publica.

Palavras-chave: Staphylococcus haemolyticus. Biofilme. Caenorhabditis elegans.

Vancomicina. Multirresisténcia.



ABSTRACT

KARAM, Bruna Ribeiro Sued. Biofilm production in the presence of antimicrobial agents
and virulence potential for Caenorhabditis elegans from different strains of Staphylococcus
haemolyticus isolated from blood. 2018. 90f. Tese. (Doutorado em Ciéncias Médicas) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2018.

Coagulase-negative staphylococci (SCN) are found in the skin and mucous
membranes of humans and other animals, since some species are a constituent part of the
normal flora of these same sites, which may constitute a reservoir for SCN. Staphyloccus
haemolyticus is the second most frequent species of human blood cultures, and is frequently
associated with antibiotic resistance. The present study aimed the isolation, identification, the
resistance profiles to antimicrobial agentes and analysis of virulence factors of S.
haemolyticus isolates. MALDI-TOF MS was used in to identify the species. The antimicrobial
resistance profiles were detrmined by the disk diffusion test and MIC determination
(oxacillin, vancomycin, linezolid, moxifloxacin and teicoplanin). The capacity of the biofilm
formation was investigated by testing the Congo Red agar and adhesion assays abiotic
surfaces (glass and polystyrene) in the presence and absence of antimicrobial in addition to
the PCR icaA, fbp, atl and aap genes. The influence of exogenous enzymes on preformed
biofilms was performed with Proteinase K and DNAse treatment. The lethality assays were
performed using nematodes Caenorhabditis elegans. The results demonstrated that 25% of
the samples were identified as S. haemolyticus. All isolates were multidrug resistance,
oxacillin-resistant and vancomycin-sensitive, 32% were linezolid-resistant, 88% were
moxifloxacin-resistant and 4% were teicoplanin-resistant. The presence of the icaA gene was
detected in 60% of the samples, the fbp and atl genes in 96% of the isolates and the aap gene
was detected in 76%. Although most of the samples showed the ability to produce slime
and/or biofilm both in the absence and presence of antimicrobials, no correlation was
observed with the presence of the icaA gene emphasizing the multifactor nature of the biofilm
production. Treatment with Proteinase K and DNAse reduced the intensity of the biofilm
formed at different levels to 72% and 60% of the samples respectively. High levels (< 90%)
of worm mortality were observed within 5 days of infection. Both specific antimicrobial
resistance mechanisms, as well as the overcoming of protective barriers, such as bacterial
biofilms, need to be considered for the development of new antibacterial therapies. The
increase in the number of cases of infections and the multifactorial aspects that favor the
pathogenicity of S. haemolyticus should continue to be investigated, since the dissemination
of multiresistant microorganisms in the hospital environment has become a growing challenge
for public health.

Keywords: Staphylococcus haemolyticus. Biofilm. Caenorhabditis elegans. Vancomycin.

Antimicrobial multiresistence
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INTRODUCAO

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, compreendendo 52
espécies e 28 subespécies. S0 micro-organismos esféricos e de tamanho geralmente
uniforme, que colonizam a pele e mucosas dos seres humanos e outros animais. Varias
espécies vém emergindo como patdgenos oportunistas associados a surtos tanto em hospitais
quanto na comunidade, além de estarem entre 0s micro-organismos mais frequentemente
isolados no laboratério de Microbiologia Clinica.

Os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) sdo parte constituinte da microbiota
humana e atualmente sdo reconhecidos como agentes etiolégicos de uma série de
processos infecciosos. S&o considerados patdgenos potencialmente causadores de infecgdes
no homem, principalmente aquelas relacionadas ao uso de dispositivos médicos. O tratamento
destas infeccdes tem se tornado cada vez mais um desafio para a saude publica, uma vez que a
resisténcia aos antimicrobianos se tornou comum e além de ser um problema grave no
tratamento e controle de infecgOes bacterianas.

Staphylococcus haemolyticus é a segunda espécie, dentre os SCN, mais isolada de
hemoculturas humanas, além de ser um patdgeno oportunista, que, entre os SCN, tem 0 mais
alto nivel de resisténcia maltipla aos antimicrobianos, limitando assim as opg¢des disponiveis.
E considerado um importante reservatorio para genes de resisténcia que podem ser
transmitidos para outras espécies através da transferéncia génica que pode ocorrer no
ambiente hospitalar.

Em todo o mundo, as infec¢Oes relacionadas a assisténcia a satude (IRAS) constituem
um grave problema, contribuindo para o aumento da morbidade e mortalidade intra-hospitalar
e gerando um custo elevado aos servicos de saude.

A multirresisténcia dos micro-organismos é um fator critico no aumento da letalidade
por infecgOes hospitalares. A descoberta dos antimicrobianos foi um grande avango na
medicina humana, sendo importante na diminuicdo da mortalidade. Porém, o uso
indiscriminado desses antimicrobianos fez com que surgisse a resisténcia bacteriana aos
mesmos. O principal fator de viruléncia dos SCN ¢é a sua capacidade de se aderir e formar
biofilme em vérias superficies inertes e vivas. A formagdo do biofilme esta sujeita a uma
regulacio complexa que é influenciada por uma série de fatores. E um dos principais fatores
para infeccdo bacteriana persistente ou crénica e muitas vezes requer a remocao do

dispositivo colonizado para o efetivo controle do processo infeccioso.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 O género Staphylococcus

Os micro-organismos do género Staphylococcus foram inicialmente observados e
cultivados por Pasteur, tendo sido isolados e descritos, pela primeira vez, em 1878, por Robert
Koch. O nome é de origem grega e em 1880, foi adotado por Alexander Ogston. Porém, em
1884, foi Anton Julius F. Rosenbach, que ao obter col6nias puras em seus estudos, fez a
primeira descricdo taxonémica, dividindo o género em duas espécies com base na presenca de
pigmento na colbnia — Staphylococcus pyogenes aureus e Staphylococcus pyogenes albus.
Rosenbach mostrou que estes micro-organismos eram responsaveis por infecgdes de feridas e
furunculoses e que era um constituinte normal e natural da pele. Na era “pré-antibidtica”, os
Staphylococcus ficaram conhecidos como patdgenos de dificil tratamento (KEIM, 2005;
FELIX JUNIOR, 2007).

O género Staphylococcus pertence a familia Staphylococcaceae, que corresponde a
cocos Gram-positivos, de cerca de 0,5um a 1,5um de diametro que habitualmente se dispdem
semelhantes a cachos de uva. Sdo imdveis, na maioria das vezes aerobios (estritos), ndo
formam esporos, catalase positivos, geralmente oxidade negativa, reduzem nitrato a nitrito,
suscetivel a lisostafina, resistentes a 0,04U de bacitracina, fermentam a glicose com producéo
de acido e sob influéncia de antimicrobianos (KONEMAN et al., 2008; BROOKS et al., 2009;
PODKOWIK et al., 2013). O género é composto por 52 espécies e 28 subespécies (LPSN,
2017). Suas coldnias podem apresentar diversas coloragdes, variando desde a coloracao
branca até a coloracdo laranja, quando cultivadas em meio solido. S&o capazes de crescer em
meios que contenham alta concentracdo de cloreto de sodio (halotolerantes) e a
temperaturas que variam de 18°C a 40°C, sendo sua temperatura 6tima, entre 30°C a 37°C
(bactérias mesdfilas). Representantes desse género geralmente tém uma relacdo benigna ou
simbiotica com o hospedeiro, sendo encontrados na pele e em mucosas de humanos e de
outros animais. Entretanto, podem se tornar um agente patogénico se ganharem entrada no
tecido do hospedeiro através da viola¢do do sistema cutaneo por um trauma como agulhas de
inoculacdo e implantes de dispositivos médicos, bem como a imunossupressdo do paciente
(NEVES et al., 2007; BROOKS et al., 2009; KUMAR et al., 2018).
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O género Staphylococcus pode ser divido em dois grupos com base na produgdo da
enzima coagulase, que é capaz de converter fibrinogénio sanguineo em fibrina, conferindo a
bactéria a capacidade de coagular o plasma sanguineo e assim se proteger do sistema inume
do hospedeiro. Os Staphylococcus coagulase-positiva, sdo aqueles que produzem a enzima
coagulase, sendo a espécie Staphylococcus aureus seu principal representante. Os
Staphylococcus coagulase-negativa (SCN), ndo produzem a enzima coagulase e eram
considerados comensais, ja sendo reconhecidos como agentes causadores de diversas doencas
humanas. Dentre os SCN, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus saprophyticus sdo isolados com maior frequéncia de infecgdes humanas
(KONEMAN et al, 2008; LOONEN, et al., 2011; PODKOWIK et al., 2013).

Staphylococcus aureus é encontrado na microbiota normal, principalmente da pele,
podendo tornar-se patogénico em condicBes especificas, causando uma grande variedade de
infeccbes, como: quadros de supuracdo, formacdo de abscessos, varios tipos de infecgdes
piogénicas e até mesmo, sepse, apesar de também serem capazes de colonizar as superficies
cutaneo-mucosas, sem necessariamente causar infeccdo. S. aureus produz muitas proteinas
extracelulares associadas as células do hospedeiro. Muitas toxinas citoliticas (hemolisinas) e
enzimas (proteases, lipases, hialuronidases) se integram para causar lesdo tecidual. Nenhum
fator de viruléncia sozinho é responsavel pela superacdo da resposta do hospedeiro, exceto no
caso da toxina exfoliativa e da toxina da sindrome do choque téxico (TSST-1) em que 0
produto bacteriano é responsavel primario pelos sinais da doenga. O papel da coagulase na
patogénese das doencas estafilocdcicas é ainda, de certa forma, especulativo, mas acredita-se
que essa enzima poderia levar a formacdo de uma camada de fibrina formando um abscesso,
localizando assim a infec¢éo e, provavelmente, protegendo o micro-organismo da fagocitose e
da acdo de drogas antimicrobianas (SANTOS et al., 2009; JIMENEZ et al., 2011; VIEIRA
& VIERA, 2017).

Os Staphylococcus estdo entre 0s micro-organismos mais frequentemente isolados no
laboratorio de Microbiologia Clinica. A identificagdo comumente realizada, é limitada a
realizacdo de testes rapidos que visam a identificacdo de S. aureus. Eles podem ser realizados

de forma manual ou em sistemas automatizados (FREDHEIM et al., 2009).
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1.2 Staphylococcus coagulase-negativa (SCN)

SCN séao encontrados na pele e mucosas de seres humanos e outros animais, desde
0 primeiro dia de vida. Algumas espécies sdo parte constituinte da microbiota normal
destes mesmos sitios, que podem constituir um reservatorio para SCN (BROOKS et al.,
2009; EHLERSSON et al., 2017). S&o responsaveis por doencas como: endocardites,
osteomielites, infec¢bes do trato urinario, entre outras. Em hospedeiros sadios, o potencial
invasivo de SCN é muito baixo, mas sdo considerados micro-organismos oportunistas, pois
séo favorecidos em certas situaces de comprometimento das defesas do hospedeiro, podendo
produzir infecgcbes graves. A imaturidade do sistema imunoldgico que consiste na deficiéncia
de fagocitose e de opsonizacdo por anticorpos e complemento, contribui para o agravamento
das infecgdes estafilococicas (TEIXEIRA, 2009; SENG et al., 2017).

No passado, os SCN eram considerados ndo patogénicos ou somente parte da
microbiota normal da pele de seres humanos. Ultimamente, ja sdo reconhecidos como
agentes etiologicos de uma série de processos infecciosos, contaminando inclusive,
equipamentos médicos e alimentos. O nimero de relatos de casos de infecgdes hospitalares
causadas por SCN ultrapassou o nimero de casos por S. aureus, havendo também, evidéncias
crescentes de infecgdes nas unidades de terapia intensiva neonatal (SOARES et al., 2008;
KIM et al., 2018; PEREIRA, 2018). Ap6s o0 emprego terapéutico dos primeiros
antimicrobianos, as infeccdes estafilocdcicas alastraram-se pelo mundo, aparecendo como
grave problema de saude publica (MAYHALL, 2004).

Os SCN estdo se tornando um dos patdégenos nosocomiais mais frequentes, possuindo
um impacto substancial na saide humana, particularmente com o aumento do uso de terapias
imunossupressoras e a implantacdo de dispositivos médicos invasivos, que sao essenciais na
medicina moderna. Como sdo amplamente encontradas em pele, os SCN estdo na vanguarda
de fontes importantes de infec¢bes enddgenas (DORTET et al., 2017). A maioria das
infeccbes por SCN ocorre como conseqiiéncia do uso por longo prazo de dispositivos
médicos, como o cateter venoso central, valvulas cardiacas artificiais e estimuladores de
ritmo, pois estes funcionam como uma porta de entrada atravées da pele (EHLERSSON et al.,
2017; KIM et al.,, 2018). Os SCN também desempenham um papel importante na
transferéncia horizontal de genes para resisténcia antimicrobiana (MADSEN et al., 2018).

As infeccbes por SCN sdo dificeis de conter, ja que essas bactérias produzem

biofilmes nas superficies de materiais e sdo resistentes a mdltiplos antimicrobianos. A
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formacéo de biofilmes aumenta sua resisténcia a antimicrobianos em cerca de 1000 vezes em
relacdo a de bactérias planctonicas. Além do biofilme, SCN podem apresentar outros fatores
de viruléncia, como hemolisinas, lipase, lectinase, DNAse, protease, entre outras (KIM et al.,
2018).

A espécie de SCN mais frequentemente isolada é S. epidermidis que faz parte da
microbiota epitelial e foi a primeira espécie a ser descrita como produtora de biofilme
(ROGERS et al., 2008; CONTRETRAS et al., 2013). S. epidermidis é a espécie prevalente e
persistente da pele e membranas mucosas, representando até 90% das amostras de
estafilococos observadas nesses sitios e sdo reconhecidos como agentes de graves infeccdes
nosocomiais e comunitarias (CONTRETRAS et al., 2013; SCHERR et al., 2014). Seu
principal fator de viruléncia € a habilidade de formar biofilme em superficie de
dispositivos hospitalares, estimando-se que 22% das infec¢bes da corrente sanguinea
detectadas em unidades de cuidados intensivos nos EUA sdo relacionadas a producdo de
biofilmes (CARVALHAIS et al., 2014; FRANCA et al., 2014). A sua principal autolisina,
a atlE, esta envolvida na aderéncia a superficies de poliestireno (LAZZAROTTO, 2010;
SCHLAG et al., 2010).

S. saprophyticus é a segunda espécie isolada de infeccBes do trato urinério, mas
também pode ser encontrada no sistema gastrointestinal, sendo considerados contaminantes
urinérios até 1960. Encontra-se associada a infeccGes ndo complicadas do trato urinério,
principalmente em mulheres, sendo a taxa de incidéncia de 52,3% entre as mulheres com
idades entre 16 e 25 anos (PARK et al., 2010).

Outras espécies de SCN também sdo importantes patdégenos humanos, como por
exemplo, Staphylococcus lugdunensis, que foi associado a endocardite de véalvulas naturais e
protéticas, celulite da pele, peritonite, osteomielite, infec¢bes do trato urinario, dentre outras
infeccBes. S. lugdunensis possui varios fatores de viruléncia, como por exemplo: adesinas,
lipases, DNAse e hemolisinas (PEREIRA et al., 2012; SHIH-CHENG et al., 2017).
Staphylococcus hominis € comumente encontrada nas amostras clinicas, geralmente isoladas
da axila, pele dos bragos, pernas e tronco dos seres humanos. Ndo costuma causar doengas no
homem, porém esta sendo cada vez mais reconhecida como oportunista e ocasionalmente
causam infeccdo em pacientes com sistema imunologico comprometido (JIANG et al., 2012;
SOROUSH et al., 2017).

Uma técnica de identificacdo bacteriana deve ser répida, precisa e confiavel. No
entanto, os métodos fenotipicos convencionais para cocos gram-positivos sao relativamente

dificeis para uso em laboratorios de rotina, com testes bioquimicos que requerem mais de 72
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horas para identificagdo em nivel de espécies. Até recentemente, a identificagdo bacteriana
dependia desses métodos fenotipicos convencionais, sistemas comerciais ou automatizados
que ndo distinguiam a expressdo variavel de algumas especies de Staphylococcus. A ténica de
MALDI-TOF MS (lonizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz - Tempo de Voo -
Espectrometria de massa, do inglés Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time Of
Flight — Mass Spectrometry) emergiu como uma répida alternativa para identificacdo
bacteriana, baseada na ionizacdo de material de amostra co-cristalizado (proteina de células
microbianas) por pulsos curtos de laser. Hoje, MALDI-TOF, é considerado um método
confidvel para identificacdo de espécies a partir de uma ampla gama de micro-organismos,
incluindo SCN. Os ions sdo acelerados e seu tempo de voo é medido em um tubo de vécuo,
produzindo um espectro de massa bacteriana. Acontece entdo a comparacdo de espectros de
massa de um micro-organismo desconhecido para os espectros conhecidos, armazenados em
um banco de dados. O MALDI-TOF, quando implementada em laboratérios clinicos, tem
sido relatada como eficiente, economicamente eficaz e rapida na identificagdo de micro-
organismos. Possibilitando a identificacdo de uma ampla gama de espécies bacterianas e, sob
condicdes laboratoriais de rotina, apresenta alta taxa de identificacdo precisa em nivel de
espécie. (PAIM et al., 2013; KORNIENKO et al., 2016).

1.3 Staphylococcus haemolyticus

S. haemolyticus faz parte da microbiota normal da pele e mucosa de humanos. E a
segunda espécie, dentre os SCN, mais isolada de hemoculturas humanas (constituem 6% de
todos os isolados a partir da corrente sanguinea), ficando atras apenas de S. epidermidis. E um
patdgeno oportunista, que pode causar peritonite, otite, infeccGes do trato urinario e sepse.
Tem, entre os SCN, o mais alto nivel de resisténcia multipla aos antimicrobianos, limitando
assim as opcOes disponiveis (FREDHEIM et al., 2009; BAKTHAVATCHALAM et al.,
2017; LUO, JAVED, DENEER, 2018; PEREIRA, 2018)

E conhecido por sua propensdo para adquirir resisténcia a antimicrobianos, sendo
geralmente, resistentes a antimicrobianos amplamente usados na clinica. Em cepas de S.
haemolyticus, as taxas de resisténcia a oxacilina, podem atingir até 90%, sendo a maioria
resistente a varias classes de antimicrobianos (BOUCHAMI et al., 2012; SILVA et al., 2013).

Com isso, € necessario que, na maioria das vezes, o tratamento de infec¢bes causadas por S.
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haemolyticus seja impregado uso de antimicrobianos de Ultima geracdo. Apesar da grande
preocupacdo com o surgimento de cepas simultaneamente resistentes a teicoplanina e
vancomicina, a base genética de resisténcia a glicopeptideos em S. haemolyticus, assim como
em qualquer outro SCN, ainda é largamente desconhecida (HOSSEINKHANI, EMANENI,
VAN LEEUWEN, 2017; VIMBERG et al., 2018).

Sequéncias de insercdo sdo elementos genéticos moveis que carreiam genes para sua
prépria mobilizacdo. A insercdo desses elementos no cromossomo pode causar alteracfes
genbmicas, ativando ou inativando genes. Com cerca de 82 elementos de insercdo no seu
genoma, S. haemolyticus possui alta plasticidade gendémica, permitindo frequentes rearranjos
e delecGes de genes, facilitando, desta forma, a adaptagdo do micro-organismo ao ambiente,
além da aquisicdo de genes de resisténcia a antimicrobianos e genes de viruléncia
(BOUCHAMI et al., 2012; ROGERS et al., 2009). Segundo HOSSEINKHANI, EMANEINI
e VAN LEEUWEN (2017) S. haemolyticus é considerado um importante reservatorio para
genes de resisténcia que podem ser transmitidos para outras espécies, como por exemplo, S.
aureus.

Apesar dos mecanismos de patogenicidade do S. haemolyticus ainda serem pouco
elucidados, acredita-se que sua habilidade de causar infeccdo esta diretamente relacionada a
sua capacidade de formar biofilme. Apesar disso, alguns estudos tém indicado que, as cepas,
em maior parte, produzem biofilme ica-independente. A caracterizagdo molecular de S.
haemolyticus tem demonstrado que as infec¢cbes em hospitais sdo causadas por um ndmero
limitado de tipos de clones que possuem a capacidade de persistir por varios anos. Além
disso, tem sido observada, a disseminacdo geografica dos clones de S. haemolyticus
resistentes a meticilina (MRSH) (PEREIRA et al., 2014; PEREIRA, 2018).

1.4 IRAS e 0 ambiente hospitalar

O termo infeccdo hospitalar vem sendo substituido pelo termo, “Infecgdes
relacionadas a assisténcia de saude” (IRAS), definido pelo “Center for Disease Control and
Prevention” (CDC), como infec¢do adquirida pelo paciente no curso de um tratamento
especifico para outra enfermidade associado aos cuidados médicos (CDC, 2008).

As IRAS representam um problema de salde no mundo, constituindo uma das

principais causas de sofrimento, mortalidade, morbidade e de custos, uma vez que aumentam
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as complicacOes e sequelas e exigem tratamentos que prolongam a estado do paciente no
hospital. Hoje, como prioridade entre os epidemiologistas, esta o controle dessas infec¢des
(MASUNARI, TAVARES, 2006; MARQUES et al., 2011).

Antes da década de 1970, ja eram publicados trabalhos relatando infec¢bes por SCN
(CUNHA et al., 2006). Hoje se sabe que bactérias do género Staphylococcus séo frequentes
agentes em infecgdes sistémicas associadas com as infec¢des urinérias, infecgdes associadas a
dispositivos permanentes, bacteremias em hospedeiros comprometidos, receptores de
transplantes, endocardite, entre outras (ANTUNES et al., 2007).

Os patdgenos de maior relevancia em IRAS sdo os Enterococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Candida spp., Escherichia coli e Staphylococcus spp.
As espécies de SCN mais comumente encontradas causando infec¢bes em humanos séo: S.
epidermidis, S. saprophyticus, S. haemolyticus, S. hominis, S. lugdunensis, S. warneri e S.
capitis (GILL et al., 2005; ROSENTHAL et al., 2010; LOBO et al., 2010). O envolvimento
de Staphylococcus spp. em IRAS esta relacionado, principalmente, a capacidade de se
aderirem e proliferarem na superficie de dispositivos médicos invasivos, com o cateteres,
sondas, proteses, entre outros (ROMANELLI et al., 2013)

Segundo Mayhall (2004), infeccBes hospitalares causadas por SCN sdo mais provaveis
de ocorrer entre pacientes portadores de neoplasias, especialmente aqueles submetidos a
quimioterapia, que produz lesdes nas superficies mucosas. Quando o paciente comeca a ter
seu trato gastrintestinal colonizado por SCN, o0s micro-organismos podem em seguida
penetrar na mucosa lesada e causar sepse ou infeccdes localizadas. Nos hospitais, as areas de
maior risco de infec¢Oes estafilocdcicas graves sao os bercarios, as unidades de tratamento
intensivo, 0 centro cirdrgico e as enfermarias de quimioterapia para tratamento do cancer
(BROOKS et al., 2009). O risco de infecgdo é diretamente proporcional a gravidade da
doenca, as condi¢des nutricionais do paciente, a natureza dos procedimentos diagnosticos e
terapéuticos, assim como, o tempo de internacdo (VIANA et al., 2011; LARA et al., 2017).

O interesse médico nos SCN se deve, principalmente, ao aumento da taxa de infec¢bes
oportunistas e/ou associadas a dispositivos médicos, visto que 0 aumento no uso de
biomateriais, predispdem a colonizagdo e infeccdo por SCN (OTTO, 2004). Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2017), com o desenvolvimento de
biomateriais para uso clinico e 0 aumento de sobrevida dos pacientes imunossuprimidos, S.
aureus e SCN passaram a ser amplamente reconhecidos como responsaveis por grande parte
das IRAS, tanto no Brasil, quanto em outros paises da América Latina e dos demais

continentes.
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Nas Ultimas décadas, houve um grande aumento na resisténcia bacteriana entre 0s
micro-organismos causadores de IRAS. A multirresisténcia dos micro-organismos ganhou um
destaque especial por imporem um obstaculo ao tratamento antimicrobiano adequado e por
isso, estdo associadas a uma mortalidade maior quando comparamos com as infecgdes
causadas por bactérias sensiveis. As principais consequéncias dessa multirresisténcia sdo: o
aumento do tempo de permanéncia, o0 crescente sofrimento humano (como alteragGes
psicolégicas dos pacientes), além de aumentar o custo por episodio (utilizacdo de
antimicrobianos mais caros), devendo-se ressaltar o aumento do risco de morte. O impacto
econémico que vem destas infec¢Oes deve estimular o desenvolvimento dos programas de
qualidade na assisténcia hospitalar, além do controle do uso de antimicrobianos e
consequentemente, o controle da resisténcia bacteriana (FERNANDES, 2004; LARA et al.,
2017).

Em 1976, os programas de controle de IRAS foram organizados no Brasil, porém
somente em 1983 o Governo Federal tornou obrigatoria a implantacdo da Comissdo de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) (COUTO, PEDROSA, 2012; PEREIRA, 2018).
Segundo LEISER, TOGNIM e BEDENDO (2007), no Brasil, apesar de ndo haver uma
sistematizacdo dos dados, acredita-se que, aproximadamente de 5 a 15% dos pacientes
hospitalizados e de 25 a 35% dos pacientes admitidos em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI) adquiriram algum tipo de IRAS. O problema das IRAS no Brasil cresce a cada dia
mais, considerando que o custo do tratamento dos pacientes com infeccGes é trés vezes maior
do que pacientes sem infec¢do. Mesmo com a legislacdo vigente no pais, os indices de IRAS
permanecem altos e com um agravante, o fato das instituicGes publicas de salde possuirem as
maiores taxas de prevaléncia de IRAS no pais (LARA et al., 2017). Segundo GALES et al
(2009), dados do Brasil obtidos pelo programa SENTRY (2005-2008), na qual foram
avaliadas quatro instituicGes de saude brasileiras, indicaram que S. aureus e SCN foram o0s
patdgenos mais frequentemente isolados de infecgdes de corrente sanguinea, demonstrando

assim a alta importancia clinica desse género.

1.5 Resisténcia aos antimicrobianos

O homem sempre usou varios recursos, como vegetais, mel, sal, chumbo, entre

outros, no combate a doencas infecciosas. As primeiras descricdes sobre o uso de
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substancias que agiam como antimicrobianos datam de 3000 anos atras. Os Sumeéricos
usavam, para o tratamento de feridas, uma mistura de vinho, cerveja e zimbro. Os
Chineses, de maneira empirica, utilizavam bolores para tratar tumores e feridas. E os
Indianos, para curar disenterias, ingeriam certos “mofos” (PORTAL EDUCACAO, 2013).

A descoberta dos antimicrobianos foi um grande avango na medicina humana e
também na aplicacéo terapéutica, sendo importante na diminui¢do da mortalidade. Desde a
introducdo do mais antigo antimicrobiano até o mais recente, nota-se que o equilibrio vem
sendo alterado pelo uso indiscriminado, fazendo com que surgisse a resisténcia bacteriana
aos mesmos (MOTA et al., 2005; SILVEIRA et al., 2006; VIEIRA, VIEIRA, 2017). O
aparecimento de resisténcia aos antimicrobianos foi, é, e provavelmente continuara a ser um
dos grandes problemas da medicina, pois € causada pela mutacédo espontanea e recombinacgéo
de genes, que criam variabilidade genética. Outros fatores que favoreceram e continuam
facorecendo o aparecimento da resisténcia sdo: indicagdo inadequada de antimicrobianos
pelos médicos (para melhora rapida do paciente), interrupcdo do tratamento, venda de
antimicrobianos sem prescricdo médica e uso de antimicrobianos em ragdes animais como
promotores de crescimento (TEIXEIRA, 2009). O rapido aparecimento e disseminacdo da
multirresisténcia entre as bactérias aumentam a necessidade da identificacdo e controle dos
patdgenos envolvidos (MOTA et al., 2005).

O grande responsavel pela disseminacdo da resisténcia bacteriana é o préprio homem.
Os antimicrobianos estdo entre os farmacos mais prescritos em hospitais, sendo que cerca de
25% a 35% dos pacientes hospitalizados recebem antimicrobianos, tanto para indicacfes
terapéuticas como profilaticas, durante a internagdo. Porém, mais de 50% das vezes, 0s
antimicrobianos sdo indicados sem necessidade, com imprecisdo ou inadequacao, tanto na via
de administracdo, na dose e duragdo do tratamento, bem como, na opcdo terapéutica
inadequada, facilitando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana e, consequentemente,
impedindo a agdo de outros medicamentos. As aplicagdes dos antimicrobianos sdo definidas
com base no conhecimento do micro-organismo e no tipo de atividade pretendida, se curativa
ou profilatica. A terapia curativa tem como finalidade a cura da doenca estabelecida ou o
combate de um agente infeccioso situado em um determinado local. O uso profilético € aceito
quando se deseja prevenir uma infeccdo em situacfes da qual ha risco elevado, obedecendo a
critérios bem definidos de analise de beneficio para a sua instalagdo (VIEIRA, VIEIRA, 2017,
KUMAR et al., 2018).

Condutas como associacfes ndo embasadas na literatura, trocas frequentes de

antimicrobianos, dose, posologia e tempo de tratamento inadequado sdo fatores que levam a
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selecdo de bactérias resistentes. A prescricdo dos antimicrobianos deve ser feita de forma
coerente, baseada em resultados laboratoriais e ndo somente em dados epidemiolégicos de
determinados agentes etiologicos responsaveis por certas infeccbes, como ocorre
normalmente, o que leva a um consumo dispensavel e excessivo, tornando propicio o aumento
da resisténcia, e, por conseguinte, levando a problemas no tratamento de doencas infecciosas
(VIEIRA, VIEIRA, 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fendémeno, 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 agdo dos
antimicrobianos (TERASAWA, 2006). A transferéncia bacteriana cromossomica ocorre
geralmente entre bactérias da mesma espécie. Porém, a resisténcia bacteriana
extracromossomial (resisténcia adquirida) é a que representa verdadeiramente o problema, ja
que esta pode ocorrer entre bactérias de diferentes espécies e essas bactérias se tornam
resistentes a diversos antimicrobianos. J& alguns grupos bacterianos apresentam uma
resisténcia natural a alguns tipos de antimicrobianos, o que chamamos de resisténcia
intrinseca (SANTANA, 2006).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos entre os Staphylococcus é um problema
crescente, sendo a primeira cepa resistente constatada na deécada de 1940, logo apés a
introducdo da penicilina. No final dos anos 1950, os Staphylococcus adquiriram resisténcia a
praticamente todos os antimicrobianos disponiveis para o tratamento de infecgdes, tais como,
a eritromicina, estreptomicina e tetraciclina. Para tratar as infeccGes estafilococicas, surgiram
entdo, as penicilinas semisintéticas antiestafilococicas: a oxacilina em 1959 e a meticilina em
1960. A primeira cepa de Staphylococcus spp. resistente a oxacilina foi da espécie S.
aureus, detectada na Europa em 1961 (TAVARES, 2009; KUMAR et al., 2018).

Um fendmeno relacionado com a resisténcia € a tolerancia. Segundo BOURGEOIS et
al (2007), a tolerancia a antimicrobianos & um "tipo de resisténcia™ em particular, na qual
bactérias sdo capazes de sobreviver, porém ndo se multiplicar, na presenca de uma dose
normalmente letal de um dado antimicrobiano. A bactéria se mostra sensivel a concentracdo
inibitéria minima (CIM) do antimicrobiano, porém apresenta maior capacidade de sobreviver
na presenca do antimicrobiano, ou seja, ndo sofre a acdo da concentracdo bactericida minima
habitual, e ainda pode permanecer viavel no sitio da infeccdo. E necessario explorar os
mecanismos de tolerancia que ainda séo desconhecidos.

Segundo BINATTI et al (2015), um aspecto de grande importancia, se refere a questao

da pressdo seletiva no ambiente hospitalar que atua como crivo para supostas vantagens
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microbianas que favorecem a persisténcia e circulacdo no ambiente hospitalar, sendo que a
resisténcia é a maior garantia de persisténcia. Podemos reconhecer que condi¢des iniciais de
vantagem competitiva no ambiente ddo margem a ocorréncia de transferéncia/aquisi¢do de
genes, mais notadamente de resisténcia embora também possam estar associadas a

patogenicidade.

1.5.1 Resisténcia a oxacilina

Para combater as infeccbes estafilococicas, foram desenvolvidas as penicilinas
antiestafilococicas, como a meticilina e a oxacilina (classe dos p-lactamicos). Foram
introduzidas no ano de 1960, sendo a meticilina o primeiro antimicrobiano semissintético
dessa classe, resistente a penicilases. A oxacilina possui vantagem reconhecida sobre a
meticilina: estabilidade acida, que permite absorcdo ap6s a administracdo oral. Devido a
pressdo seletiva e abuso do uso de antimicrobianos, logo comegaram a surgir Staphylococcus
resistentes a meticilina (OLIVEIRA, 2007).

Os antimicrobianos B-lactamicos, juntamente com seus derivados, formam uma
importante classe de antimicrobianos, jA que os agentes desta classe interferem com a
biossintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana (CROSSLEY et al., 2010).
Quando a bactéria é exposta a agente dessa classe de antimicrobianos, este se liga as PBPs
especificas na parede celular bacteriana e inibe a montagem das cadeias de peptideoglicano,
ativando autolisinas que degradam a parede celular, levando a morte da célula bacteriana
(MURRAY et al., 2009).

A resisténcia a oxacilina é extremamente variavel, sendo determinada, na grande
maioria das vezes, pelo gene mecA, que é carreado por um cassete cromossdmico de
estafilococo — o qual apresenta dois complexos génicos, no qual um deles, é o complexo mec.
Este gene é responsavel pela sintese da proteina ligadora de penicilina modificada, chamada
de PBP2a, essencial na expressdo da resisténcia, ja que esta apresenta uma diminuicdo de sua
afinidade pela maioria dos antimicrobianos B-lactdmicos (Figura 1). Outros mecanismos de
resisténcia conhecidos sdo: produgdo de P-lactamases, que inativam os antimicrobianos f3-
lactamicos e o impedimento da interacdo entre o antimicrobiano e a PBP-alvo (KAISER et al.,
2010; BROOKS et al., 2009; MURRAY et al., 2009; MIMICA, MENDES, 2007).

O gene mecA é um segmento de DNA que esta localizado em uma ilha genémica

conhecido como elemento mec ou cassete cromossdmico estafilococico mec (SCCmec:
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Staphylococcal Cassette Chromosome mec). Este segmento de DNA, variando de 21-67 Kb,
carreia 0 gene mecA e o0s genes mecR1 e mecl que codificam o indutor MecR e a proteina
repressora Mecl, respectivamente (complexo gene mec). Esse elemento também carreia o
complexo ccr (ccrAB ou ccrC), da classe de resolvases e invertases e sao responsaveis pela
integracdo e excisdo do SCCmec, conferindo mobilidade ao SCCmec. Além do gene mecA, o
SCCmec pode carrear outros genes de resisténcia a drogas, podendo ser definido como uma
ilha de resisténcia a antimicrobianos. O mecanismo de transferéncia e a evolucdo de SCCmec
ainda ndo foram elucidados, porém até o momento, estudos indicam que Staphylococcus
sciuri, Staphylococcus xylosus e S. hominis, carreiam genes que representam formas
ancestrais de SCCmec. Os tipos de SCCmec séo classificados de acordo com a combinacdo de
dois elementos: complexo mec e o complexo ccr, resultando em diferentes tipos de SCCmec.
As sequéncias, entre os complexos ou depois deles, foram classificadas como regibes
“junkyard” ou regido J (J1, J2 e J3) que contém varios genes que ndo parecem ser Uteis para a
célula bacteriana, embora importantes exceg¢des incluam os genes de resisténcia mediados por
transposons ou plasmideos para resisténcia aos antibioticos ndo [-lactimicos e metais
pesados. Segundo o IWG-SCC, sdo descritos onze tipos estruturais de SCCmec (tabela 1),
para S. aureus, classificados de acordo com o tipo de complexo ccr e a classe do complexo do
gene mec. Foi descrito, no estudo de Wu et al (2015), um décimo segundo tipo de SCCmec
para S. aureus (ESPADINHA et al., 2013; WU et al., 2015; IWG-SCC, 2017; PEREIRA,
2018).

S. epidermidis é uma das espécies de maior importancia entre os SCN resistentes a
meticilina. Aproximadamente 80% a 90% dos S. epidermidis isolados de pacientes com
infeccbes nosocomiais possuem o gene mecA. A alta prevaléncia do gene reforca a crescente
resisténcia a diferentes grupos de antimicrobianos (CONTRETRAS et al., 2013).

As cepas com resisténcia a meticilina ou a oxacilina, relacionadas com o gene mecA,
apresentam resisténcia simultanea aos demais B-lactamicos (cefalosporinas, cefamicinas,
oxacefemas e carbapenémicos) e geralmente se relacionam com multiresisténcia aos
antimicrobianos ndo beta-lactamicos, tais como aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e
tetraciclina (KEIM, 2005; PEREIRA, 2018).

Entre os SCN, S. haemolyticus tem a maior tendéncia para desenvolver resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos (SZCZUKA et al., 2016). Um estudo realizado na Tunisia, no
ano de 2011, com cepas de S. haemolyticus em pacientes neutropénicos demonstrou a
prevaléncia do SCCmec tipo V em 28% das amostras (BOUCHAMI et al., 2011).



Figura 1 - Representacao ilustrativa da presenca do gene mecA, codificando a PBP2a (PBP

modificada), expressando a resisténcia
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Fonte: Adaptado de Rybak and LaPlante (2005).

Quadro 1 - Tipos de Staphylococcal Cassette
Chromosome mec.
Tipos de Tipo de Tipo de
SCCmec complexo ccr complexo mec
| 1 B
1 2 A
i 3 A
v 2 B
\Y/ 5 C2
VI 4 B
Vil 5 C1
Vil 4 A
IX 1 C2
X 7 C1
Xl 8 3
Disponivel em IWG-SCC, 2017
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1.5.2 Resisténcia a vancomicina e a teicoplanina

Os glicopeptideos (primeira geracdo — vancomicina e teicoplanina) estdo sendo cada
vez mais usados para tratar infecgdes por SCN, levando assim ao surgimento de cepas com
susceptibilidade reduzida a eles (BAKTHAVATCHALAM et al., 2017).

A vancomicina foi introduzida em 1958 e é a escolha terapéutica para tratar as
infeccdes estafilocdcicas, quando o Staphylococcus € resistente a oxacilina (meticilina)
(ANTUNES et al., 2011; SCHITO, 2006). Nesta mesma época, outros agentes
antiestafilococos passaram a ser utilizados, recebendo uma aceitagdo clinica muito maior que
a vancomicina, tendo-se em vista a sua toxicidade. Avangos em processos e técnicas de
separacdo permitiram a producdo de vancomicina com alta pureza, resultando na eliminacéo
de muitos dos seus efeitos colaterais. (SILVEIRA et al., 2006; SCHITO, 2006).

A vancomicina € um glicopeptideo complexo, com peso molecular de
aproximadamente de 1.500 Da, que interrompe a sintese do peptideoglicano da parede celular
em bactérias Gram-positivas, assim como 0s antimicrobianos penicilinicos (MURRAY et al.,
2009).

A resisténcia a vancomicina ocorre, pela inibicdo da sintese e acoplamento dos
polimeros de peptideoglicano da parede celular das bactérias, pois forma um complexo com o
precursor D-alanil-D-alanina, passando a sintetizar o dipeptideo D-alanina-D-lactato, havendo
uma interacdo eletrostatica repulsiva, no lugar da ligacdo de hidrogénio. Esse precursor se
encaixa na molécula da vancomicina, evitando, deste modo, sua ligagdo ao terminal do
peptideoglicano, que € o alvo das enzimas transglicolases (ndo ocorrendo a transferéncia da
fracdo basica para os locais de sintese de parede) e transpeptidase (onde h& o blogqueio da
remocdo da D-alanina terminal — pela acdo da enzima D-alanina-carboxipeptidase — e
consequentemente, da formacéo das ligacOes cruzadas pela enzima transpeptidase), ou seja,
ela inibe a incorporagdo de aminoacidos aos glicopeptideos integrantes da parede celular das
bactérias. Além disso, a vancomicina pode alterar ndo s a sintese de RNA como também a
permeabilidade da membrana citoplasmatica da bactéria. Esses multiplos mecanismos de acdo
da vancomicina provavelmente contribuem para baixa frequéncia de desenvolvimento de
resisténcia (SILVEIRA et al., 2006; VERMELHO et al., 2007; PASSON, 2009).

Quando houve o reconhecimento da vancomicina como um poderoso antimicrobiano,
ocorreu um periodo de “calma” na batalha contra esses micro-organismos. Em 1988,

apareceram as primeiras cepas resistentes a vancomicina (enterococos). Com isso, comegou a
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se pensar em como combater o avango das infec¢fes causadas por essas cepas e, também, de
como prevenir o aparecimento das mesmas. O controle das infecgOes e a educagdo da
populacdo foram algumas medidas tomadas para conter a propagacdo dos micro-organismos
(SILVEIRA et al., 2006). Em 1966, foi identificada no Japdo, a primeira cepa de S. aureus
com resisténcia intermediaria (suceptibilidade reduzida) a vancomicina (VISA — “vancomycin
intermediate Staphylococcus aureus”). Outros isolados de VISA foram relatados em varios
paises, inclusive no Brasil. Em junho de 2002, foi identificado no EUA, em Michigan, o
primeiro caso de S. aureus resistente a vancomicina (VRSA - “vancomycin resistant
Staphylococcus aureus™), que possuia uma concentracdo inibitéria minima de 1024ug/ml |
cerca de 1000 vezes a concentragdo inibitéria minima habitual da vancomicina para S. aureus
(MIMICA, BEREZIN, 2006).

A teicoplanina é um glicopeptideo semissintético, descoberto em 1978 e introduzido
no mercado em 1991, no Reino Unido. Sua estrutura quimica consiste numa mistura de cinco
componentes maiores que sdo designados A2-1, A2-2, A2-3, A2-4 e A2-5. E produzida a
partir do actinomiceto Actinoplanes teichomyceticus. E semelhante & vancomicina,
estruturalmente, em seu espectro de atividade e em caracteristicas farmacocinéticas. E ativa
contra uma ampla gama de patégenos Gram-positivos, incluindo Staphylococcus resistentes a
meticilina (MRS). Por ter menor propensao a causar nefrotoxicidade e reacdes anafilaticas e,
em termos de facilidade de administragdo e monitoramento, a teicoplanina tem vantagens
sobre a vancomicina em termos de tolerabilidade, além de ter uma meia-vida de eliminacéo
mais longa (30-180 horas), devido a sua alta taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas (acima de
90%), permitindo assim, que os intervalos de dosagens sejam mais longos (FANOS, KACET,
MOSCONI, 1997; SCHAISON, GRANINGER, BOUZA, 2000; ZHOU et al., 2018).

No geral, a teicoplanina chega a ser 4 vezes mais ativa do que a vancomicina em cepas
sensiveis. No entanto, contra alguns SCN, especialmente, S. haemolyticus, a teicoplanina é
menos ativa do que a vancomicina. Para essas cepas, a CIM da teicoplanina, mas ndo da
vancomicina, € muito afetada pela composi¢cdo do meio de cultura (BAKTHAVATCHALAM
etal., 2017).

A teicoplanina é indicada no tratamento de infec¢des como: endocardite, septicemia,
infeccdes osteoarticulares, infecgdes do trato respiratorio inferior, infecgbes de pele e tecidos
moles, infeccdes urinarias e peritonite associada a dialise peritoneal crénica ambulatorial.
Também é indicada no tratamento de infec¢des em pacientes alérgicos as penicilinas ou

cefalosporinas. A teicoplanina néo apresenta resisténcia cruzada com outros antimicrobianos,
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porém em enterococos, ja se observou a resisténcia cruzada entre teicoplanina e vancomicina
(SCHAISON, GRANINGER, BOUZA, 2000; ZHOU et al., 2018).

1.5.3 Resisténcia a linezolida

Com o aparecimento de agentes patogénicos multirresistentes, deu-se a necessidade do
surgimento de novas drogas. Desde os anos 2000, a linezolida vem sendo amplamente usada.
Nd&o surpreendentemente, amostras resistentes foram posteriormente relatadas. A linezolida é
uma oxazolidiona, com potente atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas,
incluindo S. aureus resistente a meticilina (MRSA), sendo geralmente empregada como
antimicrobiano de Gltimo recurso para o tratamento de infec¢des por bactérias Gram-positivas
(BUTIN etal., 2017).

Ja em 2001, um ano apo6s a linezolida ter sido aprovada para uso clinico, o primeiro
caso de S. aureus resistente a linezolida (LRSA) foi relatado em um paciente americano que
recebeu o antimicrobiano durante 1 més, para o tratamento de uma peritonite associada a
dialise. Desde entdo, varios casos foram relatados na América do Sul, Asia, Europa e América
do Norte. Por mais que a incidéncia de LRSA continue baixa, 0 que mais preocupa € o
aumento dos relatos de SCN resistentes a linezolida (LRSCN), que ja € 28 vezes maior do que
0 de LRSA (GU et al., 2013). Apds varios anos de sua aprovacdo para uso clinico, a linezolida
permanece extremamente ativa contra a maioria dos isolados clinicos tanto de S. aureus,
qguanto de SCN, sendo que apenas cerca de 2% de amostras resistentes foram relatadas por
estudos de vigilancia. Devido ao seu amplo espectro antimicrobiano em relacdo a bactérias
gram-positivas, sua farmacocinética/farmacodindmica e sua eficacia, a linezolida ¢
vastamente usada em cuidados intensivos (DORTET et al., 2017).

A linezolida inibe a sintese de proteina bacteriana por ligacéo reversivel e bloqueia o
centro de peptidil-transferase ribossomal. Mesmo que a resisténcia a esse antimicrobiano seja
rara, 0 mecanismo de resisténcia mais frenquentemente relatado ¢ uma mutagdo do ponto
G2576U no dominio V do gene 23S rRNA. MutacBes nas proteinas ribossémicas L3 e L4
também foram relatadas como responsaveis pela resisténcia a linezolida. Além disso, ainda é
descrito na literatura, como responsavel pela resisténcia a linezolida, a aquisi¢do do gene cfr,
que parece ser transmitido horizontalmente por conjugacdo (GU et al., 2013; VELOSO,
CAMPELDO, 2017).
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1.5.4 Resisténcia a moxifloxacina

A moxifloxacina é um antimicrobiano pertencente a quarta geracdo das
fluorquinolonas, que representam um grande avango da antibioticoterapia, sendo uma das
principais opgdes terapéuticas para varias infecgdes. Foi langcando primeiramente na
Alemanha em 1991 e apresenta melhor poténcia antimicrobiana. Apresenta um amplo
espectro antibacteriano, ou seja, age tanto em bactérias Gram-negativas quanto em bacterias
Gram-positivas, particularmente contra bactérias comunitarias, incluindo os principais cocos
Gram-positivos como, Staphylococcus (KING et al., 2000).

Acredita-se que a moxifloxacina atue inibindo as topoisomerase de DNA do tipo Il
(girases) e topoisomerase do tipo IV, que sdo necessarias para a sintese de mRNAs
bacterianos (transcricdo) e replicacdo do DNA, resultando na morte celular da bactéria. A
moxifloxacina, como outras fluoroquinolonas, esta associada a uma baixa taxa (1% a 3%) de
elevacdo das enzimas séricas durante o tratamento. Essas anormalidades sdo geralmente leves,
assintomaticas e transitdrias, resolvendo-se mesmo com a continuacdo da terapia. A
moxifloxacina geralmente é muito bem tolerada pelos pacientes com baixa incidéncia de
eventos adversos (PUBCHEM, 2018).

1.6 Biofilme

O principal fator de viruléncia dos SCN é a sua capacidade de se aderir e formar
biofilme em varias superficies inertes e vivas. Os biofilmes sdo comunidades bacterianas
heterogéneas existentes dentro de uma matriz composta por DNA bacteriano, proteinas e
polissacarideos e sua composicdo depende, muitas vezes, de fatores ambientais, como a
disponibilidade de nutrientes e o estresse mecanico (SCHERR et al., 2014). O biofilme pode
proteger as bactérias tanto das terapias antimicrobianas quanto dos anticorpos e outros
mecanismos de defesa do hospedeiro, ja que as bactérias formam macrocolonias, podendo
levar a infeccOes persistentes ou cronicas, sendo necessario a remocdo do disposivito
colonizado para o efetivo controle do processo infeccioso (GAD et al., 2009; SCHERR et al.,
2014; SOLIMAN et al., 2018). A formacdo do biofilme é dada em quatro etapas: ades&o,

agregacao intercelular, maturacéo e dispersao a partir do biofilme maduro. A capacidade de
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aderéncia é fundamental para a formacao de biofilme, sendo responsavel pela fixagéo celular
em uma superficie. A adesdo intercelular, responsavel pela acumulacdo de bactérias em
multicamadas, contribui para o crescimento populacional e para a protecdo celular, o que
dificulta a acdo da atividade imunologica do hospedeiro e dos antimicrobianos
(HERNANDEZ et al., 2010; LAVERTY et al., 2014).

Segundo, KOUIDHI et al (2010), a formacao do biofilme (figura 2) esta sujeita a uma
regulacdo complexa que é influenciada por uma serie de fatores ambientais. As espécies
formadoras de biofilme produzem uma matriz exopolissacaridica (polissacarideo extracelular)
chamada de slime, que se acredita constituir uma fase inicial da formag&o do biofilme, sendo
importante para a colonizagdo (LIDUMA et al., 2012; GONZALEZ et al., 2017). A adeséo
inicial ocorre quando a bactéria se adere a superficie livre. E mediada por interacdes
especificas e inespecificas, podendo ocorrer em superficies abidticas (superficie plastica de
cateteres) ou em superficies bidticas (tecidos e componentes da matriz extracelular humana).
In vivo proteinas do hospedeiro como colageno, fibrinogénio, fibronectina e vitronectina se
depositam rapidamente sobre os dispositivos invasivos recobrindo a superficie destes apos a
insercdo (BOWDEN et al., 2005; SENG et al., 2017). Em seguida, acontece a proliferacédo de
células bacterianas, formando multiplas camadas (fase de actimulo). Nessa fase, esta
envolvida uma série de componentes macromoleculares, como exopolissacarideos e proteinas
(RICE et al., 2007). Apds o estabelecimento da camada de slime, algumas células sdo capazes
de escapar do biofilme podendo ser levadas a novos sitios, reiniciando o processo de
colonizacdo (TERASAWA, 2006). A importancia do papel desempenhado pelo slime €
reforcada pela associagdo frequente a uma menor susceptibilidade aos antimicrobianos e a
dificuldade em erradicar infecgdes cronicas (ARSLAN, OZKARDES, 2007). A habilidade de
expressar diferentes fendtipos e produzir slime garante aos SCN uma grande competéncia de
colonizar diferentes ambientes (BERNARDI, 2007).
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Figura 2 - Representacéo ilustrativa das etapas da formacéo do biofilme por Staphylococcus

Fonte: Adaptado de Montana State University (2018).

Os genes que codificam as principais proteinas envolvidas na formacdo do biofilme
fazem parte do operon icaADBC que codifica a producdo de adesina polissacaridica
intercelular (“polysaccharide intercellular adhesin”, PIA), que faz a mediagdo entre a adeséo
intercelular de bactérias e a acumulacdo de multicamadas de biofilme e a adesina
polissacaridica capsular (“Capsular polysaccharide adhesin”, PSA). A PSA é um composto de
polimeros de alto peso molecular (28 kDa), que oferece protecdo contra a resposta imune do
hospedeiro, por meio formacéo da capsula bacteriana que age como uma barreira a fagécitos,
além de ser responsavel pelo processo de fixacdo da bactéria a superficie, enquanto o slime
esta ligado ao processo de acumulacéo e maturacdo do biofilme na superficie (LAVERTY et
al., 2014).

Cada gene (icaA, icaD, icaB e icaC) é responsavel por fatores patogénicos e de
viruléncia relevantes envolvidos na sintese da PIA. A transcricdo do operon icaADBC é
regulada negativamente por um gene regulatério de uma sequéncia adjacente, o gene icaR. A
evidéncia da importancia do gene icaR foi estabelecida pela delecdo do mesmo, havendo
entdo, um aumento da producédo de PIA. O gene icaA codifica uma proteina transmembranar
que trabalha em conjunto com o gene icaD. A presenca do gene icaC aumenta o comprimento
de N-acetilglicosamina e permite a translocacdo do polissacarideo através da membrana
citoplasmatica para a superficie da célula. A expressao 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
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propriedades adesivas da PIA (TRABULSI, ALTERTHUM, 2005; LAVERTY et al., 2014,
SENG et al., 2017).

Acredita-se que a producdo do biofilme mediado pela PIA forneca vantagem seletiva
na colonizacdo dos dispositivos associados (WEISSER et al., 2010). A expressdo do operon
icaAADBC € controlada por uma complexa variedade de condi¢cbes e fatores como:
anaerobiose, alta temperatura, estresse, tensdo de oxigénio, niveis de glicose e osmolaridade.
Esses fatores também influenciam a producdo do biofilme, se analisado fenotipicamente
(HERNANDEZ et al., 2010). Sequéncias homoélogas aos genes icaADBC também foram
encontrados em muitas bactérias patogénicas Gram-negativas, sendo a producdo de PIA
confirmada bioquimicamente e/ou imunologicamente em Acinetobacter baumannii,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Bordetella spp,
Burkholderia spp, Escherichia coli e Yersinia pestis (GOKCEN et al., 2013). Independente de
PIA, na formacdo de biofilme estdo envolvidas, a proteina associada ao acimulo (Aap)
codificada pelo gene aap que exerce atividade de adesina intercelular responsavel pelo
acumulo de biofilme e a proteina homologa ao Bap (Bhp) que € sintetizada pelo gene bhp e é
uma proteina ancorada na superficie da parede celular (PEREIRA, 2018).

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

O biofilme oferece vérias vantagens aos micro-organismos, como acesso mais facil a
nutrientes, aumento de troca genetica, protecdo conta a resposta imune do hospedeiro, maior
tolerancia a agente antimicrobianos e adaptacdo a ambientes agressivos. A proteina associada
ao biofilme (Bap) é uma proteina de alto peso molecular, ancorada na superficie da célula,
que também esta envolvida no processo de formacdo do biofilme, mas precisamente na

adesdo intracelular, além de auxiliar na formacdo da matrix em resposta a sinais ambientais. A
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proteina de ligacdo a fibronectina (FnbA) desempenha um papel importante na fase de
acumulo do biofilme. Ela promove a formacao do biofilme através de interacdes homofilicas
ou através de ligacGes de proteinas receptoras localizadas na superficie de células adjacentes
(DI MARTINO, 2016; SENG et al., 2017).

Em seu estudo, FREDHEIM et al (2009) investigaram a contribuicdo de proteinas,
DNA e de polissacarideos, na matrix do biofilme de 53 amostras de S. haemolyticus,
utilizando proteinase K, DNAse | e metaperiodato de potéssio (NalO4). Quando comparadas
com uma amostra controle (S. epidermidis), apenas 38% das cepas de S. haemolyticus
apresentaram desprendimento quando tratadas com NalO,4. Ao serem tratadas com DNAse |,
todas as cepas desprenderam-se, enquanto, com o tratamento com proteinase K, 98% das
cepas desprenderam-se, mostrando assim, que apesar da PIA ser frequente nos biofilmes
formados por SCN, a composicao bioquimica principal do biofilme de S. haemolyticus é néo-
polisscaridica, mas proteica e contendo DNA.

Ao contrério do que ja é sabido para S. epidermidis, a viruléncia de S. haemolyticus
em geral é, em grande parte, desconhecida. A formacao de biofilme em S. haemolyticus in
vitro tem sido relatada, porém os mecanismos moleculares envolvidos ndo foram bem
esclarecidos. A presenca de um operon ica em S. haemolyticus tem sido relatada, mas até o
momento sua contribuicdo para a formacdo de biofilme nédo é clara (FREDHEIM et al., 2009).

1.7 Caenorhabditis elegans

O nematdide de vida livre Caenorhabditis elegans tem aproximadamente 1 mm de
comprimento, possui distribuicdo global, € comumente encontrado em frutas e caules podres e
se alimenta de uma variedade de micro-organismos. E considerado um dos principais sistemas
modelo por possuir um curto ciclo de vida, transparéncia, todo o genoma sequenciado e 60%
dos genes homologos a outros nematdides e organismos eucariotos, além do pequeno
tamanho e fécil manutencdo in vitro. Foi introduzido no inicio dos anos 1970 como um
modelo para o desenvolvimento neural e, mais tarde, foi desenvolvido como um sistema
modelo para interacGes patdgeno-hospedeiro, tanto em relacdo a imunidade inata quanto a
caracterizacdo de fatores de viruléncia microbiana (ANKENY, 2001; ANTUNES et al.,
2016). C. elegans é utilizado rotineiramente para estudos por expressar trés grupos de

peptideos antimicrobianos (AMPs): fatores antibacterianos (defensinas invertebradas),
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caendforos (proteinas semelhantes a saposina) e caenacinas (proteinas semelhantes a
neuropeptideos) (ZEHRBACH, .ROGERS, TARR, 2017). C. elegans tem sido usado em uma
variedade de campos de pesquisa, como neurobiologia e biologia molecular. O progresso
cientifico obtido pelo emprego do nematdide como modelo nessas areas, estimulou seu uso
em novos campos (DE SOUZA, PEREIRA, 2018).

1.8 Justificativa

Nas ultimas décadas, os SCN passaram a ser reconhecidos como agentes etioldgicos
de processos infecciosos diversos. As infeccdes causadas pelos SCN permanecem um grande
problema de Saude Publica devido ao crescente aumento da resisténcia bacteriana aos
diversos agentes antimicrobianos utilizados na prética clinica.

Em especial, para cepas de S. haemolyticus, que apresentam entre os SCN, o mais alto
nivel de resisténcia mdltipla aos antimicrobianos, é necessario que, na maioria das vezes, 0
tratamento seja realizado através do uso de antimicrobianos de Ultima geracdo
(glicopeptideos). Logo, os antimicrobianos do grupo dos glicopeptidios (vancomicina e
teicoplanina) passaram a constituir uma das principais opc¢des terapéuticas nas infeccoes
estafilococicas em ambiente hospitalar. A capacidade de invadir células e tecidos dos
hospedeiros € um dos mais importantes fatores de viruléncia relacionadas a infeccdes
persistentes. Os mecanismos de patogenicidade do S. haemolyticus ainda sdo pouco
elucidados, porém, acredita-se que sua habilidade de causar infeccdo estd diretamente
relacionada a sua capacidade de formar biofilme.

Sendo assim, € necessario entdo, que se estabelega a vigilancia permanente tanto da
patogenicidade quanto da resisténcia dos S. haemolyticus aos antimicrobianos em questéo,
além de ser imprescindivel, medidas cuidadosas no controle de infeccdo para limitar a

propagacao de cepas multiresistentes dentro e fora das unidades de salde.
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2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral a identificacdo, a determinagdo dos perfis

de resisténcia aos agentes antimicrobianos e analise de fatores de viruléncia presentes em

amostras S. haemolyticus isoladas de sangue.

2.2 Objetivos especificos

f)

9)

h)

Identificacdo do patdgeno a partir de hemoculturas obtidas de pacientes
atendidos em unidade hospitalar;

Identificacdo da espécie pela técnica de MALDI-TOF;

Avaliacdo comparativa entre a ténica de MALDI-TOF e a técnina semi-
automatizada VITEK 2;

Determinacdo dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos através do teste
de disco-difuséo e determinacéo de CIM,;

Avaliacdo das amostras invasivas, quanto a capacidade de formacdo de
slime e de producéo de biofilme em superficies abioticas hidrofilica (vidro)
e hidrofobica (poliestireno);

Pesquisa da influéncia de doses sub-letais de agentes antimicrobianos na
producéo de slime e de biofilme;

Deteccdo da presenca de genes relacionados com a producdo de biofilme:
icaA, fbp, atl e aap;

Avaliacdo da influéncia de enzimas exdgenas (Proteinase K e DNAse 1) na
estrutura de biofilme formado por diferentes amostras;

Avaliacdo do potencial de viruléncia de amostras de diferentes perfis
fenotipicos e genotipicos de S. haemolyticus isoladas de sangue utilizando
C. elegans como modelo experimental de infeccéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem das amostras

Foram analisadas 100 amostras de SCN previamente isoladas de hemoculturas de
pacientes de diversos setores do hospital (HUPE/UERJ), nos anos de 2013 e 2014. As
amostras foram isoladas e caracterizadas preliminarmente no Laboratério de Bacteriologia
(LABAC) do HUPE/UERJ. Os micro-organismos foram mantidos estocados em solugéo de
GC-Glicerol a 20% (Medium Base, Difco Labs, Detroit, MI, USA), mantendo-se 0s estoques

a -20°C (até o momento da realizacao dos testes).

3.2 ldentificacdo bacteriana por MALDI-TOF-MS (lonizacdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz - Tempo de V6o - Espectrometria de massa, do inglés Matrix

Assisted Laser Desorption lonization — Time Of Flight — Mass Spectrometry)

As amostras foram isoladas e caracterizadas preliminarmente no Laboratorio de
Bacteriologia (LABAC) do HUPE/UERJ e confirmadas através da técnica de lonizacdo e
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF), segundo KORNIENKO et al (2016),
com modificacdes. Os perfis de proteinas bacterianas obtidos foram comparados com um
banco de dados de espectros de massa de referéncia bacteriana para identificagdo rapida no
género, espécie e, em alguns casos, no nivel da subespécie.

As amostras foram semeadas em Muller Hinton Agar e incubadas a 35 °C por 24 h.
Em seguida, as amostras foram tocadas com um auxilio de al¢a bacteriologica esterilizada e
depositada na placa metélica (Sample target) fornecida pelo fabricante do equipamento
MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics) de modo a conter ao menos 10° células
microbianas em cada poco. A placa inoculada foi mantida em fluxo laminar até a completa
secagem do material depositado. A cada pogo da placa metélica foi inoculado 1 pl da matriz
composta por acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA, Sigma; Saint Louis, MO, EUA)
preparado em acetonitrila 50% e &cido trifluoroacético 2,5% (Sigma; Saint Louis, MO, EUA).

Apds secagem da mistura e formacédo dos cristais, a placa de metal foi inserida no aparelho
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para a leitura das amostras. Os espectros de massa das amostras foram obtidos no modo
linear, observando os seguintes pardmetros: 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 somatdria de 240 disparos do laser, adquiridos atraves
de 4 grupos de 60 disparos langados em regides distintas, aleatoriamente selecionadas, em um
poco na placa metalica. Os espectros obtidos foram processados pelo software de
bioinforméatica MALDI Biotyper versdo 3.1 (Bruker Daltonics) em modo operacional padrao,
o qual realiza a pesquisa em sua biblioteca de espectros de referéncia de maneira a encontrar

aquele que mais se assemelha ao obtido com a amostra.

3.3 Analise do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

Foi realizado o método do disco para a determinacdo do perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, segundo CLSI (2016), utilizando os seguintes antimicrobianos: cefoxitina
(FOX; 30ug), ciprofloxacina (CIP; 5ug), clindamicina (DA; 02ug), clorafenicol (CHL 30ug),
eritromicina (E; 15ug), gentamicina (GEN; 10ug), penicilina G (PEN; 10ug), rifampicina
(RIF; 05ug) e sulfazotrim (SXT; 25ug), moxifloxacina (MXF; 5ug) e linezolida (LZD; 30ug)
(OXOID, Hants, UK). Foram consideradas como multirresistentes (MDR) as amostras
resistentes a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos.

Também foi realizado o teste de determinacdo de concentracdo inibitéria minima
(CIM) para oxacilina, vancomicina, linezolida, moxifloxacina e teicoplanina em placas de
microtitulacdo segundo normas estabelecidas pelo CLSI (2016). O preparo da técnica foi feita
com a producdo da solugdo mae onde foi pesado 10mg do antimicrobiano desejado,
adicionado os solventes e diluentes especificos para cada antimicrobiano, e em seguida a
solucéo foi filtrada através de uma membrana filtrante. Partindo da solu¢do mée, foi retirada
uma aliquota que foi calculada pela formula: Ci.Vi=Cf.Vf, onde Ci é a concentracéo inicial da
solucdo; Vi é o volume inicial que vamos retirar da solugdo mée para obter a concentracéo
desejada; Cf é a concentracdo final da solugédo; Vf € o volume final do meio. Depois foram
colocados na microplaca 50ul do inoculo e 50ul da solugdo mae. A microplaca foi incubada
por 24 horas a 35°C * 2°C, e posteriormente foi realizada a leitura. O primeiro pogo onde néo
houve turvacéo foi a determinacdo da CIM. O ultimo poco foi a amostra controle, onde foi

colocado apenas o indculo, sem adicdo de antimicrobianos. Para oxacilina, as amostras que
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apresentaram CIM < 0,25pg/mL foram consideradas sensiveis, e as amostras que
apresentaram CIM > 0,5pug/mL, foram consideradas resistentes. Para vancomicina, as
amostras que apresentaram CIM < 4ug/mL foram consideradas sensiveis, as amostras que
apresentaram CIM = 8ug/mL - > 16ug/mL foram consideradas intermedidrias e as amostras
que apresentaram CIM > 32ug/mL, foram consideradas resistentes. Para linezolida, as
amostras que apresentaram CIM < 4ug/mL foram consideradas sensiveis, € as amostras que
apresentaram CIM > 8ug/mL foram consideradas resistentes. Para moxifloxacina, as amostras
que apresentaram CIM < 0,5ug/mL foram consideradas sensiveis, as amostras que
apresentaram CIM = lpug/mL foram consideradas intermedidrias € as amostras que
apresentaram CIM > 2ug/mL foram consideradas resistentes. E para teicoplanina, as amostras
que apresentaram CIM < 8ug/mL foram consideradas sensiveis, as amostras que apresentaram

CIM = 16pg/mL foram consideradas intermediarias e as amostras que apresentaram CIM >

32pg/mL, foram consideradas resistentes.

3.4 Avaliacéo da producdo de biofilme na auséncia e na presenca de antimicrobianos

As amostras de S. haemolyticus foram semeados em Muller Hinton Agar por 24 horas

a 35°C +2°C, e foram submetidos aos seguintes ensaios:

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

A expressdo da producéo de slime foi avaliada pelo método de crescimento em Agar
Vermelho do Congo (CRA) (CHAIEB et al., 2005; SUED et al., 2017), onde as amostras
foram semeadas em placa, em forma de spot, em triplicata, e incubadas por 18-24 horas a
37°C e, posteriormente, por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C). Como
controle positivo para o teste, foi usada a amostra de S. epidermidis ATCC 35984. Col6nias
negras demonstram resultado positivo e colonias vermelhas ou rosa-avermelhadas negativo.
Segundo KAISER et al (2010) e SUED et al., 2017, com modifica¢Ges, as amostras foram
semeadas em placa, em forma de spot, e em triplicata, contendo a concentracdo do

antimicrobiano desejado, equivalente a %2 da CIM (cada amostra possuia uma CIM, logo, cada
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tubo continha ¥4 da CIM equivalente a amostra em questdo), foram incubados por 18-24 horas
a 35°C + 2°C, posteriormente, por 24 horas a temperatura ambiente (aproximadamente 30°C),

em aerobiose.

3.4.2 Determinacdo do padrdo de aderéncia ao vidro

A técnica de ensaio de aderéncia ao vidro foi realizada segundo MATTOS-
GUARALDI, FORMIGA (1991), onde aliquotas das suspensdes bacterianas (10°
bactérias/mL) foram inoculadas em tubos 13 x 100 mm contendo 5 ml de caldo tripticaseina
de soja (TSB) e incubadas por 48h a 37°C. A cada 48h, o meio foi retirado e uma nova partida
foi acrescentada. Este procedimento foi repetido mais duas vezes. Por fim, as amostras foram
classificadas com base nos seguintes padrdes: | (+++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo
de vidro e na interface entre o meio de cultura e o ar — fortemente aderente; 1l (++) - bactérias
aderidas nas laterais do tubo de vidro — moderadamente aderente; Il (+) — bactérias formando
um anel na interface entre o meio de cultura e o ar — fracamente aderente; e 1V (-) auséncia de
bactérias aderidas — ndo aderente. Como controle positivo para o teste foi utilizado a amostra
de S. epidermidis ATCC 35984. Na presenca de antimicrobianos, foi realizada a mesma
técnica, porém cada tubo continha 5 ml de TSB com a concentracdo do antimicrobiano
desejado, equivalente a ¥ da CIM (cada amostra possuia uma CIM, logo, cada tubo continha
Y2 da CIM equivalente a amostra em questdo) (GOMES et al., 2013; SUED et al., 2017).

3.4.3 Avaliacdo da formacéo de biofilme em superficie de poliestireno

A producdo de biofilme em placa de poliestireno foi avaliada quantitativamente
através de uma modificacdo do método descrito previamente por STEPANOVIC et al (2000),
em que as amostras foram suspensas em TSB até atingir uma turvacdo equivalente 0,5
McFarland e cultivadas a 37°C por 24h. Uma aliquota de 200 ul de suspensdo bacteriana em
TSB foi dispensada em pogo de uma placa de microtitulacdo de poliestireno de 96 pogos. A
placa foi incubada a 37°C por 24h e, em seguida, lavada duas vezes com 200 pl em tampao

salina fosfato (PBS) e, posteriormente 200 ul de metanol foram adicionados a cada pogo e
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mantidos por 15 minutos. Em seguida, o metanol foi retirado e a placa deixada em
temperatura ambiente para secagem. Em seguida, 200 pl de cristal violeta a 0,2% foram
colocados em cada pogco por 5 minutos e a placa foi lavada exaustivamente com agua
destilada. Depois de seca, foram adicionados aos pogos 200 pl de acido acético a 33%, a fim
de eluir o corante. A avaliacdo de formacéo de biofilme foi realizada pela leitura de cada pogo
utilizando espectrofotometro (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
(DOc) 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 (+++), como descrito no quadro 2. Na
presenca de antimicrobianos, foi realizada a mesma técnica, porém as amostras foram
semeadas em tubos contendo 3 ml de TSB com a concentragdo do antimicrobiano desejado,
equivalente a ¥ da CIM (cada amostra possuia uma CIM, logo cada tubo continha ¥ da CIM
equivalente a amostra em questdo) (GOMES et al., 2013; SUED et al., 2017).

Quadro 2 — Critérios utilizados para classificacdo de acordo com a producdo de
biofilme
Critério Classificacdo da amostra
DO <DOc nédo aderentes (-)
DOc < DO > 2xDOc¢ fracamente aderentes (+)
2xDOC < DO > 4xDOc¢ moderadamente aderentes (++)
DO > 4xDOc fortemente aderentes (+++)
DO - densidade éptica da amostra; DOc — densidade 6ptica do controle negativo

Fonte: Stepanovic et al (2000).

3.5 Influéncia de enzimas exdgenas em biofilmes formados

O tratamento com enzimas exdgenas: proteinase K e DNAse |, em biofilmes pré-
formados foi realizado empregando metodologias previamente descritas por FRANK, PATEL
(2007) e IZANO et al (2008), com algumas modificacoes.
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Uma aliquota de 200 pl de suspensdo bacteriana em TSB foi dispensada em pogo de
uma placa de microtitulagcdo de poliestireno de 96 pocos. A placa foi incubada a 37°C por 24h
e, em seguida, foram realizadas trés lavagens com 200 uL de tampédo PBS (Laborclin) pH 7,1
a 7,3 estéril que foi desprezado por inversdo da placa com o objetivo de remocédo de células
planctonicas. Posteriormente, a microplaca foi incubada em estufa a 60°C durante 1h para
fixacdo do biofilme. Apds a etapa de fixacdo, foram adicionados 100 uL, em triplicata, dos
seguintes reagentes em seus respectivos pocos: tampdo PBS (Laborclin) pH 7,1 a 7,3 estéril
(controle negativo da dispersao); Proteinase K (Invitrogen; Carlsbad, EUA) a 100 pug/ml em
Tris-HCI (Invitrogen; Carlsbad, EUA) a 10 mM pH 7.,5; ¢ 50 uL em triplicata do seguinte
reagente: DNAse I (Invitrogen; Carlsbad, EUA) a 100 pg/mL em solu¢do de NaCl 150 mM
(Proguimios) e CaCl, 1 mM (Macalé; Juiz de Fora, MG, Brasil). A placa foi incubada a 37 °C
por 2h. Em seguida, o contetdo da placa foi desprezado por inversdo da mesma e uma etapa
de lavagem com 200 pL PBS (Laborclin) foi realizada. A placa foi mantida a temperatura
ambiente por 24h para secagem. Em seguida, foi realizada uma etapa de coloragéo do
biofilme com cristal violeta a 0,2% por 5 minutos. Apds esse periodo a placa foi lavada
exaustivamente com agua destilada para a retirada do excesso de corante. A placa foi mantida
invertida a temperatura ambiente por 10 min e depois de seca, foi adicionado aos pogos 200 ul
de &cido acético a 33%, a fim de eluir o corante. Em seguida, foi realizada uma leitura a 570
nm em espectrofotdbmetro. Um biofilme foi considerado majoritariamente proteico quando
houve uma reducdo da absorbancia encontrada frente ao tratamento com Proteinase K em
relacdo ao valor encontrado quando o biofilme foi tratado com PBS e ndo houve reducéo ou a
mesma foi inferior quando exposto aos demais reagentes. Este mesmo parametro foi utilizado

para 0s demais reagentes.

3.6 Deteccdo dos genes icaA, fbp, atl e app

Ensaios de detecgédo da presenca dos genes icaA, ,fbp, atl e aap foram realizadas pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando os oligonucleotideos descritos
no quadro 3.

A liberacdo do DNA bacteriano através de lise térmica foi realizada de acordo com
SCHUENCK et al (2008) com modificagdes. Trés a cinco colonias de cada amostra cultivada

em Agar Sangue foram transferidas para 100 pL de tampdo TE (10mM Tris [Sigma], 1mM
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EDTA [Sigma], pH 7,8). Esta suspensdo foi mantida a temperatura de ebuli¢do, 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 reacéo de PCR.

Os ensaios de PCR para os genes icaA foram realizadas segundo 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 uL. de DNA liberado, 200 uM
de cada desoxinucleotideo trifosfatado (AATP, dGTP, dCTP e dTTP) (Life Technologies), 50
pmol de cada primer forward e reverse (1 uL), 2,5U de Tag DNA polimerase (Biotools,
Madrid, Espanha), 2,5 uL de tampédo 10X Buffer (Sigma) (10 mM Tris HCI, 25mM KCI) e
3mM de MgCl,. A reagéo de amplificacdo realizada foi programada 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 extensao de 72°C por 5 min.

Os ensaios de PCR para os genes fbp e atl foram realizadas segundo BARROS et al
(2015). A amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient),
utilizando volume total de 50 uL para a reagdo composta de 3 uL 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 ulL), 1,0U de Tag DNA polimerase (Biotools,
Madrid, Espanha), 2,5 uLL de tampédo 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 extensao de 72°C por 5 min.

O ensaio de PCR para os gene aap foi realizada segundo ARAUJO et al (2006). A
amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendof Mastercycler Gradient), utilizando
volume total de 25 pL para a reagdo 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 tampéo 10X (Sigma) (10 mM Tris HCI, 25mM KCI) e 50mM de MgCl..
A reacédo 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
visualizacdo dos produtos de amplificacdo foi obtida em transiluminador de luz ultravioleta e,
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posteriormente, o gel foi fotografado (Kodak Digital Science Electrophoresis Documentation
& Analisis System 120).

Quadro 3 — Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores utilizados nos ensaios de PCR
Gene Sequéncia do Primer 5°— 3’ Tamanho do Referéncia
Amplicon(bp)
icaAF CGA TGG GCT CAA GGT GG
icaAR TTC TTT TCG TAG CGA CTG TC 287pb Potter et al, 2009
fopF GGTGATACCATTTACCGCAC
fbpR CGTGCATCGTAGTAGCGATC 512pb Barros et al, 2015
atlF TAACTCAACAATCGATGGCG
atlR GTACCCCAAGGTGCTACTTG 446pb Barros et al, 2015
aapF CAACGAAGGCAGAAGAAGGA -
aapR CATCCCCATCTTTCTTGCTG 719pb Aradjo et al, 2006
pb-pares de bases

3.7 Ensaio de letalidade (“slow Kkilling assay”) em superficie bidtica de nematédeos

Caenorhabditis elegans

O nematoide Caenorhabditis elegans N2 foi utilizado nos ensaios como modelo
experimental in vivo para andlise de patogenicidade de amostras de S. haemolyticus. C.
elegans N2 foram mantidos em placas contendo meio de crescimento para nematdide (NGM)
por aproximadamente 3-5 dias a 20°C, sendo utilizado a cepa de Escherichia coli OP50 como
fonte de alimento, para que 0s nematodeos cheguem ao estagio larval L3.

Para os ensaios de infeccdo, 20 pL de suspensdo bacteriana a partir de uma cultura de
24 h em TSB foram adicionados a placas de NGM. Apos 24-48h, 20 vermes em estagio larval
L4 foram transferidos para placas contendo as amostras testes e foram observados
diariamente, por cinco dias seguidos. Os nematdides mortos foram contados diariamente e 0s
nematoides vivos, foram passados para uma nova placa de NGM a cada 2 dias e incubados a
20°C. Para cada amostra, aproximadamente 60 nematdides foram usados e 0s ensaios foram
realizados ao menos em 3 placas. A andlise estatistica foi realizada com Prism 5.0
(GraphPad), com valores de P inferiores a 0,05 (ANTUNES et al., 2016).
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4 RESULTADOS

4.1 ldentificacdo de Staphylococcus haemolyticus a partir de hemoculturas obtidas de

pacientes atendidos em unidade hospitalar

Conforme demonstrado na figura 3, no periodo de 2013-2014, foi isolado um total de
100 amostras de SCN de hemoculturas de pacientes atendidos no HUPE/UERJ. Além de
Staphylococcus haemolyticus (n=25; 25%), os demais isolados clinicos foram identificados no
nosso laboratério como: Staphylococcus epidermidis (n=38; 38%), Staphylococcus capitis
(n=13; 13%), Staphylococcus hominis (n=08; 8%), Staphylococcus lugdunensis (n=05; 5%),
Staphylococcus saprophyticus (n=04; 4%), Staphylococcus warneri (n=03; 3%),
Staphylococcus sciuri (n=03; 3%) e Staphylococcus aureus (n=01; 1%).

Das 25 amostras de S. haemolyticus isoladas de hemoculturas, 12 amostras foram
isoladas no ano de 2013 e 13 amostras foram isoladas no ano de 2014 (tabela 1). Os micro-
organimos foram isolados de pacientes atendidos em diferentes setores hospitalares: 6 nédo
informadas (NI), seis de UCIPG, quatro de CTI geral, trés de enfermarias, trés de
dermatologia, um de cirurgia geral, um de DIP e um de pediatria.

Figura 3 - Espécies de SCN (n=100) isoladas de hemoculturas de pacientes em diferentes
setores do HUPE/UERJ e identificadas pela técnica do MALDI-TOF
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Tabela 1 — Ano e setores hospitalares das amostras de
Staphylococcus haemolyticus isoladas de

sangue
Amostra Ano Setor hospitalar

2933 2014 NI
3295 2014 NI
3307 2014 NI
3373 2014 NI
3424 2014 NI
3754 2014 NI

689 2013 UCIPG
6739 2013 UCIPG
3995 2013 UCIPG
8919 2014 UCIPG
9228 2014 UCIPG

33 2014 UCIPG

3614-2 2013 CTl geral

2970 2014 CTI geral
7932 2014 CTl geral
1818 2014 CTl geral
8461 2013 Dermatologia
5604 2013 Dermatologia
7758 2014 Dermatologia
9524 2013 Enfermaria
3386 2013 Enfermaria
3810 2013 Enfermaria
4315 2013 Pediatria
2738 2013 DIP
3386 2014 Cirurgia geral

NI-ndo informado; UCIPG-Unidade de Cuidados Intensivos do
Plantdo Geral; CTI-Centro de tratamento intensivo; DIP-Doencas

Infecciosas e Parasitaria
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4.2 ldentificacdo da espécie pela técnica de MALDI-TOF e anélise comparativa com o

método semi-automatizado VITEK 2

A andlise comparativa da eficdcia do método semi-automatizado (VITEK 2)
empregado no LABAC e o método molecular (MALDI-TOF) empregado no nosso
laboratdrio de pesquisa, para identificacdo das amostras de SCN demonstrou que o VITEK 2,

identificou 19 amostras como S. haemolyticus (tabela 2).

Tabela 2 — Andlise comparativa da eficacia do
método semi-automatizado (VITEK 2)
e 0 método molecular (MALDI-TOF)
para identificacdo das amostras de

SCN

Amostra VITEK-2 MALDI-TOF
689 Staphylococcus sp.  S. haemolyticus
3386 S. hominis S. haemolyticus
4315 S. epidermidis S. haemolyticus
2738 S. warneri S. haemolyticus
7932 SCN S. haemolyticus
3810 SCN S. haemolyticus
2970 SCN S. haemolyticus
9524 S. haemolyticus S. haemolyticus
6739 S. haemolyticus S. haemolyticus
3781 S. haemolyticus S. haemolyticus
8461 S. haemolyticus S. haemolyticus
3614-2 S. haemolyticus S. haemolyticus
5604 S. haemolyticus S. haemolyticus
3995 S. haemolyticus S. haemolyticus
8919 S. haemolyticus S. haemolyticus
9228 S. haemolyticus S. haemolyticus
33 S. haemolyticus S. haemolyticus
1818 S. haemolyticus S. haemolyticus
2933 S. haemolyticus S. haemolyticus
3295 S. haemolyticus S. haemolyticus
3307 S. haemolyticus S. haemolyticus
3373 S. haemolyticus S. haemolyticus
3424 S. haemolyticus S. haemolyticus
3754 S. haemolyticus S. haemolyticus
7758 S. haemolyticus S. haemolyticus
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4.3 Perfis de resisténcia aos antimicrobianos

Os perfis de resisténcia expressos pelas 25 amostras de S. haemolyticus isoladas de
hemoculturas foram apresentados na tabela 3. Todas as 25 amostras de S. haemolyticus foram
oxacilina-resistentes e expressaram perfis MDR. Todas as amostras também foram resistentes
a penicilina e eritromicina, além da oxacilina. Dentre os 14 antimicrobianos testados, todas as
amostras apresentaram sensibilidade apenas para vancomicina. Nao foram observadas
amostras de S. haemolyticus isoladas de sangue, com perfis MDS (multidrug susceptible).

Os resultados demonstraram que 92% (n=23) das amostras foram resistentes a
moxifloxacina, 88% (n=22) ciprofloxacina/gentamicina-resistentes, 88% (n=22) sulfazotrim-
resistente, 84% (n=21) clindamicina-resistente, 80% (n=20) cefoxitina—resistente, 44%
(n=11) clorafenicol-resistente, 32% (n=8) rifampicina-resistente.

As amostras de S. haemolyticus apresentaram 17 perfis MDR. Os perfis MDR-1 e
MDR-2 apresentaram resisténcia ao maior numero de agentes antimicrobianos testados
(n=12). Enquanto o perfil MDR-17 foi resistente apenas a OXA, PEN, ERI e TEI e foi
detectado apenas para amostra 9524, isolada de paciente atendido na enfermaria 11. Apesar da
maioria das amostras expressar perfis MDR distintos, quatro amostras apresentaram o perfil
MDR-7, isoladas de pacientes de diferentes setores hospitalares: CTI geral, Cirurgia geral,
Dermatologia e Enfermaria 11. Dentre os antimicrobianos de Gltima escolha no tratamento de
infeccdes estafilococicas, foram observadas 92% (n=23) amostras MDR de S. haemolyticus
moxifloxacina-resistente, oito amostras linezolida-resistente e cinco amostras teicoplanina-
resistente.

Nas tabelas 3 e 4 e figura 4, foram apresentadas as concentra¢cbes minimas inibitorias
dos antimicrobianos para 25 amostras testadas: oxacilina (>512-16pg/ml), vancomicina (4-
0,5ug/ml), linezolida (32-0,5ug/ml), moxifloxacina (32-0,25ug/ml) e teicoplanina (32-
4ug/ml). Resultados discrepantes obtidos pelo método de disco difuséo e a CIM, ocorreram
para 14 amostras (54%), sendo 32% (n=8) para linezolida, 20% (n=5) para teicoplanina e 12%
(n=3) para moxifloxacina. Essas amostras apresentaram-se como sensiveis pelo método de
disco difusdo e resistentes ou intermediarias pela avaliagdo da CIM. Cinco (20%) amostras
expressaram susceptibilidade reduzida para teicoplanina (9524/MDR-17, 8919/MDR-13,
33/MDR-6, 3373/MDR-6, 7758/MDR-2) e uma (4%) amostra para moxifloxacina
(3295/MDR-16).
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Tabela 3 — Perfis de resisténcia de amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de sangue
determinados para 14 agentes antimicrobianos pelos métodos de difusdo em disco

e/ou CIM

Amostras

Setor hospitalar

Perfis de Resisténcia

7932
3754
7758
3614-2
6739
9228
689
3373
33
1818
3386
5604
3781
3995
2738
4315
8461
3424
2933
3810
8919
2970
3307
3295
9524

CTl geral

NI
Dermatologia
CTI geral
UCIPG
UCIPG
UCIPG

NIS

UCIPG

CTI geral
Cirurgia geral
Dermatologia
Enf. 11
UCIPG

DIP
Pediatria
Dermatologia
NI

NI

Enf. 14
UCIPG

CTI geral

NI

NI

Enf. 11

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, RIF, LZD
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, RIF, LZD
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, RIF, TEI
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, LZD
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI. SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, LZD
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO, RIF
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, RIF' LZD
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, RIF, TEI
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, RIF, TEI
OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, CLO

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF, RIF

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, CFO, MXF

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, MXF, CLO

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, GEN, MXF, LZD

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, GEN, CFO, MXF, LZD

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, SUT, CFO, MXF

OXA, PEN, ERI, CIP, SUT, GEN, CFO, MXF

OXA, PEN, ERI, CIP, SUT, GEN, CFO, MXF

OXA, PEN, ERI, CIP, CLI, MXF

OXA, PEN, ERI, CLI, TEI

OXA, PEN, ERI, MXF, LZD

OXA, PEN, ERI, TEI

MDR-1
MDR-1
MDR-2
MDR-3
MDR-3
MDR-4
MDR-5
MDR-6
MDR-6
MDR-7
MDR-7
MDR-7
MDR-7
MDR-8
MDR-9
MDR-10
MDR-11
MDR-11
MDR-12
MDR-13
MDR-13
MDR-14
MDR-15
MDR-16
MDR-17

Agentes antimicrobianos testados: OXA-oxacilina; CFO-cefoxitina; GEN-gentamicina; CIP-ciprofloxacina; CLI-
clindamicina; ERI-eritromicina; RIF-rifampicina; SUT- sulfazotrim; CLO-clorafenicol; PEN-penicilina; MXF-
moxifloxacina e LZD-linezolida;
NI-ndo informado; UCIPG-Unidade de Cuidados Intensivos do Plantdo Geral; DIP-Doengas Infecciosas e
Parasitarias; MDR- multi-drug resistance; CIM-concentragdo inibitdria minima.
Todas as amostras foram sensiveis a vancomicina.

As amostras com resisténcia intermediéria foram consideradas resistentes.



Tabela 4 — Concentracgéo Inibitoria Minima (CIM) para oxacilina,
vancomicina, linezolida, moxifloxacina e teicoplanina de
amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de sangue

Amostras CIM (ug/ml)

OXA VA LZD MXF TEI

9524 >512 (R)  4(S)  4(S) 025(S) 16()
3386 256 (R) 2(S) 4 4R 8 (S)
3810 256 (R)  4(S) 20 4R 8 (S)
5604 512(R) 05(S) 2(S) 2(R) 8 (S)
689 >512(R) 2(S) 8(R) 4(R) 4(S)
6739 256(R) 1() 32(R) 8(R) 4(S)
3781 256 (R) 4(S) 40 8(R) 8 (S)
8461 32(R) 20 32R 16(R) 8 (S)
36142  512(R) 4(S) 8(R) 16(R) 4(S)
4315 128(R) 4(S) 4(S) 8(R) 8 (S)
3995 128(R) 4(S) 05(S) 4(R) 4(S)
2738 2® 206 206 4R 8 (S)
7932 128(R) 2(S) 32(R) 4(R) 4(S)
8919 128(R) 1(S) 2(S) 4(R) 16 (1)
9228 128(R) 05(S) 4(S) 4(R) 4(S)

33 64(R)  4(S)  4(S) 4 (R) 16 (1)
1818 128(R)  1(S)  4(9) 4 (R) 8(S)
2933 32(R) 05(S) 4(S) 4 (R) 8(S)
3295 16(R) 45 8(R 1 (1) 4(S)
3307 32(R)  4(S) 25 025(5) 3R2((R)

3373 512(R) 4(S) 4(5) 32((R)  16(l)
3424 >512(R) 4(S) 8(R) 16 (R) 8 (S)
3754 512(R) 4(S) 16(R) 16(R) 8 (S)
7758 32R®) 406 40 2{R 16 (1)
2970 2R 206 20 4R 4(S)

CIM-concentragdo inibitéria minima; OXA-oxacilina; VA-vancomicing;
MXF-moxifloxacina; LZD-linezolida; TEl-teicoplanina; R-resistente; S-
sensivel; I-resisténcia intermediaria
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Figura 4 - Pefil de resisténcia de amostras de Staphylococcus haemolyticus isoladas de
hemoculturas - Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para oxacilina,

vancomicina, linezolida, moxifloxacina e teicoplanina
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4.4 Genes relacionados com a producéo de biofilme

Os dados obtidos pelos ensaios de PCR para detecgé@o da presenca de genes, icaA, fbp,
atl e aap, relacionados com a producdo de biofilme, foram apresentados na tabela 5. Das 25
amostras de S. haemolyticus, 13 (52%) foram positivas e uma (3424) foi negativa para todos
0s genes avaliados. Quanto a presenca de cada gene, foram positivas: 15 (60%) amostras para
0 gene icaA, 24 (96%) amostras para os genes fbp e atl e 19 (76%) amostras para o gene aap.
Apenas a amostra 3424, foi negativa para os genes fbp e atl. Amostras exibindo perfis de
resisténcia idénticos, apresentaram diferencas quanto a presenga dos genes relacionados com
a producéo de biofilme. Foram observadas amostras icaA-negativas (n=2) e icaA-positivas
(n=2) pertencentes ao perfil MDR-7. O mesmo resultado foi observado para as duas amostras
que expressavam o perfil MDR-3. As amostras do perfil MDR-1 apresentaram-se icaA-
negativa (n=1) e icaA e aap-negativa (n=1) enquanto as amostras do perfil MDR-6 foram
icaA e aap-negativa (n=1) e positiva para todos os genes avaliados (n=1). As amostras do

perfil MDR-11 foram aap-negativa (n=1) e negativa para todos 0s genes testados (n=1).
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Tabela 5 — Detec¢éo dos genes relacionados ao biofilme, icaA, fbp, atl e aap
em amostras de Staphylococcus haemolyticus isolados de sangue

Amostras PRA icaA fbp atl Aap

9524 MDR-17 + + + +
689 MDR-5 + + + +
2738 MDR-9 + + + +
8919 MDR-13 + + + +
9228 MDR-4 + + + +
2933 MDR-12 + + + +
3373 MDR-6 + + + +
7758 MDR-2 + + + +
4315 MDR-10 + + + +
1818 MDR-7 + + + +
5604 MDR-7 + + + +
2970 MDR-14 + + + +
3307 MDR-15 + + + +
3614-2 MDR-3 + + + +
8461 MDR-11 + + + -
3386 MDR-7 - + + +
3781 MDR-7 - + + +
3810 MDR-13 - + + +
3754 MDR-1 - + + +
6739 MDR-3 - + + +
7932 MDR-1 - + + -
33 MDR-6 - + + -
3295 MDR-16 - + + -
3995 MDR-8 - + + -

3424 MDR-11 - - - -

PRA-perfil de resisténcia aos antimicrobianos; MDR-multi-drug resistance; (-), negativo; (+),
positivo.

45 Producdo de matrix extracelular (slime) em meio Agar Vermelho do Congo na

auséncia e presenca de antimicrobianos

A morfologia colonial de matriz extracelular (slime) do biofilme no meio de CRA esta
ilustrada na figura 5. Amostras produtoras de matrix exopolimérica apresentaram colonias de
cor enegrecida com consisténcia seca.

Os resultados da capacidade de producdo de matriz extracelular (slime) no meio CRA
de 25 amostras MDR isoladas de sangue de S. haemolyticus estdo demonstrados na tabela 6.

Neste estudo, foi possivel observar a relacdo entre a producdo de matriz extracelular com a
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positividade do teste do CRA para a maioria (72%) das amostras testadas. A producéo de
matriz extracelular ndo foi observada para sete amostras (28%). Nos ensaios realizados na
presenca de doses sub-letais dos antimicrobianos, 72% (n=18) das amostras continuaram a
produzir matriz extracelular na presenca de oxacilina, vancomicina, linezolida, moxifloxacina
e teicoplanina. Entretanto, sete amostras slime negativa passaram a apresentar matriz
extracelular na presenga de alguns antimicrobianos: linezolida (8%, n=2), moxifloxacina
(16%, n=4) e teicoplanina (8%, n=2).

N&o foi observada correlacdo entre a capacidade producdo de slime e os perfis de
resisténcia aos antimicrobianos apresentados pelas amostras (MDR-1 a 17). Incluindo as
quatro amostras MDR-7: slime-negativa (5604) e slime-positivas (1818, 3386, 3781) na
auséncia e presenca de antimicrobianos, respectivamente.

A analise da correlacdo entre a capacidade de producdo de matriz extracelular e da
presenca de genes relacionados com a produgéo de biofilme demonstraram que 40% (n=10)
das amostras produtoras de slime na auséncia e presenca de todos os antimicrobianos, também
apresentaram todos os genes testados: icaA, fbp, atl e aap. Entretanto, foram observadas duas
amostras (5604, 2970) ndo produtoras de slime, tanto na auséncia quanto na presenca de
antimicrobianos que apresentaram todos os quatro genes testados que auxiliam a producédo de
biofilme. Por outro lado, uma amostra produtora de slime, tanto na auséncia quanto na
presenca de antimicrobianos, ndo apresentou nenhum dos quatro genes relacionados com a
producdo de biofilme.

Dentre as 18 amostras de S. haemolyticus produtoras de slime na auséncia e presenca
de todos os antimicrobianos, 100% foram fbp e atl positivas. Por outro lado, 44.45% (n=8)
das amostras apresentaram-se desprovidas do gene icaA, incluindo trés amostras que também
foram aap-negativas. Das cinco amostras que passaram a produzir slime na presencga de
antimicrobianos (linezolida, moxifloxacina e/ou teicoplanina), todas foram fbp e atl positivas
enquanto trés foram positivas e duas negativas para o gene icaA. O gene aap foi detectado em
trés dessa cinco amostras: 3307, 3614-2 e 6739. A auséncia de gene aap foi observada em

uma amostra icaA-positiva (8461) e outra amostra icaA-negativa (3995).
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Tabela 6 — Produgéo de slime no meio Vermelho do Congo por amostras de Staphylococcus haemolyticus
isolados de sangue

Producdo de slime no meio Vermelho do Congo Genes de biofilme
Amostras Controle Y da+CIM Ya da+CIM Y da+CIM Ya da+CIM Ya da+CIM icasA fbp atl aap PRA
Oxacilina Vancomicina  Linezolida  Moxifloxacina  Teicoplanina
9524 + + + + + + + + + + MDR-17
689 + + + + + + + + + + MDR-5
2738 + + + + + + + + + + MDR-9
8919 + + + + + + + + + + MDR-13
9228 + + + + + + + + + + MDR-4
2933 + + + + + + + + + + MDR-12
3373 + + + + + + + + + + MDR-6
7758 + + + + + + + + + + MDR-2
4315 + + + + + + + + + + MDR-10
1818 + + + + + + + + + + MDR-7
3386 + + + + + + - + + + MDR-7
3781 + + + + + + - + + + MDR-7
3810 + + + + + + - + + + MDR-13
3754 + + + + + + - + + + MDR-1
7932 + + + + + + - + + - MDR-1
33 + + + + + + - + + - MDR-6
3295 + + + + + + - + + - MDR-16
3424 + + + + + + - - - - MDR-11
8461 - - - + + + + + + - MDR-11
3307 - - - + - + + + + + MDR-15
3614-2 - - - - + - + + + + MDR-3
6739 - - - - + - - + + + MDR-3
3995 - - - - + - - + + - MDR-8
5604 - - - - - - + + + + MDR-7
2970 - - - - - - + + o+ MDR-14

CIM-concentragdo inibitdria minima; PRA-perfil de resisténcia aos antimicrobianos; (+), positivo; (-), negativo.
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Figura 5 - Representagdo ilustrativa da capacidade de producdo de matriz exopolimérica
(slime) em meio Vermelho do Congo de amostras de S. haemolyticus
multirresistente aos agentes antimicrobianos e produtoras de biofilme em
superficies abioticas (vidro e poliestireno). Amostras MDR-7: (A) slime-positiva
(3386/icaA-negativa) que exibiu coldnias de cor enegrecida e consisténcia seca e
(B) slime-negativa (5604/icaA-positiva) apresentando coldnias vermelhas

4.6 Producdo de biofilme na superficie abiotica do vidro

Os resultados da anélise semi-quantitativa da capacidade da producdo de biofilme na
superficie hidrofilica do vidro de 25 amostras MDR isoladas de sangue de S. haemolyticus,
estdo demonstrados na tabela 7. A producdo de biofilme foi observada para todas as amostras
testadas, porém em intensidades variadas: 19 (76%) amostras apresentaram-se fortemente
(+++) e seis (24%) fracamente (+) produtoras de biofilme.

Nos ensaios realizados na presenca de doses sub-inibitérias dos antimicrobianos, 18
(72%) amostras apresentaram perfis idénticos tanto na auséncia quanto na presenca de
oxacilina, vancomicina, linezolida, moxifloxacina e teicoplanina. Por outro lado, a presenca
de moxifloxacina influenciou a capacidade da producéo de biofilme de sete (28%) amostras,

enquanto a teicoplanina alterou esta habilidade de trés (12%) amostras.
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Na presenca de moxifloxacina, cinco (20%) amostras fracamente produtoras de
biofilme (perfil 111 +) passaram a expressar forte capacidade de formacéo de biofilme (perfil |
+++). Trés (12%) destas, apresentaram todos os genes testados: icaA, fbp, atl e aap, sendo
duas slime-positivas e uma slime-negativa. Dentre duas amostras slime-negativas, foi
observada a auséncia de ambos os genes icaA e aap para a amostra 3995/MDR-8 (4%) e
apenas do gene icaA para a amostra 6739/MDR-3 (4%). Adicionalmente, na presenca de
moxifloxacina, foi observada reducdo desta atividade para duas (8%) amostras fortemente
produtoras de biofilme (perfil 1 +++), slime-positivas e providas de todos 0s genes
relacionados com a produgéo de biofilme: 3373/MDR-6 (perfil 1l ++) e 9228/MDR-4 (perfil
11 +).

Na presenca de doses sub-inibitorias de teicoplanina, todas as 25 amostras
mantiveram-se capazes de produzir biofilme sendo a maioria em niveis idénticos ao controle.
Apenas trés amostras, mesmo apresentando os genes icaA, fbp, atl e aap, tiveram capacidade
de producédo alteradas. Aumento na producdo de biofilme foi observado para as amostras
4315/MDR-10 e 3614-2/MDR-3, independente da capacidade de producéo de slime.
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Tabela 7 — Producéo de biofilme na superficie abidtica do vidro (hidrofilica/carga positiva)
na auséncia e na presenca de doses sub-letais (Y2 da CIM) de agentes
antimicrobianos de amostras de Staphylococcus haemolyticus isolados de sangue

Genes i . g .
Amostias | PRA biofilme* ; Shl,:gir:)e Biofilme no Vidro

icaA aap ercr:T(l)er:gg do Controle Oxal,_xja ou Moxifloxacina  Teicoplanina

9524 MDR-17 + + + | (+++) 1 (++4) | (++4) | (+++)
689 MDR-5 + + + I (++4) 1 (++4) | (+++) | (+++)
8919  MDR-13  + + + | (+++) 1 (++4) | (+++) | (+++)
1818 MDR-7 + + + I (++4) 1 (++4) | (+++) | (+++)
2933 MDR-12 + + + | (+++) 1 (++4) | (++4) | (+++)
7758 MDR-2 + + + I (++4) 1 (++4) | (+++) | (+++)
5604 MDR-7 + + - | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
3307 MDR-15 + + - | (+++) 1 (++4) | (++4) | (+++4)
2970 MDR-14 + + - | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
3386 MDR-7 - + + | (+++) 1 (++4) | (++4) | (+++4)
3810 MDR-13 - + + | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
3781 MDR-7 - + + | (+++) 1 (+++) | (++4) | (+++)
7932 MDR-1 - - + | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
33 MDR-6 - - + | (+++) 1 (++4) | (++4) | (+++4)
3295 MDR-16 - - + | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
3424 MDR-11 - - + | (+++) 1 (++4) | (+++) | (+++)
3754 MDR-1 - + + | (+++) | (++4) | (+++) | (+++)
3373 MDR-6 + + + | (+++) 1 (++4) I (++) | (+++4)
9228 MDR-4 + + + | (+++) | (++4) I (+) 1 (+)
4315 MDR-10  + + + i (+) 1 (+) | (+++) I (+++)
3614-2  MDR-3 + + - i (+) I (+) | (+++) | (+++)
2738 MDR-9 + + + 1 (+) I (+) | (+++) i (+)
6739  MDR-3 - + - 1 (+) I (+) | (+++) I (+)
3995 MDR-8 - - - i (+) 1 (+) | (++4) I (+)
8461  MDR-11  + - - Il (+) Il (+) I (+) I (+)

Para slime: (-), negativo; (+), positivo.

Oxa-oxacilina; Va-vancomicina; Lzd-linezolida.
Para aderéncia ao vidro; | (+++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre 0 meio

de cultura e o ar — fortemente aderente; Il (++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro —

moderadamente aderente; 111 (+) — bactérias formando um anel na interface entre 0 meio de cultura e o ar —
fracamente aderente; e IV (-) auséncia de bactérias aderidas — ndo aderente.

*Todas as amostras foram fbp e atl positivas, exceto a amostra 3424.
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4.7 Producao de biofilme na superficie abiética de poliestireno

Os resultados da capacidade da producao de biofilme na superficie de poliestireno de
25 amostras MDR isoladas de sangue de S. haemolyticus, estdo demonstrados na tabela 8.

As maioria das amostras amostras formaram biofilme nesse substrato de natureza
hidrofobica, porém em numero e intensidades variadas: fortemente (n=6), moderadamente
(n=10), fracamente (n=6) e nao formadoras de biofilme (n=3). Dentre as amostras fortemente
aderentes, todas apresentaram resultados positivos para slime e genes aap, fbp e atl. A maioria
(n=5) também mostrou-se icaA-positiva. A amostra icaA-negativa 3386/MDR-7 foi capaz de
produzir slime e biofilme em intensidade elevada (+++) tanto no vidro quanto no poliestireno.
A amostra 2738/MDR-9 foi fracamente produtora de biofilme no vidro (Ill +) apesar de
produzir slime e ser fortemente aderente ao poliestireno e apresentar todos 0s genes testados.
Na presenca de doses sub-inibitorias dos antimicrobianos testados, todas as seis amostras
mantiveram-se capazes de produzir biofilme, sendo a maioria em niveis idénticos ao controle
(+++), exceto na presenca de linezolida (++) e teicoplanina (++).

Os resultados demonstraram que trés amostras incapazes de produzir biofilme no
poliestireno foram fracamente aderentes ao vidro (l1l +), independente da presenca dos genes
icaA e aap e da capacidade de producédo de slime. Embora em intensidade fraca (+), ap6s de
24h de incubacdo, passaram a formar biofilme no poliestireno na presenca de linezolida,
moxifloxacina ou teicoplanina.

A maioria (n=16) das amostras estudadas, foi moderadamente (n=10) ou fracamente
(n=6) aderentes ao poliestireno ndo tendo sido observada correlacdo com a presenca dos
genes icaA e aap, capacidade de producéo de slime e de aderéncia ao vidro. Na presenca de
doses sub-inibitdrias dos antimicrobianos testados, todas as amostras mantiveram-se capazes
de produzir biofilme, sendo a maioria em niveis idénticos ao controle (+++), inclusive
oxacilina e vancomicina. O aumento na producéo de biofilme foi observado na presenga de

linezolida (n=3), moxifloxacina (n=5) e teicoplanina (n=1).
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Tabela 8 — Produgdo de biofilme em superficie abidtica de poliestireno (hidrofébica/carga negativa) na
auséncia e na presenca de doses sub-letais (¥s da CIM) de agentes antimicrobianos de amostras de
Staphylococcus haemolyticus isolados de sangue

n . g T . .
Amosias | PRA bi(jfﬁ”f;* ) S,\'/I'%TI‘; d Blorfglme Biofilme no Poliestireno
icaA  aap ercr:r:)engg ° Vidro Controle O>$aou Linezolida Moxifloxacina Teicoplanina

1818 MDR-7 + + + | (+++) +++ +++ +++ +++ ++
9524  MDR-17 + + + | (+++) +++ +++ ++ +++ ++
3386 MDR-7 - + + | (+++) +++ +++ ++ +++ ++
689 MDR-5 + + + | (+++) +++ +++ ++ +++ ++
8919 MDR-13 + + + | (+++) +++ +++ ++ +++ ++
2738  MDR-9 + + + i (+) +++ +++ ++ +++ ++
2933 MDR-12 + + + | (+++) ++ ++ ++ +++ +
6739 MDR-3 - + - i (+) ++ ++ ++ ++ ++
7758  MDR-2 + + + | (+++) ++ ++ ++ ++ ++
7932 MDR-1 - - + | (+++) ++ ++ ++ ++ ++
3754  MDR-1 - + + | (+++) ++ ++ ++ ++ +
3810 MDR-13 - + + | (+++) ++ ++ ++ ++ +
5604  MDR-7 + + - | (+++) ++ ++ ++ ++ +
3424  MDR-11 - - + | (+++) ++ ++ ++ + ++
2970 MDR-14 + + - | (+++) ++ ++ + ++ ++
3373 MDR-6 + + + | (+++) ++ ++ + ++ ++
3614-2 MDR-3 + + - 1 (+) + + ++ ++ +
9228 MDR-4 + + + | (+++) + + ++ ++ +
3307 MDR-15 + + - | (+++) + + ++ + ++
3781 MDR-7 - + + | (+++) + + + ++ +

33 MDR-6 - - + | (+++) + + + ++ +
3295 MDR-16 - - + | (+++) + + + + +
8461 MDR-11 + - - 1 (+) - - + + +
4315 MDR-10 + + + i (+) - - + + +
3995 MDR-8 - - - 1 (+) - - + + +

PRA-perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

Para slime: (-), negativo; (+), positivo.

Oxa-oxacilina; Va-vancomicina

Para aderéncia ao vidro; | (+++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre o meio de culturae o ar -
fortemente aderente; 111 (+) — bactérias formando um anel na interface entre 0 meio de cultura e o ar - fracamente aderente.
Para aderéncia ao poliestireno: (-), ndo aderente; (+), fracamente aderente; (++), moderadamente aderente; (+++), fortemente
aderente.

*Todas as amostras foram fbp e atl positivas, exceto a amostra 3424.



63

4.8 Influéncia de enzimas exogenas em biofilmes pré-formados em superficie de

poliestireno

Os dados do tratamento com Proteinase K e DNAse | de biofilme pré-formados de
amostras de S. haemolyticus apresentando diferentes perfis fenotipicos e genotipicos foram
descritos na tabela 9.

A maioria das amostras (n=19) mostrou-se fortemente produtora de biofilme na
superficie hidrofilica do vidro e capaz de aderir ao poliestireno de natureza hidrofébica em
intensidades variadas: fortemente (n=5) e moderadamente/fracamente (n=14). Por outro lado,
foram observadas seis amostras fracamente aderentes ao vidro, sendo 50% ndo produtora e
50% capaz de produzir biofilme no poliestireno em intensidades variadas, incluindo a amostra
2378/MDR-9 que foi fortemente (+++) aderente ao poliestireno.

Todas as amostras fortemente aderentes ao vidro e ao poliestireno também
expressaram capacidade de producéo de slime no meio Vermelho do Congo e apresentavam
os genes codificadores de biofilme (icaA, aap, fbp e atl), exceto a amostra 3386 MDR-7
icaA-negativa. Para esse grupo de amostras, o tratamento com Proteinase K e com DNAse |
reduziram a intensidade do biofilme formado em diferentes niveis. Quando comparada ao
controle, os tratamentos enziméticos ndo permitiram a deteccdo de biofilme em trés amostras:
proteinase K/DNAse | (n=2) e DNAse | (n=1). Os dados indicaram que a capacidade de
producdo de biofilme no vidro e no poliestireno ndo estdo diretamente relacionados com a
presenca do gene icaA e que estruturas proteicas e DNA parecem contribuir para este
processo de formas variadas.

O tratamento pela Proteinase K inibiu parcialmente ou totalmente a producdo de
biofilme no poliestireno das 23 amostras (92%) e as amostras 7932/MDR-1 e 8461/MDR-11
passaram a apresentar niveis mais elevados de biofilme. O mesmo foi observado para o
tratamento com a DNAse I, no qual niveis mais elevados de biofilme foram detectados em
seis amostras (2933/MDR-12; 5604/MDR-7; 7932/MDR-1; 3307/MDR-15; 3995/MDR-8 e
3995/MDR-8), enquanto niveis inalterados, quando comparados aos controles, foram
observados em seis oportunidades tanto para amostras biofilme-positivas (n=5) (2933/MDR-
12; 5604/MDR-7; 3295/MDR-16; 9228/MDR-4; 3614-2/MDR-3) quanto para amostras
biofilme-negativa (n=1) (4315/MDR-10).



Tabela 9 — Influéncia do tratamento com Proteinase K e DNAse | em biofilmes
formados em superficie abidtica de poliestireno (hidrofobica/carga
negativa) de amostras de Staphylococcus haemolyticus isolados de
pacientes com infecgdes hematogénicas

bigﬁ?;i* Slime Biofilme em superficies abidticas
; Poliestireno
Amostras PRA can  am Meé(()) \é((a)rnrgglho (hi(;i(i)%[ﬁco) (hidrofobico)
Controle  PTNK DNAsel

3386 MDR-7 - + + | (+++4) +++ +
9524  MDR-17 + + + | (+++) +++ + +
8919 MDR-13  + + + | (+++) +++ + -
1818 MDR-7 + + + | (+++) +++ - -
689  MDR-5 + + + | (+++) +++ - -
2933 MDR-12 + + + | (++4) ++ + ++
5604  MDR-7 + + - | (+++) ++ + ++
2970 MDR-14 + + - | (++4) ++ + +
3810 MDR-13 - + + | (+++) ++ + +
7758  MDR-2 + + + | (+++) ++ - -
3373 MDR-6 + + + | (+++) ++ - -
3424 MDR-11 - - + | (+++) ++ - -
3754  MDR-1 - + + | (+++) ++ - -
7932 MDR-1 - - + | (+++) + ++ ++
3307 MDR-15  + + - | (+++) + + ++
3295 MDR-16 - - + | (++4) + + +
9228 MDR-4 + + + | (+++) + + -

33 MDR-6 - - + | (+++) + - +
3781  MDR-7 - + + | (+++) + - -
2738  MDR-9 + + + I (+) F++ + +
6739  MDR-3 - + - 11 (+) ++ + +
3614-2 MDR-3 + + - I (+) + - +
8461 MDR-11  + - - I (+) - + +
3995 MDR-8 - - - 11 (+) - - +
4315 MDR-10 + + + 1 (+) - - -

PRA-perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

Para slime: (-), negativo; (+), positivo.

PTN K-proteinase K.

Para aderéncia ao vidro; | (+++) - bactérias aderidas nas laterais do tubo de vidro e na interface entre
0 meio de cultura e o ar - fortemente aderente; 1l (+) — bactérias formando um anel na interface entre
0 meio de cultura e o ar - fracamente aderente.

Para aderéncia ao poliestireno: (-), ndo aderente; (+), fracamente aderente; (++), moderadamente
aderente; (+++), fortemente aderente.

*Todas as amostras foram fbp e atl positivas, exceto a amostra 3424.
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4.9 Potencial de viruléncia de S. haemolyticus isoladas de sangue empregando

Caenorhabdtis elegans como modelo de infec¢ao

Os resultados dos ensaios de infeccdo em C. elegans com amostras de S. haemolyticus
isoladas de sangue estdo apresentados na figura 6. Cinco amostras apresentando biotipos
variados (tabela 8) foram submetidas ao processo de infeccdo de nematddeos: icaA-positiva
7758/MDR-2 e icaA-negativas 3386/MDR-7, 3754/MDR-1, 6739/MDR-3 e 7932/MDR-1.
Até cinco dias pés infeccdo, todas as amostras foram capazes de causar a morte de
nematodeos, porém em intensidades variadas e crescentes, em relacdo ao tempo de infeccéo.
A mortalidade dos vermes passou a ser observada a partir do primeiro dia de infeccédo
(13,33% a 40%). No quinto dia de infeccdo, os percentuais de mortalidade dos vermes
variaram de 63,33% até 90%. N&o foi observado 100% de mortalidade dos nematédeos para
nenhuma das cinco amostras estudadas.

Os maiores niveis de mortalidade de vermes foram observados para as amostras
3386/MDR-7 (88,33%) e 3754/MDR-1 (90%). Para a amostra 3386 foram apresentadas as
menores taxas de sobrevivéncia dos nematddeos a partir do primeiro dia de infeccdo. No
quinto dia de infeccéo, o percentual mais elevado de sobrevivéncia dos vermes, foi observado
para a amostra 6739/MDR-3 (36,67%) indicando, portanto, um menor potencial de viruléncia
para C. elegans quando comparada as demais amostras de S haemolyticus testadas (P < 0,05).

A amostra (6739/MDR-3) que exibiu menor potencial de viruléncia para C. elegans,
também mostrou-se fracamente produtora de biofilme no vidro, slime e icaA-negativas. As
amostras (3754/MDR-1 > 3386/MDR-7 > 7932/MDR-1) que exibiram maiores potenciais de
viruléncia para os nematodeos (>80%) também foram icaA-negativas, slime-positivas e
fortemente aderentes ao vidro. Deste modo a patogenicidade de S. haemolyticus para C.
elegans pareceu ndo se correlacionar com a presenca do gene icaA uma vez gque a amostra
icaA e slime-positiva (7758/MDR-2) foi menos virulenta (78,33%) do que a maioria das

amostras icaA-negativas.
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Figura 6 - Sobrevivéncia de C. elegans apds cinco dias de infeccdo frente a cinco amostras de
S. haemolyticus isoladas de sangue. Todas as amostras foram capazes de causar a
morte de nematddeos em intensidades variadas e crescentes, em relacdo ao tempo
de infeccdo. As amostras 3386/MDR-7 e 3754/MDR-1, apresentaram as maiores

taxas de mortalidade (88,33% e 90%, respectivamente)
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5 DISCUSSAO

Até a década de 1970, os SCN eram desprezados como meros contaminantes nos
exames microbioldgicos por serem considerados somente parte da microbiota normal da
pele de seres humanos. Atualmente, ja sdo reconhecidos como agentes etioldgicos, em
crescente incidéncia, causando doencas clinicamente significativas. Staphylococcus ¢é
considerado o agente etioldgico mais frequente em casos de IRAS no Brasil e no mundo e sua
versatilidade em adquirir genes de viruléncia e de resisténcia lhes confere inegavel habilidade
para desenvolver infec¢des de gravidades variaveis (SILVA et al., 2013; PEREIRA, 2018).

No presente estudo, foi documentado a presenca de vérias espéecies de SCN
frequentemente relacionadas as IRAS de pacientes internados em diversos setores do
HUPE/UERJ. Realizada a confirmacdo das espécies pela técnica do MALDI-TOF, observou-
se que das 100 amostras isoladas de sangue, 25% (25/100) foram identificadas como S.
haemolyticus. Segundo diversos autores, S. haemolyticus tem sido responsavel por 5-38% dos
casos de infec¢des causadas por SCN além de serem uma importante causa de infeccdes da
corrente sanguinea (TABE et al., 1998; RODRIGEZ et al., 2009; SILVA et al., 2013).
Dubois et al (2010) observaram que 99,3% de suas amostras foram identificadas até o nivel de
espécie pela técnica de MALDI-TOF, além de sugerir que a ténica é melhor para identificacdo
de cepas estafilococicas que raramente sdo identificadas por métodos semi-automatizados ou
métodos bioguimicos. Além disso, a preparacdo da amostra € mais facil, existe uma economia
de tempo e a aquisicdo dos resultados é mais rapida.

A dificuldade de identificacdo de S. haemolyticus pelo Sistema Vitek 2 foi
previamente observada por outros autores (DE PAULIS et al., 2003; NUNES et al., 2007,
PEREIRA, 2018). Nos ultimos anos, 0 MALDI-TOF se tornou um método importante para
identificacdo de bactérias. Esta abordagem baseia-se na comparacdo do espectro de massa de
um micro-organismo desconhecido com o0s espectros conhecidos de micro-organismos
armazenados em base de dados. Isso resultou em um acumulo de um grande ndmero de
espectros de diferentes micro-organismos (KORNIENKO et al., 2016).

O fenbmeno da resisténcia a antimicrobianos é conhecido a mais de 50 anos.
Patdgenos nosocomiais podem permanecer viaveis ou persistir em superficies abioticas e
bioticas por meses e, portanto, sdo fontes continuas de transmissdo em ambientes de saide. A

eliminacdo das fontes e transmissdo dos patdgenos nosocomiais continua sendo um desafio.
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Os procedimentos de limpeza incompletos para equipamentos e quartos facilitam a
transmissao de bactérias multirresistentes de um paciente para outro (PEREIRA, 2018).

Todas as amostras estudadas foram multirresistentes, permitindo identificar 17
perfis diferentes (MDR-1 até MDR-17). Na literatura, encontramos estudos nos quais
foram observados dados que corroboram com os nossos. LI et al (2013) e SILVA et al
(2013) observaram que 90% e 92,6%, respectivamente, de suas amostras foram
multirresistentes. Entrentato, discordando dos nossos achados, MERTENS &
GHEBREMEDHIN (2013) informaram que apenas 15,5% das suas amostras foram
multirresistentes. A presenca de varias amostras multirresistentes, particularmente de S.
haemolyticus, pode estar favorecendo a transferéncia de genes de resisténcia no ambiente
hospitalar.

O uso de antimicrobianos tem se tornado muito frequente e como consequéncia, cresce
constantemente a resisténcia aos mesmos. Estamos frente a um grande desafio, a mais urgente
racionalizacdo do uso de antimicrobianos. A oxacilina € uma opg¢do para o tratamento de
infeccdes por SCN, contudo, a resisténcia a este antimicrobiano tem se tornado um grande
problema nas Gltimas décadas (PAIVA et al., 2010). Nossos dados demonstraram que todas as
amostras foram oxacilina-resistentes, sendo que 96% (24/25) apresentaram CIMs > 32ug/ml.
MARTINS et al (2013), observaram que 43,7% das suas amostras S. haemolyticus
oxacilina-resistentes apresentaram CIMs > 32ug/ml.

O surgimento de cepas de SCN com sensibilidade diminuida a vancomicina e
teicoplanina tem sido descrito em institui¢fes de salde, podendo contribuir para o0 aumento da
resisténcia a varios outros antimicrobianos. Ja foi descrito na literatura uma prevaléncia muito
elevada de genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdmicos e
aminoglicosideos, bem como uma proporcdo significativa de isolados com CIMs de
vancomicina préximas do ponto definido para a resisténcia (FREDHEIM et al., 2009).

Nossas amostras de S. haemolyticus apresentaram, na sua totalidade, sensibilidade a
vancomicina, com 52% das amostras apresentando CIMs > 4ug/ml. MARTINS et al (2013),
observaram que 12,5% das suas amostras S. haemolyticus vancomicina-sensiveis
apresentaram CIMs > 4 ug/ml. Das 25 amostras de S. haemolyticus, apenas uma (4%) foi
resistente e cinco (20%) apresentaram-se intermediarias a teicoplanina. KRISTOF et al
(2011) observaram em seu estudo, uma incidéncia de 32% de sensibilidade reduzida a
teicoplanina em cepas de S. haemolyticus.

RAJAN, PRAKASH E GOPAL (2017) observaram em seu estudo, na india, no

periodo de 2013-2014, que as quatro amostras de S. haemolyticus estudadas eram
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resistentes a linezolida com CIMs > 256 pg/ml. Em nosso estudo, com amostras do mesmo
periodo, apenas 32% foram linezolida-resistentes e apenas 12% das amostra apresentaram
CIM > 32 pg/ml. Corroborando nossos achados, CHAMON et al (2014) demonstraram
que suas 10 amostras linezolida-resistentes nao apresentaram CIM > 16 pg/ml.

J& para moxifloxacina, 88% das amostras foram resistentes. Em discordancia com
nossos achados, PEDROSO et al (2018) descreveram que apenas 32% de suas amostras foram
moxifloxacina-resistentes.

Um dos maiores problemas dos SCN estd no fato destes micro-organismos
apresentarem um alto poder de adesdo a diferentes superficies, incluindo superficies lisas de
biomateriais, e posterior producdo de uma camada polissacaridica, chamada de slime. O
importante papel desempenhado pelo slime é aumentado pela sua frequente associacdo ao
aumento dos antimicrobianos ou resisténcia a antimicrobianos. A dificuldade na erradicacdo
de uma infecgéo cronica associada com a formacéao de slime tem sido relatada e foi mostrado
que bactérias produtoras de slime resistem a altas concentragGes de antimicrobianos quando
comparadas com bactérias ndo produtoras de slime, o que demonstra que a producdo de
biofilme dificulta a acdo dos antimicrobianos (POURMAND et al., 2011; ZHOU et al., 2013).

Foi demonstrado que o método do Agar vermelho do Congo (CRA) tem baixo rigor
na deteccdo da producgéo de slime, porém é mais barato e facil de realizar, e seu critério de
avaliacdo é baseado na analise visual da cor das colbnias, que variam de vermelho para
amostras ndo produtoras de slime e preto para amostras produtoras de slime (KAISER et
al., 2013).

Observamos em nosso estudo que, foram positivas para a producdo de slime 72%
das amostras de S. haemolyticus tanto na auséncia de antimicrobianos, quanto na presenga
de oxacilina ou vancomicina, 88% das amostras na presenca de moxifloxacina e 80% das
amostras e na presenca de linezolida ou teicoplanina.

Corroborando nossos achados, SENG et al (2017) descreveram que 90,8% de suas
amostram foram slime-positivas. Na presenca de oxacilina ou vancomicina, SUED et al
(2017), descreveram que 66,7% das amostras de S. haemolyticus foram positivas para a
producéo de slime e que ndo houve mudanca de perfil na presenca dos antimicrobianos,
corroborando com nossos dados. E na presenca de vancomicina, encontramos na
literatura, o estudo de KAISER et al (2013), em que os autores descreveram que 57,1% de
suas amostras de S. epidermidis produziram slime na presenca de vancomicina.

Segundo KAISER et al (2013), estudos demonstram opinides controversas a

respeito da vancomicina. Alguns acreditam que a vancomicina ndo tem nenhum efeito
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inibidor sobre a formacdo de biofilme e outros estudos acreditam que a presenca de
vancomicina com concentragdes sub-CIM, ou mesmo em concentracdes mais elevadas
(8ug/ml), induz a formacdo de biofilme. Acreditamos entdo, que a presenca de
antimicrobianos no meio, pode agir como um fator de estresse, de duas formas distintas:
induzindo o micro-organismo a produzir o slime para protecdo (gerando uma diminuigédo
da sensibilidade ao antimicrobiano) ou agindo como um inibidor de slime.

Nos ambientes naturais, as bactérias aderem a superficies diversas. Esse modo de
crescimento aderente, usualmente associada com a producdo da matriz extracelular é
conhecido como biofilme. Infecgbes associadas ao biofilme sdo notoriamente dificeis de
erradicar devido a natureza dos micro-organismos, que sdo capazes de resistir a acdo dos
antimicrobianos e do sistema imunologico do hospedeiro. Além disso, ha evidéncia limitada,
porém crescente, sugerindo que os biofilmes podem facilitar o aparecimento de resisténcia aos
antimicrobianos. Os Staphylococcus podem causar uma variedade de infecgdes que envolvam
biofilme, incluindo osteomielite, endocardite, e as infec¢Bes associadas a dispositivos médicos
(RYDER et al., 2012).

Observamos que a maioria (76%) das amostras de S. haemolyticus, aderiram
fortemente ao vidro e que 24% aderiram fortemente ao poliestireno na auséncia de
antimicrobianos. PEREIRA et al (2014) observaram em seu estudo que 87% e 97% de suas
amostras aderiram ao vidro e ao poliestireno, respectivamente e SENG et al (2017)
descrevem que 26% de suas amostras adereriram fortemente ao poliestireno. Em
desacordo com nossos achados, PINHEIRO et al (2016) observaram que apenas uma
amostra de S. haemolyticus foi fortemente aderente ao poliestireno. Na presenca de
oxacilina e vancomicina, os perfis se mantiveram idénticos tanto na formagé&o de biofilme no
vidro quanto no poliestireno. SUED et al (2017) descreveram que para aderéncia ao vidro,
84% das amostras e para o poliestireno 67% das amostras, apresentaram o0 mesmo perfil
tanto na presenca de oxacilina quanto na presenca de vancomicina. Ndo ha estudos na
literatura a respeito da avaliacdo da producdo de slime, aderéncia ao vidro ou producéo de
biofilme no poliestireno na presenga de linezolida, moxifloxacina ou teicoplanina com
amostras de S. haemolyticus.

Segundo HONG et al. (2016), a presenca do gene ica pode explicar o papel dos varios
mecanismos de adesdo na patogénese da infeccdo. No entanto, alguns estudos néo
encontraram associagdo entre a deteccdo do gene ica e a formacédo de biofilmes. Além do ica,
outros genes vém sendo citados como importantes na producdo de biofilme. Dentre esses

genes incluem-se 0s genes aap e atl. Tais elementos genéticos parecem estar envolvidos no
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acumulo de biofilme sob superficies de polimeros e na capacidade de ligacdo especifica a
estas superficies, respectivamente. Além deles, o gene fbp responsavel pela sintese da proteina
ligadora de fibrinogénio parece ser um importante fator de viruléncia em infec¢es causadas
por Staphylococcus, pois esta ndo se liga apenas ao fibrinogénio, mas também pode interferir
com a agregacdo de plaquetas e a cascata do complemento dentro do hospedeiro.

A presenca de genes icaA nem sempre foi associada a formac&o de biofilme in vitro.
Nosso estudo demonstrou que apesar de 60% das amostras serem icaA-positivas, 32% néo
demonstrou associacdo da formacdo de biofilme com a presenca do gene ica. PEREIRA
(2018), informou que 32.2% das amostras de neonatos e 62,8% de adultos ndo associaram a
presenca do gene ica com a formacéo de biofilme in vitro.

Em nosso estudo, o gene atl e o gene fbp foram encontrados em 96% dos isolados de
S. haemolyticus e 76% das amostras apresentaram o gene aap. Foram positivas para todos 0s
genes, 52% das amostras e apenas uma (4%) foi negativa para todos 0s genes.
KLINGENBERG et al (2005) verificaram em seus estudos que 17% das cepas ndo produtoras
de biofilme analisadas apresentavam os genes ica, atl e aap sugerindo que outros fatores
estariam também envolvidos na producéo do biofilme. O gene fbp foi detectado em 5,66% das
amostras no estudo de SERRAY et al (2016) e no estudo de PEREIRA (2018) este gene foi
detectado em 87% das amostras neonatais e 97% das amostras de adultos. Os dados
enfatizaram que a formacdo de biofilmes por algumas cepas de S. haemolyticus pode ser
independente da presenca do gene ica, onde uma compreensdo mais profunda dos
mecanismos de formacdo de biofilmes poderia melhorar as estratégias de controle dos
mesmos.

O tratamento pela Proteinase K e DNAse | inibiu parcialmente ou totalmente a
producdo de biofilme no poliestireno de 92% e 60% de nossas amostras, respectivamente. A
Proteinase K degrada proteinas € a DNAse | pode degradar o DNA extracelular,
desestabilizando o biofilme. SHUKLA & RAO (2017), descreveram que a Proteinase K
diminiu significativamente o crescimento do biofilme na maioria dos isolados de S. aureus e
para duas amostras fracamente produtoras de biofilme, ndo houve inibicdo significativa da
formagéo do bioilme na presenca da Proteinase K. Tanto XU et al (2015) quanto TETZ &
TETZ (2010), observaram que a exposicdo a DNAse | diminuiu significativamente a
formacéo de biofilme de amostras de S. aureus.

C. elegans ¢ um nematdide de vida livre, considerado um organismo modelo por
possuir um curto ciclo de vida e ter todo 0 genoma sequenciado. Observamos que todas as

amostras foram capazes de causar a morte C. elegans, porém em intensidades variadas, em
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relacdo ao tempo de infec¢do. Corroborando nossos estudos, BEGUN et al (2007) e SIFRI et
al (2003) descrevem que suas amostras de S. epidermidis e S. aureus respectivamente, foram
capazes de matar os nematdides. Também em acordo com nossos achados, ANTUNES et al
(2016), observaram que suas amostras de trés espéecies de Corynebacterium foram capazes de
matar os vermes em intensidades variadas.

Segundo BINATTI et al (2015), um aspecto de grande importancia se refere a questdo
da pressao seletiva no ambiente hospitalar que atua como crivo para essas supostas vantagens
microbianas que favoreceriam a persisténcia e circulacdo no ambiente hospitalar, sendo que a
resisténcia é a maior garantia de persisténcia. Podemos reconhecer que, condic@es iniciais de
vantagem competitiva no ambiente deem margem a ocorréncia de transferéncia/aquisicdo de
genes, tanto de resisténcia quanto de patogenicidade.

A resisténcia cruzada entre patégenos no ambiente hospitalar é um grave problema, ja
que representa uma transferéncia de micro-organismos presentes nestes ambientes entre
pacientes através de instrumentos hospitalares. O CDC enfatiza que medidas simples como o
uso de antissépticos e a lavagem das maos devam ser utilizadas, na tentativa de reduzir a
disseminacdo de micro-organismos hospitalares, reduzindo assim, a ocorréncia das IRAS
(CDC, 2008).

Tanto os mecanismos especificos de resisténcia aos antimicrobianos, como também a
superacdo de barreiras protetoras, como biofilmes bacterianos, precisam ser considerados para
o desenvolvimento de novas terapias antibacterianas. O reconhecimento de S. haemolyticus
como agentes patogénicos nosocomiais tem estimulado pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de métodos mais precisos para sua identificacdo e caracterizacdo molecular,
bem como o estudo de fatores de viruléncia e também o estabelecimento de critérios rigorosos
para discriminar casos de infec¢do (De PAULIS et al., 2003; PEREIRA, 2018).
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo permitiriam as seguintes conclusdes.

S. haemolyticus sdo encontrados como espécie predominantemente isolada de
pacientes com infeccbes hematogénicas atendidos em diferentes setores de unidades
hospitalares localizadas em regifes metropolitanas de paises em desenvolvimento, incluindo
Rio de Janeiro, Brasil. A técnica molecular de MALDI-TOF exibe maior eficacia na
identificacdo da espécie S. haemolyticus do que o método semi-automatizado (VITEK-2),
além da vantagem de fornecer uma identificacdo fidedigna e resultados rapidos, obtidos em
apenas alguns minutos e utilizando uma pequena quantidade de inéculo.

Amostras de S. haemolyticus relacionadas com infec¢Ges hematogénicas sao oxacilina-
resistentes e expressam diferentes perfis MDR. As amostras isoladas de sangue expressam
resisténcia a agentes antimicrobianos de ultima escolha empregados no tratamento de
infeccdes estafilococicas, incluindo: moxifloxacina, linezolida e teicoplanina. A presenca de
genes relacionados com a producdo de biofilme - icaA, aap, fbp e atl - foi observada em
amostras de S. haemolyticus relacionadas com infeccbes hematogénicas pertencentes a
diferentes perfis MDR embora esses quadros clinicos também possam estar relacionados com
amostras MDR de S. haemolyticus desprovidas desses genes. A correlacdo entre a presenca
desses genes, capacidade de producdo de slime, formacdo de biofilme no vidro e no
poliestireno pode ndo ocorrer em amostras S. haemolyticus MDR isoladas destas infec¢oes.

Amostras de S. haemolyticus isoladas de infeccOes hematogénicas apresentam
diversidade quanto a capacidade de formacao de slime e producédo de biofilme em superficies
abioticas hidrofilicas, como o vidro, e hidrofobicas, como o poliestireno. Amostras S.
haemolyticus MDR isoladas de infecgbes hematogénicas podem ser icaA-independentes e
capazes de expressar capacidade de formacao de slime, biofilme no vidro e/ou no poliestireno.
Relagdo entre a produgdo de matriz extracelular com a positividade do teste do CRA foi
observada em amostras de diferentes bidtipos. Entretanto, a producdo de matriz extracelular
foi negativa em algumas oportunidades. Diversas amostras produziram matriz extracelular na
presenca de doses sub-inibitorias dos antimicrobianos oxacilina, vancomicina, linezolida,
moxifloxacina e teicoplanina. A presenca de moxifloxacina aumentou a capacidade da
producdo de biofilme de algumas amostras slime-positivas e uma slime-negativas
apresentando genes icaA, fbp, atl e aap. Por outro lado, na presenca de moxifloxacina,

ocorreu reducdo desta atividade para algumas amostras fortemente produtoras de biofilme,
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slime-positivas e providas de todos os genes relacionados com a producdo de biofilme. Na
presenca de teicoplanina algumas amostras permanecem com a producdo de biofilme
inalteradas e outras apresentaram aumento na producdo de biofilme, independente da
capacidade de producdo de slime.

O tratamento com enzimas exogenas proteinase K e DNAse aumentaram, reduziram,
inibiram ou mantiveram inalteradas, as intensidades de biofilmes pré-formados em superficie
de poliestireno. A capacidade de producao de biofilme no vidro e no poliestireno de amostras
S. haemolyticus isoladas de infec¢bes hematogénicas ndo estdo diretamente relacionados com
a presenca do gene icaA e que estruturas proteicas e DNA parecem contribuir para este
processo de formas variadas. Amostras de S. haemolyticus de diferentes perfis fenotipicos e
genotipicos isoladas de infeccbes hematogénicas sdo capazes de causar a morte de
nematodeos, porém em intensidades variadas e crescentes, em relacdo ao tempo de infeccéo.
A patogenicidade de S. haemolyticus para C. elegans pareceu ndo correlacionar com o perfil
de resisténcia aos agentes antimicrobianos, a presenca do gene icaA, a producdo de slime e de
biofilme no poliestireno.

Deste modo, 0 aumento no numero de casos de infeccdes e os aspectos multifatoriais
que favorecem a patogenicidade de S. haemolyticus devem continuar sendo investigados, uma
vez que, a disseminacdo de micro-organismos multirresistentes no ambiente hospitalar, tém se

tornado um crescente desafio para a saide publica.
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