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RESUMO

O género Staphylococcus esta intimamente relacionado as infec¢cdes hospitalares
onde existe a presenca de implantes médicos, em especial os cateteres venosos
centrais (CVC). Nestas infeccdes, a habilidade de formar biofilme € considerada um
importante fator de viruléncia entre Staphylococcus. Biofiimes sao agregados
microbianos envolvidos por uma matriz polimérica extracelular que confere protecao
contra a acao do sistema imunolégico e acdo dos antimicrobianos, dificultando assim
o tratamento das infec¢des relacionadas a implantes médicos. Os objetivos deste
estudo foram: (i) avaliar a formacéao de biofilme em 222 isolados de Staphylococcus
spp. de CVC através de dois métodos fenotipicos [agar Congo Red (ACR) e
microplacas com cristal violeta] e estabelecer possiveis marcadores genéticos de
formacdo de biofilme, através da pesquisa dos genes icaA, icaD, aap e atlE, (ii)
estabelecer um teste de suscetibilidade através da técnica de microdiluicdo em caldo
para avaliar a concentragdo inibitéria minima de vancomicina necessaria para
erradicar o biofilme formado (CMEB), e comparar estes valores com os resultados
obtidos através da técnica de concentracao inibitéria minima (CIM) em crescimento
planctonico. Das 222 amostras analisadas, encontramos 64,5% (143/222) de
isolados formadores de biofilme. A deteccdo de biofilme em S. epidermidis foi de
64,5% e 54% pelos métodos de microplaca e ACR respectivamente, utilizando
microplacas com cristal violeta como padréo ouro. Encontramos 0s genes icaA e
icaD na grande maioria (92% - 132/143) dos isolados produtores, o0 que confirma a
importancia destes genes na formacao de biofilme. Em um total de 37 S. aureus a
producdo de biofilme ocorreu em 81,1% (30/37) dos isolados, sendo que entre 0s
MRSA a taxa foi de 88,9% e entre os MSSA de 78,6%. Os genes icaA e icaD
estavam presentes em 25/30 das amostras formadoras de biofilme. Nos demais
Staphylococcus spp. coagulase negativos ndo epidermidis foi observada uma taxa
de producéo de biofilme de 35,6% (6/19). Os isolados formadores de biofilme foram
classificados em trés categorias: forte, moderado e fraco. Entre os isolados forte e
moderadamente produtores de biofilme foram observados uma maior razdo CMEB /
CIM (> 32) frente a vancomicina. Entre isolados biofilme negativos, ndo encontramos
diferencas nos valores de CMEB e CIM. Embora a forma de crescimento em biofilme
no processo infeccioso ja tenha sido bem comprovada, os laboratérios de

microbiologia clinica realizam testes de suscetibilidade em isolados na forma



planctonica. Desta forma, os resultados obtidos neste estudo, indicam que a CIM
pode ndo ser o parametro mais adequado para guiar a terapéutica. Sendo assim, é

extremamente importante avaliar a suscetibilidade a vancomicina, em casos de

infeccdes relacionadas a CVC, na forma de biofilme bacteriano (CMEB).

Palavras-chave: Biofilme, cateter venoso central; resisténcia bacteriana, icaA, icaD,

atle, aap, vancomicina, Staphylococcus spp.
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ABSTRACT

Evaluation of the biofilm in Staphylococcus spp. from Central Venous Catheter.

Staphylococcus is closely related to hospital infections, where the presence of
medical implants exists, here represented by central venous catheter (CVC). In these
infections, the ability to form biofilm is considered an important virulence factor
among Staphylococcus. Biofilms are structured communities of microbial species
involved by an extracellular polymeric matrix, which protects against the immunologic
system and antimicrobial actions, making it harder to treat those infections related to
medical implants. The goals of this study were: (i) to evaluate the biofilm formation in
222 isolates of Staphylococcus spp. of CVC through both phenotypic methods [agar
Congo Red (ACR) and microtiter plates] and establish possible genetic markers of
biofilm formation, through the research of the icaA, icaD, aap and atlE genes, by
PCR, (ii) establish susceptibility in biofilm, through of the microdilution test to
evaluate the minimal inhibitory concentration of vancomycin to eradicate the biofilm
formed - Minimal Biofilm Eradication Concentration (MBEC) and to compare these
results with the values found to the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) in growth
planctonic. From the 222 analyzed samples, we found 64.5% (143/222) of isolates
biofilm producers. The detection of the biofilm formation in the S. epidermidis was
64.5% and 54% by the microtiter plate and ACR methods, respectively, using
microtiter plates as gold standard. We found icaA and icaD genes in most (92%) of
the biofilm producing isolates, which confirms that those genes are essential for this
kind of formation. In a total of 37 S. aureus, the biofilm production was observed in
81.1% (30/37) of the isolates. Concerning the MRSA we found 88.9% and among
MSSA were observed 78.6% of biofilm-producing. The icaA and icaD genes were
present in 25/30 of the samples biofilm producers. On the other Staphylococcus spp.
coagulase negatives non-epidermidis, it was observed a number of 35.6% (6/19).
The biofilm producing isolates were classified in three categories: strong, moderate
and weak. Among the strong and moderate biofilm producing isolates, we could
observe a higher ratio MBEC/MIC (>32) in relation to the vancomycin. Among
negative biofilm isolates we found matching values for MBEC and MIC. Although the
form of growth in biofilm among the infection process has already been well proven,

the clinical microbiology laboratories perform susceptibility testing on isolates in the
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planktonic form. Thus, the results of this study indicate that the MIC cannot be the
most appropriate parameter to guide therapy. It is therefore extremely important to
evaluate the susceptibility to vancomycin in cases of infection related to CVC, in the
form of bacterial biofilms (MBEC).

Keywords: Biofilm, central venous catheter, microbial resistance, icaA, icaD, atlE,

aap, vancomycin, Staphylococcus spp.
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l. INTRODUCAO






Infeccdo nosocomial € a maior causa de morbi-mortalidade principalmente em
pacientes imunocomprometidos (QIAN et al., 2001; SKOV et al., 2005; VADYVALOO e
OTTO, 2005; OTTO, 2009). Estima-se que aproximadamente 30% de todas as infeccbes
nosocomiais e 50% das bacteremias estdo relacionadas ao género Staphylococcus
(SKOV et al., 2005). Staphylococcus spp. s@o encontrados na pele e em mucosas do
homem mantendo uma relacdo simbidtica com seu hospedeiro. Para expressar sua
patogenicidade, passando de habitantes normais da pele a protagonista de infeccéo, €
necessaria uma predisposicdo do hospedeiro, tais como: quebra da barreira cutanea,
imunossupressao, idade (idosos e recém-nascidos de baixo peso) e doenca de base
associada (VADYVALOO e OTTO, 2005).

Staphylococcus aureus é 0 mais comum agente causador de infec¢des no mundo
(CHANG et al., 2003; SADER et al., 2003; VADYVALOO e OTTO, 2005), no entanto
Staphylococcus spp. coagulase negativos (SCN) sdo 0s mais comumente isolados em
infeccOes de corrente circulatéria e aquelas associadas a implantes: cateteres, valvulas e
proteses (BANNERMAN, 2003). O historico das infec¢des hospitalares, sua relacdo com
o desenvolvimento de resisténcia aos antibiéticos, infecgbes recorrentes e periodos de
internagdo prolongados, tém suscitado interesse na busca de outros mecanismos de
patogenicidade que justifiguem seu sucesso. Infecgbes relacionadas a biofiime estéo
intimamente associadas a cateter venoso central (CVC). A hip6tese dos microrganismos
associados em biofilme organizarem estratégias de ataque ao hospedeiro, e a grande
possibilidade de interacdo do Staphylococcus spp. com outros microrganismos pode ser
um dos fatores que aumentam sua viruléncia. Essa interagdo pode ocorrer de distintas
maneiras, podendo outros microrganismos iniciar o processo de adesao na superficie do
CVC gue posteriormente sera reconhecido pelo Staphylococcus spp. ou a transferéncia
horizontal de genes de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos que ocorre com
maior frequéncia quando microrganismos estdo estreitamente associados (ROHDE et
al.,2007).

Os agregados celulares sdo compostos por micro-colénias de células e sdo
permeados por canais de agua e areas intersticiais vazias. A permanéncia do

biomaterial pode levar ao desenvolvimento de biofilme, funcionando como fonte de



infeccdo duradoura e também como protecao frente aos antimicrobianos (RAAD et
al., 1998; RICE, 2006).

Nesse contexto, varios aspectos devem ser considerados: (i) bactérias
patogénicas estdo se tornando cada vez mais resistentes a antimicrobianos; (ii)
comunidades bacterianas em biofilme s&o menos suscetiveis a tratamentos com
antimicrobianos e mantém um elevado nivel de viruléncia para o hospedeiro; (iii) a
maioria das infeccbes e uma variedade de enfermidades envolvem biofilmes
bacterianos; (iv) a utilizagdo de antimicrobianos ineficazes quando na presenca de
biofilme aumenta o tempo de internagdao, a morbi-mortalidade, onera o sistema de
saude, e eleva as taxas de resisténcia aos antimicrobianos, o que auxilia a
disseminacdo de bactérias resistentes (O'GARA e HUMPHREYS, 2002;
BEEKMANN et al., 2003; FITZPATRICK et al., 2005; RICE, 2006; CREMNITER et
al., 2010).

Ainda que estudos tenham demonstrado que microrganismos vivendo em
comunidade expressam outros genes, e dentre estes, um maior nimero de genes de
viruléncia e resisténcia, usualmente identificamos apenas o isolado prevalente e os
testes de suscetibilidade sao realizados em bactérias planctonicas (KOZITSKAYA et
al., 2005; RICE et al., 2007). Este procedimento parece inadequado, uma vez que
estudos tém mostrado que muitas bactérias, se néo todas, tém preferéncia por
adesdao as superficies, como caracteristica fundamental de sobrevivéncia. Assim, é
ambiguo o fato da suscetibilidade de microrganismos ainda ser testada em
crescimento planctonico (DUNNE, 2002; LINARES et al., 2006). Existem evidéncias
da associacao de distintos microrganismos em biofilme em dispositivos médicos, o
gue é corroborado pelo fato de que microrganismos podem atuar conjuntamente
para beneficio mdtuo e organizacdo de estratégias de viruléncia (DAVEY e
O'TOOLE, 2000; GU et al.,, 2005). O estabelecimento da terapia antimicrobiana
adequada depende dos agentes envolvidos na infeccdo, o0 que enfatiza a
importancia da determinacdo de todos os microrganismos presentes. Além disso,
todas ou quase todas as bactérias podem produzir biofiime em condicbes de

estresse e, portanto responder de maneira diferente aos antimicrobianos.



ll. REVISAO DA LITERATURA






[I.1. Aspectos Gerais do Género Staphylococcus

Staphylococcus spp. sdo bactérias Gram-positivas, catalase positivas, da
familia Micrococcaceae. O género Staphylococcus na atualidade € composto por
aproximadamente 40 espécies, 17 das quais podem ser isoladas de amostras
biolégicas humanas (MONSEN et al., 1998; BANNERMAN, 2003). Staphylococcus
sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ser encontrados no homem
colonizando pele e mucosas, possuindo uma relagéo de reciprocidade ou benigna
com o seu hospedeiro. Entretanto, os microrganismos podem desenvolver potencial
patogénico quando ocorre acesso aos tecidos do hospedeiro, através de traumas na
barreira cutanea, inoculacdo por agulhas ou implantacdo de dispositivos médicos
(BANNERMAN, 2003).

O género Staphylococcus é constituido por importantes patégenos humanos,
causando um amplo espectro de doencas sistémicas relevantes. As espécies mais
comumente associadas sdo o Staphylococcus aureus (membro mais virulento e mais
conhecido do género), Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus,
Staphylococcus hominis, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus lugdunensis, Staphylococcus simulans e Staphylococcus warneri.
Esses microrganismos apresentam elevado risco potencial de bacteremia
nosocomial entre pacientes imunocomprometidos (MURRAY et al., 2006; SIVADON
et al., 2005).

[1.2. Epidemiologia

Staphylococcus spp. sdo reconhecidamente uma importante causa de
infeccbes humanas nosocomiais e adquiridas na comunidade (ROHDE et al., 2007,
OTTO 2009). Dentre as espécies de estafilococos, Staphylococcus aureus é
considerado o microrganismo patogénico mais importante. As demais espécies do
género estdo incluidas no grupo Staphylococcus spp. coagulase negativos (SCN),
apresentando crescente interesse clinico devido a formacéo de biofilme (SIVADON
et al., 2005; VADYVALOO e OTTO, 2005; BANNERMAN e PEACOCK, 2007,
HARRISON et al., 2007).



Infecg@o nosocomial € a maior causa de morbi-mortalidade em todo o mundo,
principalmente em pacientes imunocomprometidos (ROHDE et al., 2007,
SCHOENFELDER et al., 2010). Estima-se que aproximadamente 30% de todas as
infeccbes nosocomiais e 50% das bacteremias estdo relacionadas ao género
Staphylococcus (SKOV et al., 2005; OTTO, 2009). Além disso, o ambiente hospitalar
propicia aos microrganismos a aquisi¢do de resisténcia aos antibiéticos complicando
o tratamento das infec¢des, elevando a permanéncia do paciente no hospital bem
como os custos com a internagdo (FITZPATRICK et al., 2005). Em estudo do
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program, envolvendo o Brasil e a América
Latina, no periodo de 1997 a 2001, foi detectada uma prevaléncia de 21,3% de S.
aureus e 13,9 % de SCN em hemocultura (SADER et al., 2003). Os SCN possuem a
habilidade de sobreviver em UTIs, na superficie de dispositivos médico-hospitalares
e equipamentos médicos durante semanas ou até meses (NEELY e MALEY, 2000).
A importancia e a incidéncia de infec¢cOes causadas por SCN tém crescido
substancialmente (HUSSAIN et al.,, 1998; ROHDE et al., 2006; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al,. 2007). Esta mudanc¢a no panorama epidemiolégico deve-se, entre
outros fatores, as condi¢cfes de higidez de cada paciente, pois pacientes submetidos
a quimioterdpicos, imunossupressores e dispositivos médicos apresentam situacdes
de risco para o acometimento de infeccbes (WEISSER et al., 2010). Na América do
Norte, nas ultimas trés décadas houve um aumento nas infeccbes causadas por
estes microrganismos, paralelamente ao aumento da resisténcia a meticilina nestes
isolados (JONES, 2003; HUSSAIN et al, 2002; FITZPATRICK et al., 2005;
VADYVALOO e OTTO, 2005).

O histérico das infec¢cdes hospitalares, sua relagdo com o desenvolvimento de
resisténcia aos antibidticos, infecgbes recorrentes e periodos de internacao
prolongados, tém suscitado interesse na busca por outros mecanismos de
patogenicidade. Uma hipdtese, é que microrganismos associados em biofilme
organizem estratégias de atague ao hospedeiro, e aumentem a interacdo dos

Staphylococcus spp. com outros microrganismos (CREMNITER et al., 2010).

Embora desde a década de 50 ja houvesse relatos de SCN causando

infeccdes, somente nos anos 80 a comunidade cientifica comecou a elucidar melhor
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a patogenicidade destes microrganismos. Staphylococcus spp. coagulase negativos
foram considerados ndo patogénicos e seu isolamento no laboratério clinico era
atribuido a contaminacéo pela microbiota cutanea normal. Nos ultimos anos, sao a
principal causa de infec¢cdes no sistema circulatorio em pacientes hospitalizados,
responsaveis por uma elevada morbidade e mortalidade (QIAN et al., 2001;
FERREIRA et al., 2003; GALES et al., 2009; OTTO, 2009). A freqiiéncia com que
S. epidermidis é encontrado varia de 43% a 92% dependendo da regido geografica
pesquisada (VUONG e OTTO, 2002; DE PAULIS et al., 2003; FERREIRA et al,.
2003; CAIERAO et al., 2006; ANTUNES et al,. 2007).

Estudo multicéntrico realizado pelo SENTRY “Antimicribial Surveillance
Program” (JONES, 2003), reportou o aumento da resisténcia em SCN no periodo de
1997 a 2001, em diferentes regibes do mundo, sendo que as taxas encontradas
foram: 22,4 a 38,7% na América do Norte; 22,1 a 30,4% na Europa e 29,2 a 36,0%

na América Latina.

BIEDENBACH e colaboradores (2004) demonstraram que SCN foram os
microrganismos mais isolados em bacteremias de neonatos e criangas até um ano
de idade. Em outro estudo realizado por SADER e colaboradores (2004), avaliando
questbes de resisténcia na Ameérica Latina, incluindo o Brasil, foi observada uma
diminuicdo nos niveis de suscetibilidade a teicoplanina entre SCN, sendo que no
Brasil, o perfil de suscetibilidade frente as cefalosporinas e meticilina também vem
se modificando, mostrando uma suscetibilidade de apenas 17,7%. Dados nacionais
mostram uma resisténcia de 80% a oxacilina em isolados de hemocultura, isto ja
havia sido reportado por SADER e colegas (2001). Em outro estudo brasileiro,
FERREIRA e colaboradores (2003) encontraram uma frequéncia de resisténcia de
SCN a oxacilina de 64%, em isolados de diferentes sitios clinicos. Na Asia, a
prevaléncia de S. epidermidis meticilina resistente (MRSE) foi de 60 a 66% em
bacteremia (JEONG et al., 2002).

No periodo de 2005 a 2008, outro estudo realizado pelo SENTRY, relatou
aumento das taxas de resisténcia em SCN para a maioria dos antimicrobianos

utilizados nos hospitais brasileiros. Neste estudo os indices reportados de
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resisténcia a meticilina foram de 78,7% em SCN e 31,0% em S. aureus. Sendo que
entre os SCN também foi encontrado valores elevados de resisténcia a eritromicina
de 70%, de 50% para sulfametoxazol-trimetoprima e 45% para o levofloxacino
(GALES et al., 2009).

A rapida emergéncia e disseminagdo de multiresisténcia entre as bactérias
tém aumentado a necessidade de controlar estes patdgenos em hospitais. A
caracterizacdo de clones dentro de um grupo fenotipicamente resistente tem um
impacto direto no método de intervencdo corretiva. Em uma escala mais ampla, a
identificacdo de clones de microrganismos resistentes com um grande alcance
geografico, pode fornecer uma visdo da patogenicidade e viruléncia das espécies;
podendo também resultar em intervencdes de saude publicas mais amplas, como
vacinagao e restricbes antimicrobianas, objetivando a limitagdo da proliferacdo de
patégenos resistentes (JONES, 2001).

[1.3. Importancia Clinica dos Staphylococcus spp. e Patogenicidade

11.3.1. Staphylococcus aureus

Staphylococcus spp. séo, reconhecidamente, uma importante causa de
infeccbes humanas nosonomiais e adquiridas na comunidade (CHAMBERS, 2001;
FOSTER, 2004; RIBEIRO et al., 2005), sendo Staphylococcus aureus bem descrito
como um patégeno humano oportunista (BANNERMAN, 2003). A porcdo nasal
anterior € o mais frequente sitio de colonizacdo humana, embora a pele
(especialmente quando danificada), vagina, axila, perineo e orofaringe podem,
também, estar colonizadas. Aproximadamente 25 a 50% das pessoas saudaveis
podem ser colonizadas persistente ou transitoriamente com S. aureus (KLOOS e
BANNERMAN, 1994). A colonizacédo € alta entre diabéticos insulino-dependentes,
imunocomprometidos, pacientes submetidos a hemodialise e individuos com lesdes
de pele. Os sitios de infec¢des servem como reservatérios de microrganismos de S.
aureus que poderdao causar futuras infeccbes nestes individuos. Além disso, S.
aureus é a causa mais comum de infec¢des cirargicas e 0 segundo, atras apenas de
SCN, causando bacteremia primaria (JELJASZEWICZ, 1998; WALSH, 2002). Cada

vez mais, 0s isolados nosocomiais de S. aureus sdo resistentes a multiplos
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antimicrobianos. Por outro lado, diversos relatos tém descrito infecgcdes adquiridas
na comunidade causadas por  Community-adquired-Methicillin-resistant-
Staphylococcus aureus (CA-MRSA), sendo que estes individuos nédo tiveram
exposicdo prévia a antimicrobianos (LAYTON et al., 1995; HEROLD et al., 1998;
JONES et al., 2002; SALMENLINNA et al., 2002; RIBEIRO et al., 2005). Na
comunidade, este patdbgeno permanece como uma importante causa de infec¢des

de pele e tecidos, infeccdes respiratorias e endocardites infecciosas.

Muitos individuos que desenvolvem infec¢des por S. aureus o fazem devido
ao seu proprio isolado colonizante, mostrando-se como fonte enddégena de infeccao,
ou também adquirido de outras pessoas ou de fontes ambientais (BANNERMAN,
2003). A transmissao mais frequente resulta da colonizagéo transitoria das méaos de
pessoas que trabalham em hospitais, as quais transferem isolados de S. aureus de

um paciente para outro.

Staphylococcus aureus € um patdgeno piogénico que apresenta a capacidade
de induzir a formacdo de abscessos em sitios locais ou ainda em infecges
metastaticas (BANNERMAN, 2003). Esta classica resposta patologica ao S. aureus
define o segmento no qual progride a doenca. A bactéria induz uma resposta
inflamatoria caracterizada por uma intensa resposta inicial de leucécitos
polimorfonucleares e a subsequente infiltracdo de macrofagos e fibroblastos. Em
qualguer uma das respostas da célula hospedeira (incluindo a deposi¢éo de fibrina e
coldgeno) esta a infecgcdo, ou infeccdo disseminada a tecidos adjacentes ou a
corrente circulatéria (KLOOS e BANNERMAN, 1994). Nas doencas estafilocécicas
devido a toxinas, a infeccdo clinica ndo esta, invariavelmente, presente.
Staphylococcus aureus produz diferentes tipos de toxinas: citotoxinas, toxinas
pirogénicas (superantigenos) e toxinas exfoliativas (KLOOS e BANNERMAN, 1994;
BANNERMAN, 2003). Outro fator de viruléncia bastante estudado entre estes
microrganismos esta relacionado a formacao de biofilme quando na presenca de
biomateriais (RAAD et al., 1998, DONLAN e COSTERTON, 2002; DONLAN, 2002;
FLEMMING et al., 2007, HOUSTON et al., 2011).
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[1.3.2. Staphylococcus spp. coagulase-negativos

Staphylococcus spp. coagulase negativos estdo entre 0s microrganismos
mais relacionados com infec¢cdes hospitalares, especialmente em pacientes com
fatores predisponentes tais como implantes protéticos, uso de cateteres e
imunossupressao (EIFF et al., 2002; OTTO, 2009; SCHOENFELDER et al., 2010,
GOMES et al., 2011). Estes microrganismos sao habitantes normais da pele e
mucosas e, por isso, um dos maiores desafios no laboratdrio de microbiologia clinica
€ distinguir cepas clinicamente significativas das contaminantes (EIFF et al., 2002;
OTTO, 2009). Dados do National Nosocomial Infections Surveillance System (NNIS,
1999) de janeiro de 1990 a até maio de 1999 mostraram que SCN estdo entre 0s
patégenos mais freqientemente isolados (37,3%, comparados com 12,6% para S.
aureus) de infecgbes da corrente circulatoria em pacientes internados na unidade de
terapia intensiva (UTI). Estes sdo microrganismos ubiquitarios, comensais humanos,
incluindo flora bucal e traqueal, e também com certas espécies habitando nichos
bem caracteristicos. O tratamento destas infec¢coes também é dificil porque muitos
SCN carreiam resisténcia multipla aos antimicrobianos, incluindo eventualmente,
resisténcia a classe dos glicopeptideos (DIEKEMA et al., 2001; MUSTA et al., 2009;
SADER et al., 2009).

As manifestacdes clinicas das infeccdes devido aos SCN diferem
marcantemente das infec¢cdes ocasionadas por S. aureus. Normalmente, o quadro
clinico é discreto e ndo especifico, e o curso clinico mais subagudo ou até crénico,
sem sinais marcantes de infeccéo (EIFF et al., 2002). Entretanto, sindromes sépticas
e fatais podem ocorrer, principalmente, em pacientes imunocomprometidos e/ou se
uma das espécies mais virulentas, como Staphylococcus lugdunenesis, estiver
envolvido (EIFF et al., 2002; FRANK et al., 2007).

A importancia de SCN como patdégenos nosocomiais tem incitado maior
interesse em sua detalhada caracterizacdo taxonbmica. Pesquisas sobre estes
microrganismos vém sendo realizadas, incluindo o desenvolvimento de métodos
mais acurados para identificacdo das espécies, para distincdo entre isolados
infectantes e contaminantes, tipagem epidemioldgica das espécies e deteccdo da

resisténcia a meticilina e possiveis fatores de viruléncia (ROWE et al., 2002;
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FERREIRA et al., 2003; CAIERAO et al., 2004; PALAZZO e DARINI, 2006). Além
disso, nas ultimas décadas, um dos fatores de viruléncia envolvidos na patogénese
das infeccbes por SCN, esta associado a habilidade destas espécies em
colonizarem a superficie de polimeros através da formacao de multicamadas densas
denominadas biofilme (OTTO, 2008).

Entre os SCN, S. epidermidis é a espécie mais comumente isolada em
bacteremia e S. haemolitycus é a segunda, ambos sdo associados com endocardite,
infeccdo de corrente sanguinea, peritonite, infeccbes do trato urinério, infecgbes de
ferida operatéria e infeccbes em articulagdes. Por outro lado, S.lugdunensis
apresenta caracteristicas muito semelhantes ao S. aureus, devido a natureza rapida
e agressiva de sua infeccéo, e tém sido relacionados a infeccfes de sitio cirdrgico,
abscessos, peritonite, osteomielite e endocardite (KLOOS e BANNERMAN, 1994;
HELLBACHER et al., 2006; FRANK et al., 2007). A mortalidade atribuida a infec¢des
no sistema circulatério causadas por S. epidermidis varia de 10 a 34%, com
aumento dos custos e acréscimo de 7 a 19 dias na duracdo da internacéo
(FITZPATRICK et al., 2005; OTTO, 2009; ROHDE et al., 2010).

Staphylococcus epidermidis tem emergido como 0 mais importante patdgeno
hospitalar responsavel por infeccbes associadas a implantacdo de dispositivos
meédicos como proétese articular, valvula cardiaca, marca passo, cateter de dialise
peritoneal, lente intraocular (WIESER e BUSSE, 2000; De PAULIS et al.,, 2003;
HEIKENS et al., 2005; OTTO, 2009; ROHDE et al., 2010). Seu sucesso como
patogeno, deve-se ao fato de se aderir a superficie destes dispositivos médicos
(VUONG et al., 2003; VUONG et al., 2004; OTTO, 2008; OTTO, 2009; et GOMES et
al., 2011). Até mesmo instrumentos esterilizados podem ser contaminados com
membros da microbiota normal durante sua inser¢cdo no local de interesse. As
infeccbes causadas pelo S. epidermidis sdo frequentemente persistentes e
recidivantes, funcionando como fonte de infec¢cdo duradoura (RAAD et al., 1998;
OTTO, 2009; ROHDE et al., 2010).
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11.3.3 Formacgéao de biofiilme em Staphylococcus spp.

O mecanismo pelo qual Staphylococcus formam o biofilme € um processo
complexo e de multiplos passos, onde a relevancia de cada componente ainda
requer maiores investigacbes (COSTERTON, 1999; DONLAN e COSTERTON,
2002; SILVA et al., 2002). Esta estrutura é composta por densos agregados de
células microbianas embebidas em uma matriz viscosa que se adere a uma
superficie abiotica. Os agregados celulares sdo compostos por inidmeras micro-
colonias de células e sdo permeados por canais de agua e areas intersticiais vazias.
O fluxo de &gua através dos canais intersticiais aumenta a oferta de nutrientes para
as células internas do biofilme (RAAD et al., 1998; DONLAN e COSTERTON, 2002;
DONLAN, 2002; PATEL, 2005; FLEMMING et al., 2007). As bactérias por si mesmas
representam uma fracdo variavel (normalmente, 5-35%) do total do volume do
biofilme, o restante do volume é de matriz extracelular (POZO e PATEL, 2007). Em
biofilme, os microrganismos se desenvolvem em comunidades com estrutura e
funcdo heterogeneamente organizadas, similares a organismos multicelulares
(COSTERTON et al., 1995; PATEL, 2005; OTTO, 2009; ROHDE et al., 2010).

A formacdo do biofilme inclui uma substancia extracelular que circunda o
aglomerado de células composto por produtos da bactéria e das células do
hospedeiro com composi¢cao quimica diversa, embora seu principal componente seja
o0 acido teicoico. Plasma e proteinas do tecido conectivo como fibronectina,
fibrinogénio, vitronectina, trombospondina, laminina, colageno e o fator Von
Willebrand estdo envolvidos nesse processo (EIFF et al.,, 2002). A sua formacgéao
ocorre pela adesado inicial das células a uma superficie e sua subsequente
agregacao (OTTO, 2009). Alguns autores denominam esta substancia extracelular
de “slime” (ZIEBUHR et al., 1997; EIFF et al., 2002; VUONG et al., 2003; ARCIOLA
et al., 2002), mas este termo talvez ndo seja apropriado para adesdo de bactérias a
polissacarideos nao covalentes (HUSSAIN et al., 1997; MACK et al., 2006). Assim, o

processo de formacéo do biofilme ocorre em dois estagios:

1° Adeséo primaria — onde ocorre a rapida adesdo da bactéria ao material
abidtico ou ao material protéico do hospedeiro ja aderido ao plastico, e a posterior
formagdo da multicamada de células (VACHEETHASANEE et al, 1998;
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VACHEETHASANEE e MARCHANT, 2000). Alguns pesquisadores demonstram a
existéncia de moléculas bacterianas especificas para esse tipo de interacdo
hidrofébica com a superficie abidtica, como a autolisina AtIE (HEILMANN et al.,
1996; ZIEBUHR et al., 1997; VUONG et al., 2003).

2° Adeséo intercelular - a formacdo de aglomerados celulares no topo da
monocamada de células aderidas ao plastico ou as células do hospedeiro sdo o
segundo estagio da formacédo do biofiime. Muitas moléculas ja foram propostas
como sendo responsaveis pela adesdo célula a célula, principalmente a PIA
(polysaccharide intercellular adhesin); AAP (accumulation-associated protein) e a
PNSG (poly-N-succinylglucosamine). A PIA e a PNSG podem ser a mesma
molécula, pois sdo codificadas pelo operon ica que contem os genes icaADBC
(HEILMANN et al.,1996; HUSSAIN et al., 1997; RACHID et al., 2000; ROHDE et al.,
2010). Esta adesina € o componente funcional mais importante no processo de
adesdo intercelular e também na acumulacdo das multicamadas (MACK et al.,
2006).

R0S = ) FD E—

icaR icaA icaD icaB icaC
Figura 1. Operon icaRADBC

O locus icaADBC codifica enzimas responsaveis pela sintese de PIA. Este
locus foi bem caracterizado em S. epidermidis, S. aureus e S. caprae e sequéncias
homologas foram detectadas em outras espécies de SCN, embora em S.
haemolyticus e S. saprophyticus ndo tenha sido observada estas mesmas
sequéncias homologas (MACK et al., 2006). A PIA é codificada especificamente pelo
gene icaA, mas sua expressao € reforgcada quando ocorre uma co-expressao do
icaA com o icaD, aumentando assim significativamente sua atividade e expressao
fenotipica (ARCIOLA et al., 2003; STOODLEY et al., 2004; ROHDE et al., 2010).
Mutacbes nesses genes comprometem a formacdo do biofiime por romper a
agregacdo e acumulacdo celular, no entanto, isolados PIlA-independentes

apresentam outro mecanismo de adesao e acumulacao, esta hipotese € sustentada
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pela presenca da proteina associada de acumulacdo (AAP) (ROHDE et al., 2005;
MACK et al., 2006). Também foi reportado que PIA e ica podem também falhar na
formacao de biofilme se tiverem uma aderéncia inicial prejudicada (STOODLEY et
al., 2004).

Em S. epidermidis foi observado uma sofisticada rede regulatoria que
rapidamente se adapta as trocas ambientais externas, através de uma comunicacao
interna para escapar da resposta imune do hospedeiro. Analises gendmicas
demonstraram a presenca de numerosos elementos genéticos méveis de insercao,
incluindo methicillin resistance-mediating Staphylococcal Cassette Chromosome mec
(SCCmec) e sequéncias de insercao (IS), sendo estas extremamente flexiveis e sdo
o gatilho para expressao de alguns genes (SCHOENFELDER et al., 2010). Estudos
mostram que também em S. aureus existe uma regido de grande instabilidade, onde
0 gen mecA se integra ao cromossoma. A presenca destes elementos moveis, sua
frequéncia e o niumero de vezes que ocorrem estas inser¢coes sao variavel e ainda
pouco conhecido, mas com certeza a transferéncia do gen mecA é relativamente
frequente (PETRELLI et al., 2008; SCHOENFELDER et al., 2010).

A formacdo de biofilme envolve regulagdo génica, assim sendo as
caracteristicas fenotipicas de uma bactéria formadora de biofilme séo determinadas
pelo seu gendtipo e por condicdes ambientais. Alteracbes nestas condi¢cdes
requerem pronta adaptacdo para assegurar a sobrevivéncia das mesmas. A
producdo de PIA é uma adaptacdo fisioldgica e envolve a sintese de enzimas
especificamente requeridas para 0 momento, e envolve genes especificos, o que por
sua vez, requer a existéncia de mecanismos de regulacdo génica. A pergunta chave
qgue antecede qualquer sistema de regulacdo da expressado génica €: como 0s genes
sdo ligados ou desligados, ou como sao induzidos ou reprimidos? No caso
especifico do gene ica ocorre uma repressao da expressdo génica (KNOBLOCH et
al., 2004).

Diversos estudos sobre S. epidermidis e S. aureus mostram que o estagio de
adesao por si sO é multifatorial, uma vez que depende das propriedades fisico-

guimicas do biomaterial e da natureza da superficie da célula bacteriana (DONLAN
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e COSTERTON, 2002; STOODLEY et al., 2004; MACK et al., 2004; PATEL, 2005).
A formacao de biofilme depende do sinergismo de uma variedade de genes e uma
alta variabilidade de estimulos ambientais, indicando uma clara rede regulatoria
(CHRISTENSEN et al., 1982; RACHID et al., 2000; ROHDE et al., 2004). Apesar da
elevada homologia entre o operon icaADBC de S. epidermidis e S. aureus neste
altimo ela é mais intrincada e parece ser levemente diferente (ARCIOLA, 2009). Em
ambas as espécies, na posicdo anterior ao codon de iniciagdo icaA encontra-se 0
icaR regulador, que controla a transcricdo do operon icaADBC (MACK et al., 2006).
Como foi dito anteriormente, a hidrofobicidade e a carga eletrostatica do material
estdo entre as propriedades que podem influenciar as interagdes entre o polimero e
a superficie celular bacteriana (STOODLEY et al., 2004; VADYVALOO e OTTO,
2005; MACK et al., 2006). Estudos demonstram também que 0s microrganismos se
aderem mais rapidamente a superficies hidrofébicas e apolares, como o Teflon e
outros plasticos, do que a materiais hidrofilicos, como vidro e metais. Em geral, a
aderéncia ocorre mais facilmente em superficies que sdo asperas e que sejam
revestidas por substancias que condicionem a formacédo de biofilme (DONLAN,
2002). Os CVCs, por exemplo, por estarem em contato direto com a corrente
sanguinea, ficam com a superficie revestida de plaquetas, plasma e proteinas
teciduais, que agem como condicionadores da formacao de biofime (DONLAN e
COSTERTON, 2002).

Da mesma forma que o0 sangue, outros materiais produzidos pelo hospedeiro
como lagrimas, urina, saliva, fluido intervascular e secrecdes respiratorias
influenciam na aderéncia das bactérias aos biomateriais. As proteinas da superficie
bacteriana contribuem significativamente para a adesdo aos polimeros e diversas
delas tém sido identificadas como importantes coadjuvantes na formacéo de biofilme
em estafilococos. A aderéncia do S. epidermidis ao poliestireno € mediada pela AtlE,
sua principal autolisina. Essa proteina tem duplo papel, pois também promove a
ligacdo com a vitronectina, um componente da matriz extracelular do hospedeiro.
Outras proteinas de superficie, incluindo a proteina associada ao biofilme (Bap) e a
proteina associada a acumulacéo (AAP) séo igualmente importantes na formacéo de
biofiime (VANDECASTEELE et al., 2003; STOODLEY et al., 2004; VADYVALOO e
OTTO 2005; POTTER et al., 2009). Sendo assim, o hospedeiro pode contribuir
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significativamente com a adesdo das bactérias nas infec¢des relacionadas a
dispositivos meédicos, particularmente em estafilococos. Mdltiplos receptores da
superficie celular bacteriana (adesinas) ligam-se a moléculas de células do
hospedeiro. Algumas dessas proteinas pertencem a mesma familia dos
componentes da superficie microbiana que, desta forma, reconhecem as moléculas
adesivas da matriz e assim proporcionam a adesdo a varios tipos de células do
hospedeiro, bem como revestem a superficie polimérica com suas proteinas
plasmaticas. Muitas bactérias possuem adesinas para se ligarem a fibronectina, que
€ uma proteina do hospedeiro freqiientemente associada a aderéncia bacteriana nas
superficies, seguida pelo fibrinogénio, fibrina, colageno, laminina e vitronectina
(STOODLEY et al., 2004; MACK et al., 2006).

Fenotipicamente, a quantidade de biofilme produzida por cepas individuais de
Staphylococcus é altamente variavel e influenciada pelas mudancas das condicdes
ambientais, que incluem: crescimento meédio, suplementacdo de -carboidratos,
oxigénio e dioxido de carbono contidos na atmosfera, concentracdo de ferro,
concentragbes sub-inibitdrias de alguns antimicrobianos, alta osmolaridade ou
exposicdo a etanol, reforcando que a expressdo de PIA e formacédo de biofilme é
fortemente regulada (MACK et al., 2006; ROHDE et al., 2010).

Evidéncias epidemiolégicas mostram que existe correlagdo entre
patogenicidade e presenca dos genes ica nas cepas virulentas do S.epidermidis
(GALDBART et al., 2000; ZIEBUHR et al., 2006; MACK et al., 2006; OTTO, 2009).
Por outro lado, VOGEL e colaboradores (2000) n&do encontraram uma clara

associacao entre producao de biofilme e viruléncia.

Staphylococcus epidermidis causa menor producéo de proteinas inflamatérias
gue S. aureus, e consequentemente, uma menor resposta inflamatéria, incluindo a
inibicdo de linfécitos T e mondcitos periféricos por inducdo da producdo de
prostaglandina E2. A substancia extracelular também esta envolvida de modo
prejudicial & opsonizacdo e a fagocitose, inibindo a quimiotaxia dos leucocitos
polimorfonucleares (VUONG e OTTO, 2002; VUONG et al., 2004).
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Alguns métodos tém possibilitado avaliar a aderéncia dos microrganismos,
como: técnicas de microscopia (laser confocal, epifluorescéncia, transmisséo
eletrbnica e microscopia eletrénica) ou de quantificacdo de bactérias sésseis apos a
aderéncia a superficie por sonicacdo, vortex e contas marcadas (CHAVANT et al.,
2007). Uma das técnicas mais convenientes para avaliar a formacéo de biofilme em
laboratério de microbiologia € um método semiquantitativo e colorimétrico com cristal
violeta, proposta por CHRISTENSEN e colaboradores (1982) e que nos ultimos anos
tem sofrido algumas modificacbes que a tornaram mais simples e reprodutivel. A
técnica consiste na mensuracdo da densidade Optica de um biofilme bacteriano
corado, através de determinacdo espectrofotométrica (CHISTENSEN et al., 1982;
CHISTENSEN et al.,1985, ZIEBUHR et al., 1997; STEPANOVIC et al., 2007). E uma
técnica com multiplos passos de lavagem, fixacdo e coloracdo, que apresenta
pequena variacdo entre 0S ensaios que sdo sempre realizados em quadruplicata.
Por outro lado, temos também outro importante método fenotipico descrito por
FREEMAN e colegas (1989) através da utilizacdo de Agar Congo Red (ACR) e
modificado por ARCIOLA e colaboradores (2002). Esta técnica é baseada na analise
direta das colonias crescidas em ACR. E realizada uma avaliacdo cromatica
subjetiva que permite a identificacdo de amostras produtoras de PIA, com colbnias
pretas e amostras nao produtoras de PIA que apresentam colbnias de cor vermelha.
Este ensaio é qualitativo, visto que se baseia em parametros visuais. Nesta técnica,
uma suspensado bacteriana é semeada com replicador de Steers em placas de
“Brain Heart Infusion agar” com corante “congo red” e sacarose. Ap0Os incubagao por
24h e 48h a leitura segue uma escala de cores segundo ARCIOLA e colaboradores.
(2002). Tanto o teste de microplacas como ACR podem ser comparados com a
pesquisa dos genes icaA e icaD nos isolados, numa tentativa de buscar marcadores
genéticos para este fator de viruléncia. Em um estudo recente, IORIO e
colaboradores (2011) relataram que a combinacdo do método semiquantitativo/
colorimétrico com cristal violeta com o método ACR demonstraram uma excelente
acuracia com relacdo a presenca do gene ica em S. aureus e S. epidermidis,
contribuindo assim para a determinacdo da relevancia clinica destes em culturas de
sangue (IORIO et al., 2011).
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Por outro lado, alguns estudos apresentam uma vasta lista de genes que
parecem estar associados com a formacédo do biofiime além do operon ica, tais
como sarA, atlE, aap, bap, empb, aae entre outros (CUCARELLA et al.,, 2001,
VANDECASTEELE et al., 2003; VADYVALOO et al., 2004; LI et al., 2005; ARCIOLA
et al., 2006; DE ARAUJO et al., 2006; NININ et al., 2006; ROHDE et al., 2007, ,
YARWOOD et al.., 2007).

Além da producéo de biofilme, outros fatores de viruléncia estdo envolvidos
com a capacidade infecciosa dos SCN, principalmente na evasao do sistema imune
do hospedeiro e producdo de algumas exotoxinas. Estas bacteriocinas e/ou
antimicrobianos peptideos produzidas por S. epidermidis (lantibiéticos), estédo
associadas a colonizacao efetiva da pele, uma vez que interferem no processo de
exclusdao competitiva dos microrganismos que sao sensiveis a suas atividades
bactericidas (EIFF et al., 2002). Também, a capacidade de proliferacdo do
microrganismo e consequente infec¢cdo, estdo associadas a habilidade destes
microrganismos em adquirir elementos essenciais das células hospedeiras para seu
crescimento e sobrevivéncia, através da captura do ion ferro de transferrinas e

lactoferrinas do hospedeiro (EIFF et al., 2002).

I1.3.4. Resisténcia aos antimicrobianos

As infec¢des estafilococicas sao, principalmente, de natureza hospitalar e os
isolados apresentam indices elevados de resisténcia (SKOV et al., 2005; CASEY et
al., 2007), embora infeccbes ocasionadas por S. aureus resistentes a meticilina
adquiridos na comunidade (CA-MRSA) seja uma realidade em nosso meio. Estes
normalmente causam infeccdes na pele e tecidos moles, furunculoses e abscessos,
mas também podem causar pneumonias necrotizantes (RIBEIRO et al., 2005;
HUIJSDENS et al., 2006; MCCLURE et al., 2006). Muitos destes CA-MRSA portam
genes responsaveis pela producdo de toxinas tais como a Panton-Valentine
Leucodin (PVL) e contém o cassete cromossomico staphylococcal mec (SCCmec)
tipo IV ou V (RIBEIRO et al.,, 2005; HUIJSDENS et al., 2006). Em contraste aos
MRSA adquiridos no hospital, os isolados comunitarios tém apresentado uma maior
suscetibilidade aos antimicrobianos nao [-lactamicos (HEROLD et al., 1998;
SALMENLINNA et al., 2002). Esta patogenicidade pode ser atribuida a presenca de
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diferentes genes produtores de toxinas, bem como o uso de agentes (-lactamicos
para tratamento empirico dos pacientes infectados (RIBEIRO et al., 2005;
HUIJSDENS et al., 2006). O aumento das infec¢des causadas por CA-MRSA levou a
utilizacdo de clindamicina como tratamento empirico, entretanto a expressao de
resisténcia induzida pode limitar a efetividade deste antimicrobiano (PATEL et al.,
2006).

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) tem emergido como
importante patbgeno em saude publica. Numerosos clones tém sido identificados no
mundo e embora um destes clones tenha se originado no Brasil, a epidemiologia
molecular destes MRSA ainda € pouco utilizada na América Latina. Os clones de
MRSA descendem de um ancestral comum, mas através de mutacdes,
recombinac¢des, aquisicdo e delecdo de elementos moveis passaram a apresentar
uma grande diversidade genotipica e fenotipica (RODRIGUEZ-NORIEGA et al.,
2010).

Desde longa data, a multiresisténcia aos antimicrobianos é uma das principais
caracteristicas observadas entre os isolados hospitalares de SCN e tém incluido
resisténcia a eritromicina, clindamicina, tetraciclina, cloranfenicol, R3-lactamicos,
trimetoprim/sulfametoxazol, aminoglicosideos, e eventualmente, quinolonas
(SANTOS et al.,, 1997). Para cada classe de antimicrobianos, sdo observados
mecanismos de resisténcia especificos, com envolvimento de genes plasmidiais, ou
transposons que codificam elementos inativadores do antimicrobiano ou diminuem a
afinidade de ligacdo, modificando o sitio alvo. A capacidade dos SCN, em especial
S. epidermidis, em albergar varios marcadores de resisténcia mostra sua
importancia como reservatorio de genes de resisténcia que podem ser transmitidos
para outras espécies e géneros de microrganismos (ARCHER et al., 1994,
SCHOENFELDER et al., 2010).

Com a crescente caracterizacdo de infecgcbes por SCN, o0 interesse em
estudar sua suscetibilidade também tem aumentado consideravelmente (KLOOS e
BANNERMAN, 1994; JONES, 1996; BRODIE et al., 2000; SOHN et al.,, 2001;
CENTER et al., 2003; SIVADON et al., 2005; CASEY et al., 2007; CREMNITER et
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al., 2010). Segundo estes mesmos autores, ha uma associa¢ado entre 0 aumento da
freqiéncia percentual dos SCN na etiologia de bacteremia nosocomial e a
resisténcia desses microrganismos aos agentes antimicrobianos. Particularmente
S. epidermidis e S. haemolyticus, apresentam com frequiéncia resisténcia a meticilina
maior que 75%. O aumento da resisténcia a meticilina, e consequentemente a toda
classe de R-lactamicos incluindo cefalosporinas e carbapenémicos, tem sido motivo
de estudos em todo o mundo, e também tem levado a um aumento do uso dos

glicopeptideos em terapias empiricas e até mesmo profilaticas.

A emergéncia de resisténcia a teicoplanina, antes do surgimento de
resisténcia a vancomicina, indica a possibilidade de que a teicoplanina possa
contribuir para a selecdo de isolados resistentes a vancomicina em um momento
posterior (OLIVEIRA et al., 2001; GOLDSTEIN et al., 2004; NUNES et al., 2006). A
reducdo da suscetibilidade a teicoplanina ja havia sido relatada por BANNERMAN e
colaboradores (1991) em isolados de S. epidermidis e S. haemolyticus, no qual 7%
dos S.epidermidis e 21% dos S. haemolyticus apresentaram suscetibilidade
moderada a teicoplanina, enquanto que 11% dos S. haemolyticus foram resistentes
(BANNERMAN et al.,1991). Outro estudo posterior observou uma resisténcia a
teicoplanina de aproximadamente 3% nos isolados de S. epidermidis e resisténcia
plena entre os isolados de S. hominis (DAL’ALAMO et al., 1999). Aparentemente
essa resisténcia ndo é transmissivel entre estas espécies, ndo obstante, pressdes
seletivas possam ter influenciado no desenvolvimento de resisténcia entre o0s
isolados de um paciente infectado em ambiente hospitalar (CUNHA e LOPES,
2002).

Outros autores também reportam que entre as espécies de SCN, a taxa de
resisténcia aos antimicrobianos varia de forma significativa. Foram encontradas
taxas elevadas de resisténcia em S. haemolyticus: 76 — 96% oxacilina resistentes,
80 — 90% eritromicina resistentes e 26 — 29% dos isolados apresentaram né&o
suscetibilidade a teicoplanina (DEL’ALAMO et al., 1999; CHAUDHURY e KUMAR,
2007; GATERMANN et al., 2007). Os niveis de resisténcia a oxacilina também sé&o
elevados em S. hominis (proximo a 80%) e em S. epidermidis (38 — 81%) (GILL et
al., 1983; DEL'’ALAMO et al, 1999; GATERMANN et al, 2007).
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Staphylococcus lugdunensis tem apresentado suscetibilidade a maioria dos
antimicrobianos testados “in vitro”, incluindo penicilinas, cefalosporinas e
macrolideos (POUTANEN e BARON, 2001; GATERMANN et al., 2007).

O mecanismo de resisténcia a meticilina no S. epidermidis € homologo ao
apresentado pelo S. aureus, ou seja, envolve o gene mecA, que confere resisténcia
a todos os B-lactamicos, por codificar a producdo de uma proteina de ligacdo
alterada, com baixa afinidade por estes farmacos (VANNUFFEL et al.,, 1998;
FOSTER, 2004; BANNERMAN e PEACOCK, 2007). Esta proteina é codificada pelo
gene mecA, que é carreado por um elemento genético mével denominado SCCmec
(HIRAMATSU et al., 2004). Este locus também contém um cassete cromossémico
recombinase (ccr), e uma zona especial conhecida como regido “J”, que pode conter
varios genes de resisténcia a outros antibioticos (PETRELLI et al., 2008). A detecc¢éo
laboratorial desta resisténcia é realizada através do teste de disco difusdo com disco
de cefoxitina, segundo os critérios do “Clinical Laboratory Standards Institute” (CLSI,

2009) e sua confirmacao, quando necessaria pela pesquisa do gen mecA por PCR.

Considerando o crescente aumento de infecgbes por Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina, a vancomicina é uma das principais alternativas no
tratamento destas bacteremias, e apresenta como mecanismo de ac¢édo a inibicdo da
sintese da peptideoglicana da parede celular (OLIVEIRA et al., 2001; JONES, 2006;
BASTOS, 2007). Recentemente tém sido reportados alguns casos de reduzida
suscetibilidade aos glicopeptideos em isolados de S. warneri, sendo que o primeiro
relato de heteroresisténcia aos glicopeptideos em um isolado de S. warneri foi
registrado por NUNES e colaboradores (2006). A resisténcia dos SCN aos
glicopeptideos, pode entretanto ser um importante problema quando diante de
préteses e outros bimateriais, por isto € imprescindivel conhecer os niveis de
resisténcias a vancomicina entre estes isolados (CREMNITER et al.,, 2010). Este
agente antimicrobiano vem sendo utilizado por aproximadamente 40 anos,
entretanto, as concentracdes de vancomicina necessarias para inibir o crescimento
dos estafilococos estdo aumentando progressivamente; isto tem sido visualizado
pela crescente elevacdo dos valores de concentracdes inibitérias minimas (CIMs)
necessarias para combater o microrganismo (TACCONELLI et al., 2001; CENTER et
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al., 2003; LODISE et al., 2008a). Em vista disso, em 2006, o CLSI reduziu o ponto
de corte de suscetibilidade do S. aureus frente a vancomicina de 4 pg/ml para 2
pg/ml, pois este antimicrobiano estava apresentando eficacia reduzida frente a
isolados com CIM = 4 ug/ml. Contudo, ainda neste documento, o CLSI manteve o
ponto de corte de suscetibilidade < 4 pug/ml para SCN (CLSI, 2006). Em um segundo
momento, alguns estudos relataram o aparecimento de isolados de MRSA com
valores de CIM < 2 pg/ml, e resposta clinica diminuida a vancomicina (SAKOULAS
et al.,, 2004; HIDAYAT et al.,, 2006; MACLAYTON et al., 2006; SORIANO et al.,
2008), houve entdo uma nova alteracao nos critérios do CLSI quanto a determinacéo
da CIM de vancomicina. Assim, em 2009, este comité passou a recomendar a
utilizacdo do ensaio de determinacdo da CIM de vancomicina através da técnica de
microdiluicdo em caldo para todos os isolados de estafilococos (CLSI 2009). Esta
alteracdo foi motivada pelo fato do teste de disco difusdo ndo estar diferenciando
adequadamente os isolados de S.aureus e SCN vancomicina-suscetiveis da
vancomicina-intermediarios (CLSI, 2009). Além destas mudancas recentes nas
padronizacdes do CLSI, dados da literatura sugerem que pacientes com bacteremia
por MRSA, que apresentem valores de CIM de vancomicina entre 1,5 pg/ml e 2
png/ml, respondem pobremente ao tratamento (LODISE et al., 2008a; LODISE et al.,
2008b; WELSH et al., 2010). Entretanto, em relacdo aos SCN resistentes a
meticilina existem poucos estudos, sobretudo com avaliagdo da distribuicdo dos
valores de CIM e sua influéncia no desfecho clinico de pacientes com bacteremia,
mas em um estudo recente foi observado valores de CIM superestimados quando foi
utilizado fitas de Etest (Paiva et al.,, 2010). Em um estudo multicéntrico de
monitoramento da resisténcia antimicrobiana realizado pelo SENTRY, no periodo de
2005 a 2008, foram verificadas altas taxas de resisténcia dos SCN para a maioria
dos antimicrobianos nos hospitais brasileiros. Aproximadamente 80% desses
isolados foram resistentes a oxacilina, 70% a eritromicina, 50% a sulfametoxazol-
trimetoprima e 45% resistentes a levofloxacino (GALES et al., 2009). Anos antes,
outro estudo epidemiolégico também divulgou dados semelhantes sobre o aumento
da incidéncia de resisténcia dos SCoN aos antimicrobianos (SADER et al., 2004).

Em se tratando de isolados formadores de biofiime, o efeito bactericida “in
vitro” de antimicrobianos tem sido realizado comparativamente em isolados clinicos
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de Staphylococcus spp. produtores e ndao produtores de biofiime (AMORENA et al.,
1999: MONZON et al., 2001, FRANK et al., 2007). De acordo com estes autores,
eritromicina, rifampicina e tetraciclina apresentam maior efeito que a vancomicina,
clindamicina, cefalotina, teicoplanina e ofloxacino, em isolados clinicos com
S. epidermidis produtores de biofilme. Estes estudos salientam a relevancia do teste
de suscetibilidade na presenca de biofilme e o potencial dano do uso indiscriminado
da monoterapia com vancomicina, inadequada frente as infec¢cdes envolvendo
microrganismos produtores de biofilme. Outros estudos também tém mostrado um
aumento de resisténcia aos antimicrobianos quando os isolados estdo em biofilme
(FRANK e PATEL 2007; CARGILL; UPTON, 2009; CAFISO et al., 2010).

Segundo SHOENFELDER et al. (2010), a grande adaptabilidade e
flexibilidade do genoma dos S. epidermidis indicam que o gene ica e o SCCmec
estdo localizados em uma regido de alta recombinacdo na oriC do cromossoma,
sugerindo assim, uma juncdo genética para estas caracteristicas - viruléncia e
resisténcia a meticilina. Este estudo relata que em funcéo de ndo se conhecer como
desarmar o mecanismo de formacéo de biofilme e também como evitar a delecdo
espontanea do SSCmec durante o processo infeccioso, o paciente foi a Obito. Estes
dados levam a especular que a geracao de variantes fenotipicas e genotipicas pode
determinar de modo critico o progresso e desfecho da doenca (SHOENFELDER et
al., 2010). Em um estudo com S. aureus PETRELLI et al., (2008) também observou
esta mesma combinacdo de genes de resisténcia e viruléncia (PETRELLI et al.,
2008).

Atualmente, os laboratorios de microbiologia clinica ndo realizam teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos em bactérias em crescimento de biofilme, o que
se mostra totalmente inadequado, uma vez que estudos tém mostrado que muitas
bactérias, tem preferéncia por adesdo as superficies, como caracteristica
fundamental de sobrevivéncia (RICE, 2006). Os microrganismos em biofilme, em
comparacao com seus homélogos de vida livre, mostram uma menor suscetibilidade
aos antimicrobianos testados, sem que se possa identificar alguma mutacdo
adicional nos genes envolvidos. Assim, € ambiguo o fato da suscetibilidade de

microrganismos ainda ser testada em crescimento plancténico (DUNNE, 2002;
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LINARES et al., 2006; TENOVER, 2006). Estudos recentes indicam que isolados de
S. aureus fortes produtores de biofilme podem ser mais resistentes ao efeito da
vancomicina, pois a bactéria que esta em fase estacionaria, além de exibir um
espessamento da parede celular, reduz a atividade da vancomicina “in vitro”,
supostamente, devido a falta de células em crescimento ativo (RICE, 2006;
TENOVER, 2006; LAPLANTE e MERMEL, 2007; MUSTA et al., 2009; ROSE e
POPPENS, 2009).

A concentracdo de antimicrobiano necessaria para eliminar bactérias
produtoras de biofilme é de 100-1000 vezes maior que a necessaria para as
mesmas espécies em suspensdo (DAVEY e O'TOOLE, 2000; FRANK e PATEL,
2007; CARGILL e UPTON, 2009; CAFISO et al.,, 2010). Devido ao aumento de
isolados resistentes a meticilina, estratégias profilaticas recentes incluiram pré-
cobertura dos implantes com glicopeptideos, mas o surgimento recente de amostras
de S. epidermidis com suscetibilidade reduzida a vancomicina e teicoplanina criou a
necessidade de estratégias alternativas, dificultando ainda mais o tratamento das
infeccOes onde ha presenca de biomateriais (VILLARI et al., 2000; FRANK e PATEL,
2007; CARGILL e UPTON, 2009). Isto devido ao fato de que antibidticos
administrados aos pacientes, em muitos casos, ndo atingem as células do interior do
biofilme, que estdo protegidas pela matriz EPS, preservando assim a fonte de re-
infeccdo (STOODLEY et al., 2004). Esta matriz também protege as células do
interior do biofilme contra a acdo dos anticorpos produzidos pelo sistema imune e
contra os radicais livres e outros compostos reativos produzidos na explosdo de
fagdcitos recrutados para o combate do biofiime (COSTERTON et al., 1999).

As substancias poliméricas extracelulares que constituem a matriz do biofilme
apresentam-se como uma barreira na difusdo das moléculas antimicrobianas e
influenciam tanto o ritmo de transporte da molécula para o interior do biofilme quanto
na reacao do antimicrobiano com o material da matriz (DONLAN e COSTERTON,
2002). Os agentes antimicrobianos podem ser capturados na matriz do biofilme e
guelados por enzimas inativadoras, porém, a difusdo limitada ndo parece por si s6

desempenhar um papel Unico na resisténcia (POZO e PATEL, 2007).
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A acédo antimicrobiana no interior do biofilme também pode ser comprometida
pelo aumento da densidade bacteriana, que resulta da acumulacdo de residuos e de
uma alteracdo do microambiente como: baixo pH, baixa pO,, alta pCO,, baixa
concentracdo de cétions divalentes e de pirimidina, baixo nivel de hidratacdo (POZO
e PATEL, 2007). Além do que, as células associadas em biofilme crescem mais
lentamente do que as células plancténicas, isto é devido a diminuicdo de nutrientes,
oxigénio e acumulo de produtos residuais que podem motivar algumas bactérias a
entrarem em um estado estacionario de crescimento (DONLAN e COSTERTON,
2002; CAFISO et al., 2010). Assim estas bactérias ficam menos suscetiveis aos
antimicrobianos, pois a agéo do antimicrobiano depende do crescimento exponencial
bacteriano para agir (LEWIS, 2005; PATEL, 2005). Estas células tém sido referidas
como “persisters” e podem estar presentes em numeros relativamente elevados no
interior do biofilme. O tratamento antimicrobiano pode conduzir a erradicacdo da
maioria da populagdo suscetivel, mas esta fragcdo de células persistentes pode
sobreviver ao ataque e reconstituir o biofilme apds a descontinuacdo terapéutica
(LEWIS, 2005; POZO e PATEL, 2007; LEWIS, 2010). Para dificultar ainda mais esta
situacao, os biofiimes podem facilitar a disseminacdo de resisténcia por promover
transferéncia horizontal de genes (POZO e PATEL, 2007), uma vez que O0S
plasmideos podem codificar a resisténcia para multiplos agentes antimicrobianos e a
associacdo em biofilme fornece um mecanismo de selecdo e assim, proporciona a
disseminacdo de bactérias resistentes (DONLAN, 2002). Outro fato importante
observado € que concentracdes sub-inibitérias de antimicrobiano podem ocasionar o
aumento da formacéo de biofilme. Este fendmeno pode ser explicado pela regulacéo
génica da resposta das bactérias em biofilme, que alteram seus fendtipos, tornando-
se mais resistentes em consequéncia a exposi¢cdo a ambiente de estresse (POZO e
PATEL, 2007; CARGILL e UPTON, 2009).

Estudos prévios de RACHID e colaboradores (2000) e FRANK e colegas
(2007) j& mostraram que concentracdes sub-inibitérias de vancomicina tem pouco ou
nenhum efeito em biofilme. Também, CARGILL e UPTON (2009) demonstraram que
este fendmeno pode acontecer em alguns isolados em S. epidermidis.
Concentracdes de vancomicina abaixo da concentracdo inibitéria minima tém sido

mostradas como tendo um efeito variavel na aderéncia de SCN em borrachas de
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silicone e superficies de poliestireno, reduzindo a producédo de biofilme por células
fixadas em superficies de Teflon (CARGILL e UPTON, 2009). Outro ponto
importante € que, em relacdo a eficacia bactericida, nenhum antimicrobiano,
inclusive a vancomicina, tem sido capaz de reduzir o crescimento bacteriano ou
extingui-lo totalmente nos isolados fortemente formadores de biofilme (FRANK et al.,
2007; PRESTERL et al., 2009).

As quinolonas e [3-lactamicos apresentam uma boa capacidade de transpor o
bioflme, mas os aminoglicosideos ndo difundem bem através do mesmo,
provavelmente por serem antimicrobianos polares (com carga positiva) e a matriz do
biofilme constituida por polissacarideos (com carga negativa). RODRIGUEZ-
MARTINEZ e colaboradores (2007) mostraram a elevada penetracdo da linezolida,
por apresentar boa atividade frente a bactérias com baixa atividade metabolica e
demonstram que a difusdo diminuida da vancomicina parece estar relacionada ao
seu elevado peso molecular. Assim como a linezolida, a rifampicina tem um bom
desempenho no periodo de baixa atividade metabdlica, mas apresentou resisténcia
em isolados de MRSA guando os mesmos foram expostos por um periodo de tempo
prolongado. Neste sentido, novos compostos como a daptomicina e tigeciclina tém
demonstrado uma boa atividade “in vitro” em biofilmes de MRSA intralumiais (RAAD
et al. 2007; SMITH et al., 2009; CREMNITER et al., 2010).

Em um estudo recente, CAFISO et al. (2010) observaram que a tigeciclina,
daptomicina e rifampicina sdo bastante promissoras para erradicar o biofilme em
infeccbes causadas por S. aureus. A concentracdo requerida para erradicacao deste
biofilme foi 3 a 5x maior que a concentracdo requerida para inibicdo da adesao
celular (CAFISO et al., 2010).

Ainda que estudos tenham demonstrado que microrganismos vivendo em
comunidade expressam outros genes, usualmente sao realizados apenas teste de
suscetibilidade em bactérias plancténicas (KOZITSKAYA et al., 2005; RICE et al.,
2007); mesmo que todas ou gquase todas as bactérias possam produzir biofilme em
condicbes de estresse e, portanto responder de maneira diferente aos
antimicrobianos (COSTERTON, 2005).
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A diversidade dessas infec¢Bes estd aumentando ao longo do tempo,
sugerindo que, em ambientes de cuidados de saude, os biofilmes estejam presentes
em mais de 65% de todas as infec¢cbes bacterianas (POZO e PATEL, 2007).
Aparentemente, fatores importantes para 0 estabelecimento de infeccdes
relacionadas a cateteres, como o icaADBC e a resisténcia a meticilina, resultam em
uma elevada prevaléncia de cepas virulentas de S. epidermidis em ambientes
hospitalares (MACK et al., 2006; CREMNITER et al., 2010; SHOENFELDER et al.,
2010).

Frequentemente, o Unico tratamento seguro para infecgcdes em implantes de
dispositivos meédicos € a sua remocdo. No entanto, este procedimento pode estar
associado com o aumento de morbidade e mortalidade, prolongando a
hospitalizagé@o e elevando os custos para o sistema de saude. Estima-se que o gasto
para tratar essas infeccfes pode ser maior do que a sua nao retirada. Em muitos
casos, nos quais o dispositivo infectado ndo pode ser removido, 0s pacientes
enfrentardo uma supressiva terapia antimicrobiana para a prevencao de infeccdes
sistémicas recorrentes (SCHINABECK e GHANNOUM, 2006; ROHDE et al., 2010).

Torna-se, portanto, essencial a ampliacdo do conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos na resisténcia antimicrobiana em biofiilme para o
desenvolvimento de novas e efetivas estratégias de tratamento para essas infec¢des
(POZO e PATEL, 2007; ROHDE et al., 2010).

[1.3.5. Implicacdes do uso de Cateter Venoso Centra |

Cateter venoso central é indispensavel nos dias atuais para realizacdo das
praticas médicas, particularmente em unidades de tratamento intensivo
(SCHOENFELDER et al., 2010). Embora a relacao risco/beneficio da implantacéo de
cateter seja, na maioria das vezes, satisfatoria, seu uso coloca pacientes em risco
de infeccdo local ou complicagBes sistémicas, tromboflebite séptica, endocardites,
abscessos, osteomielite, endoftalmites. A maioria das infec¢cbes graves esta
relacionada a CVC, sendo fatores criticos o tempo de permanéncia, a colonizagcao

dos pacientes, e 0 numero de vezes em que o0 cateter € manipulado para
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administracdo de fluidos, medicamentos e produtos hemodinamicos. Além disto,
muitas vezes sua insercao ocorre em situacées de emergéncia, durante a qual nado

sdo observadas atentamente as normas de assepsia (MERMEL, 2000).

O diagnostico da infeccdo da corrente sanguinea relacionada ao CVC é
muitas vezes dificil e em muitos casos este diagndstico é superestimado, resultando
na remocdo desnecessaria do cateter e no uso abusivo de antimicrobianos. Para
caracterizar infeccdo associada ao cateter, € necessario evidéncias de um quadro

sistémico no qual o acesso é implicado como possivel fonte (CDCP, 2002).

Somente nos Estados Unidos, estima-se que cerca de 180 milhdes de
cateteres vasculares periféricos e 7 milhdes de cateteres venosos centrais sejam
utilizados todos os anos (HANNA e RAAD 2005; ROGERS et al.,, 2009). Ja na
Alemanha estes numeros estdo préximos a 2,5 milhdes de implantes médicos por
ano (MACK et al.,2006). Embora infec¢cbes por S. epidermidis raramente evoluam
para doencas graves, infeccdes relacionadas a cateter permanecem sendo uma
constante causa de infeccdo hospitalar, associadas a altos indices de morbidade e
mortalidade, ao aumento na permanéncia hospitalar e nos custos (FITZPATRICK et
al., 2005; ROHDE et al., 2010). Bacteremia ocorre em pelo menos 5 de cada 1000
insercoes de cateteres realizadas em pacientes nas UTIs, sendo que pelo menos
22% destas infeccbes sédo causadas por S. epidermidis (O'GRADY et al.,, 2002;
OTTO, 2009).

A origem das infeccbes associadas a implantes médicos € complexa e pode
ser influenciada por uma série de variaveis como o tipo de dispositivo médico, a
regido anatdomica de sua insercdo e a surtos hospitalares concomitante com
cirurgias (CAMPOCCIA et al., 2009). Os esforcos feitos para manter a esterilidade e
assepsia, visando minimizar as possibilidades de contaminacdo durante a
implantacdo do dispositivo e para evitar infeccbes nos pacientes através de
protocolos adequados de profilaxia, provaram ser eficazes, mas incapazes de
controlar completamente a ocorréncia de infeccbes (MONTANARO et al., 2007).
Valvulas cardiacas, proteses de articulacdes, cateteres intravenosos, cateteres

peritoniais de dialise, marca-passos, entre outros dispositivos, salvam milhares de
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vidas, porém possuem um risco intrinseco de infeccbes associadas as suas
superficies. Biofilmes relacionados com dispositivos médicos foram observados pela
primeira vez no inicio dos anos 80 por microscopia eletronica, esta técnica revelou
bactérias depositadas na superficie de cateteres intravenosos e marca-passos
(STOODLEY et al., 2004). Os mecanismos patogenéticos em infec¢cdes associadas
a implantes séo investigados e fatores importantes, como a expressao de adesinas,
a producdo de toxinas e a resisténcia aos antibioticos, estdo sendo gradualmente
reconhecidas. Estes fatores sdo determinantes na viruléncia de um microrganismo e
na sua capacidade de colonizar a superficie de biomateriais (COSTERTON et al.,
2009).

Assim sendo, biofilme € o ambiente ideal para ocorrer troca de material
genético, devido ao livre acesso a um “pool” de genes, e facilidade de transferéncia
horizontal pela proximidade celular quando comparada com as populagbes
planctonicas. A vida em comunidade altera o fenétipo da bactéria com relacdo a taxa
de crescimento bacteriano e transcricdo de genes (LEWIS, 2005; DONLAN e
COSTERTON, 2002; DONLAN, 2002; FLEMMING et al., 2007; MACK et al., 2007).

Existem evidéncias da associacdo de distintos microrganismos em biofilme
em implantes artificiais, o que € corroborado pelo fato de que microrganismos
podem atuar conjuntamente para beneficio mituo e organizacdo de estratégias de
viruléncia (DAVEY e O'TOOLE, 2000; GU et al., 2005; SCHOENFELDER et al.,
2010).
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[ll. OBJETIVOS






[1l.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a formag&o de biofilme presente em cateter venoso central de
pacientes hospitalizados no HCPA, analisando a resisténcia de Staphylococcus spp.

aos antimicrobianos através de testes “in vitro”.

11.1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a formacao de biofilme através de métodos fenotipicos (crescimento
em microplaca e Agar Congo Red) e relacionar com métodos moleculares (genes
icaA, icaD, atlE e aap) nos isolados de Staphylococcus epidermidis;

b) Estabelecer a metodologia de teste de suscetibilidade aos antimicrobianos
em bactérias em biofilme, visando a erradicacdo do mesmo;

c) Comparar os perfis de suscetibilidade de isolados de Staphylococcus spp.
em crescimento planctonico e em crescimento de biofilme;

d) Avaliar a relacdo dos genes de resisténcia (gene mecA) e de viruléncia
(gene icaA e icaD) em isolados de S. aureus como possiveis marcadores genéticos
de infecgao relacionada a cateter;

e) Avaliar a importancia de “primers” especificos para deteccdo de gene icaA
e icaD em Staphylococcus spp. coagulase negativos nao epidermidis.
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ABSTRACT

Staphylococcus epidermidis is the most frequent organism obtained from
central venous catheter (CVC) infections due to its ability to form biofilm on medical
devices. The mechanism of polysaccharide adhesion by S. epidermidis is encoded
by the ica operon which is a genetic determinant of key importance in generating
biofilm although other genes also play a role in adherence and biofilm formation. The
aim of the present study was to compare two different phenotypic methods (the
microtiter plate and the Congo Red Agar - CRA) with the presence of genetic
markers (icaA, icaD, atlE and aap genes) among the biofilm producers and non-
producers. The microtiter plate and the CRA methods were positive for 107 (64.5%)
and 90 (54%) of isolates, respectively. The presence of icaA and icaD genes was
detected in 97% (104/107) of the biofilm-positive isolates by microtiter assay. The
aap and atlE genes were present in 77% and in 92% of the 107 biofilm-producing
isolates, respectively. We also found 3 ica-independent biofilm-producing S.
epidermidis, i.e., isolates which are negative for the presence of icaA and icaD. We
found icaA and icaD genes in the vast majority of biofilm-producing S. epidermidis
which confirms that these genes are of key importance for biofilm formation.
However, almost 30% of non biofilm-forming isolates also presented these genes.
The detection of other genes (aap and atlE) presented lower specificity. Our findings
confirm that S. epidermidis biofilm formation is a multi-factorial process which is

influenced by genetic traits and by the environment and/or site of infection.

Keywords: biofilm detection, Congo red agar, microtiter plate, ica operon, aap, atlE.
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Application of a feasible method for determination of biofilm antimicrobial

susceptibility in staphylococci
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Abstract

The aim of this study was to use a practical method to determine the minimal biofilm
eradication concentration (MBEC) of vancomycin and to compare the MBEC with
minimal inhibitory concentration (MIC) for biofilm-producing and non-biofilm-
producing isolates of staphylococci. Forty Staphylococcus spp. isolates from central
venous catheter, from distinct patients, were selected for this study. The vast majority
(28 30) of isolates which were biofilm-producing, presented high MBEC values (= 8
ulg/mL) and could be considered as non-susceptible to vancomycin. All non-biofilm-
producing isolates presented low MBEC (< 2 ug /mL) and were susceptible to
vancomycin, according to CLSlbreakpoints. While the MBEC and MIC values for
biofilm-producing isolates differ significantly, the MBEC and MIC values for non-
biofilm producers were the same. The method we have used proved to be a feasible
and rapid technique to measure MBEC of Staphylococcus spp. biofilms. The method
presented herein might be an alternative tool to evaluate the antibiotic susceptibility
in the biofilm mode of growth; the MBEC may be a more appropriate approach to
correlate the susceptibility in vitro with clinical outcome resulting from the treatment of
Staphylococcus spp. infection.

Key words: Staphylococcal biofilms; biofilm eradication; vancomycin; biofilm
antimicrobial susceptibility method, staphylococcal infections.

APMIS, Vol. 118 (11): 873-877,November, 2010.
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Abstract

Biofilm production is an important mechanism that allows microbes to escape host
defences and antimicrobial therapy. Vancomycin has been used largely for the
treatment of methicillin-resistant staphylococcal infections. Here, we determined the
minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal biofilm eradication concentration
(MBEC) for 82 Staphylococcusspecies isolated from central venous catheters (CVC).
Our results showed that the 41 strong and moderate-biofilm-producing isolates
presented a higher MBEC/MIC ratio for vancomycin than the 24 weak-biofilm-
producing isolates, illustrating the importance of biofilm production ability and the
difficulty in treating biofilm-related infections. The MBEC was significantly higher in
moderate-biofilm-producing isolates than in weak-biofilm-producing isolates (p <
0.001) and in strong-biofilm-producing isolates than in weak-biofilm-producing
isolates (p = 0.001). The correlation between the MIC and the MBEC was poor.
Based on our results, we recommend that bacterial biofilms be suspected in all cases
of CVC infection.

Key words: biofilm - vancomycin — Staphylococcus spp.

Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, Vol. 106(1): 51  -55, February, 2011.

63






IV.4 Manuscrito 4 — Ana Lucia Souza Antunes, Jaqueline Becker Pinto, Leandro
Reus Rodrigues Perez, Jéssica Weis Bonfanti, Ana Llcia Peixoto de Freitas,
Alexandre José Macedo, Afonso Luis Barth. — Is there a reliable genetic marker

to evaluate the ability to form biofilm in Staphylococcus aureus causing

catheter-related infections?

Manuscrito a ser submetido ao periddico  Journal Medical Microbiology na

forma de short communication.

69






Is there a reliable genetic marker to evaluate the  ability to form biofilm in

Staphylococcus aureus causing catheter-related infections?

running title: Staphylococcus aureus from catheter infections

Ana Lucia Souza AntunesY/*, Jaqueline Becker Pinto?, Leandro Reus Rodrigues
Perez!, Jéssica Weiss Bonfantil, Ana Lucia Peixoto de Freitas?, Alexandre José
Macedo?, 3 & Afonso Luis Barth 1,2

IFaculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil

2Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil

3Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brazil

* corresponding author: + 55 51 3308 5412; fax: + 55 51 3308 5437

E-mail address: analucia2112@gmail.com (Ana Lucia Souza Antunes).

ABSTRACT

Clinical isolates of Staphylococcus aureus are capable to form biofilm in
catheter-related infections. The aim of this study was to evaluate the presence
of icaA and icaD genes among 37 isolates of S. aureus from central venous
catheter. We have compared MRSA and MSSA as well as the biofilm positive
and negative isolates. The phenotypic tests used to evaluate biofilm formation
included the microtiter plate method and the Congo red agar (CRA). PCR with
primers specific for ica genes was used as molecular tools. We observed that
81.1% of all isolates were capable to form biofilm. When compared microtiter
plates or CRA with ica genes, we observed a discrepancy of 16.2% (6/37).
However between microtiter and CRA test we observed 5.4% (2/37) of
discrepancy. Considering the phenotipic methods as gold standards for biofilm
formation, the ica genes did not prove to be reliable markers of biofilm. These
results confirm that the biofilm formation is a complex process which depends
on the gene presence as well as its expression.

Keyword: Staphylococcus aureus, biofilm, MRSA, MSSA, catheter-related
infections, icaA gene, icaD gene.
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ABSTRACT

Nosocomial staphylococcal foreign-body infections related to biofilm
formation are a serious threat. The adherence is an important step in the
formation of biofilm. The aim of this study was to evaluate the ability of biofilm
formation by microtiter plate test and the presence of adherence genes icaA
and icaD, among 19 Coagulase-negative Staphylococcus spp. non-epidermidis
from catheter venous central. In addition, we evaluated the genetic identity of
icaA and icaD genes among this species of Staphylococcus spp. compared to
S. epidermidis. We found 6/19 isolates able to form biofilm according to the
microtiter plate test. However, the icaA and icaD gene were found in 7/19 and
8/19 isolates, respectively. There was agreement between the results of the
microtiter plate and the presence of genes icaA and icaD in 63.2% (12/19) of
the isolates. We consider that the discrepancy between phenotypic and
genotypic results may be due to the lack of specific of primers for the different
staphylococci species. The genetic background for biofilm formation in
Coagulase-negative Staphylococcus spp. non-epidermidis is clearly different
from what is commonly found in S. epidermidis.

Keywords: Coagulase-negative Staphylococcus spp. non-epidermidis;

biofilm; icaA gene; icaD gene
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V. DISCUSSAO GERAL







O longo historico das infec¢cbes hospitalares, sua relacdo com o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibiéticos, infec¢des recorrentes e
periodos de internacdo prolongados, tém suscitado interesse na busca de
mecanismos de patogenicidade que expliguem o0 sucesso dos microrganismos
envolvidos nestas infec¢des. Os estafilocos sdo as bactérias mais prevalentes em
infeccbes hospitalares sendo que a forma de crescimento em biofilme,
principalmente em infec¢cbes associadas ao uso de implantes médicos (como
cateteres), talvez seja uma das principais estratégias de ataque, bem como de
defesa, em relacdo ao hospedeiro. Além disso,a possibilidade de interacdo de
Staphylococcus spp. com outros microrganismos pode ser um dos fatores que os
tornam tdo virulentos. Essa interacdo pode ocorrer de distintas maneiras, muitas
vezes cabendo aos outros microrganismos iniciar o processo de adesdo na
superficie do cateter que posteriormente sera reconhecido pelo Staphylococcus spp.
A transferéncia horizontal de genes de resisténcia que ocorre com maior frequéncia
guando microrganismos estao intimamente associados também € um fator relevante

neste consorcio (biofilme).

O biofilme confere protecdo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e
acdo dos antimicrobianos, fazendo com que o0s microrganismos organizados e
agregados constituam um reservatério de genes de resisténcia e viruléncia. O efeito
bactericida de antimicrobianos “in vitro” tem sido comparado em isolados clinicos
produtores e nao produtores de biofilme, revelando diferenca nos padrbes de
suscetibilidade quando existe a formacdo de biofilme. Nosso estudo salienta a
relevancia do teste de suscetibilidade na presenca de biofilme e o dano potencial do
uso indiscriminado de monoterapia com vancomicina frente as infeccées envolvendo

microrganismos produtores de biofilme.

Evidéncias epidemiolégicas mostram relacdo entre patogenicidade e
presenca dos genes ica, que codifica a sintese da adesina polissacaridica
intercelular (PIA) em Staphylococcus spp. A producdo de biofilme € um processo
complexo que envolve dois passos importantes: a aderéncia e a acumulagao. Alguns

meétodos tém possibilitado avaliar a aderéncia dos microrganismos. O método semi-
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guantitativo em microplacas coradas com cristal violeta € uma das técnicas mais
utilizada para avaliar a formagdo de biofime em laboratério de microbiologia, e
considerada por muitos autores o “padrdo ouro” para avaliacdo da capacidade de
formacéo de biofilme. Neste trabalho encontramos uma prevaléncia de 64,5% de S.
epidermidis formadores de biofilme pelo método de microplacas e assim,
procuramos relacionar com a presenca dos genes icaA e icaD, tendo sido
observadas uma grande concordancia (97%) entre o método fenotipico (microplaca)
e genotipico (pesquisa de genes) para esta espécie. Assim, pode-se inferir que
estes genes funcionariam como biomarcadores de infec¢cdes relacionadas a
presenca de dispositivos médicos. Também observamos uma alta prevaléncia do
gene atlE, que pode ser explicada pelo fato que todos os isolados foram obtidos de
CVC, sendo a proteina Atle um fator chave para a adeséo as superficies plasticas.
No entanto, a presenca apenas do gene atlE ndo garante a formacédo de biofilme
visto que o mesmo estava ausente em S. epidernmidis biofilme-positivas. Por outro
lado, a presenca do atlE simultaneamente com os outros dois genes (icaA e icaD) foi
encontrada em todos os isolados fortemente produtores de biofilme. E também
preciso considerar que existe uma relagcdo complexa e ainda ndo muito bem
esclarecida do envolvimento de outros genes com a formacédo de biofilme em S.
epidermidis. Na questdao metodoldgica € importante mencionar que a deteccdo de
genes pelo método de PCR, que apresentou 84% de sensibilidade, pode ndo ser
uma ferramenta totalmente confiavel para deteccdo de biofilme, ainda mais
considerando que a expressdo destes genes € regulada por condigdes ambientais
muito particulares. Por outro lado, o teste fenotipico do Agar Congo Red foi capaz de
detectar a maioria (84%) dos isolados produtores de biofilme, e apresentou alta
especificidade (100%), sendo, portanto uma técnica Util especialmente para

confirmacéo fenotipica da formacé&o de biofilme em estafilococos.

Em contraste com o S. epidermidis, a base molecular das espécies de
Staphylococcus spp. ndo-epidermidis em geral é pouco conhecida - a presenca do
operon ica tem sido relatada, mas até os dias atuais, sua contribuicdo para a
formacéo de biofilme ainda € incerta. A deteccédo dos genes ica em SCN tem sido
realizada com “primers” ndo especificos para as diferentes espécies. Neste trabalho,

assim como em outros, os “primers” utilizados foram baseados na seqiiéncia do
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operon de S. epidermidis ATCC 35984. Sendo assim, fica claro que o
desenvolvimento de um “primer” que reconheca uma regido especifica, e anele em
regides de similaridade é importante para assegurar adequacdo dos resultados
negativos. Como em nosso estudo foram utilizados “primers” desenhados para a
sequéncia do gene de S. epidermidis, e como ndo ha homologia total entre as
espécies, falha dos “primers” no reconhecimento das sequéncias do DNA dos

Staphylococcus spp. coagulase negativos nao-epidermidis pode ter ocorrido.

Em se tratando de S. aureus, os resultados da presenca dos genes ica ha
literatura sdo contraditorios. Embora atualmente se saiba que a formacao de biofilme
€ um importante fator de viruléncia entre S. aureus isolados de pacientes com
cateter venoso central. Em nosso estudo, a formacéo de biofilme ocorreu em 81,1%

dos S. aureus, sendo que entre os MRSA as taxas foram superiores (88,9%).

Atualmente, os laboratorios de microbiologia clinica ndo realizam teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos em bactérias em estado de biofilme, embora
esteja bem estabelecido que muitas bactérias, se nao todas, aderem as superficies
(e formam biofilme), como caracteristica fundamental de sobrevivéncia. Assim, é
questionavel a utilizacdo dos resultados do teste de suscetibilidade em crescimento
planctdnico como guia para a terapéutica, sendo importante a avaliacdo da

sensibilidade em condi¢des de biofilme.

Neste estudo, para validar e avaliar a concentragéo de vancomicina capaz de
erradicar o biofilme (CMEB) foram escolhidos isolados de diferentes espécies de
Staphylococcus. O método por nds validado mostrou excelente desempenho,
apresentando coeficientes de correlacdo linear(r) entre 0,863 e 0,969 em ensaios
inter e intra-dia. Tendo em vista se tratar de ensaios microbioldgicos estes
resultados foram considerados muito bons, com uma boa reprodutibilidade e uma
boa precisdo, preenchendo os padrdes internacionais de validacdo. Outro aspecto
positivo foi a observagcdo dos mesmos valores de CMEB e CIM em amostras nao
formadoras de biofilme, conforme esperado.
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Conforme o esperado, a resisténcia a vancomicina foi maior no modo de
crescimento de biofilme. Entre os isolados forte e moderadamente produtores de
biofilme ocorreram uma maior razdo CMEB/CIM (>32). Ja entre os fracos produtores
de biofilme, a razdo CMEB/CIM foi menor sendo que em apenas um caso esta razao
alcancou o valor de 16. Isso reforca o conceito de que o biofilme € um importante
fator de resisténcia provavelmente devido ao fato de funcionar como uma barreira

para a difusdo de antimicrobianos.

Enfim, infecgbes associadas a biofilmes sdo um desafio na rotina clinica,
especialmente porque a terapéutica muitas vezes ndo é capaz de eliminar
totalmente os microrganismos patogénicos. Conforme demonstrado neste estudo, 0s
resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos convencionais sao
inadequados para serem aplicados em infeccbes onde existe a associagdo com
biofilme.

A necessidade de desenvolver métodos para avaliar a formacéo de biofilme
em CVC e propor um teste de suscetibilidade em biofilme tem ganhado um espaco
precioso devido a sua importancia clinica. Os resultados dos testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos convencionais sao dificeis de serem aplicados
em infeccbes onde existe a associacdo com biofilme. O ensaio descrito neste
trabalho se mostrou simples e reprodutivo podendo ser implementado na rotina de

um laboratério clinico.
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VI. CONCLUSOES GERAIS







- A maioria dos isolados 64,5% (143/222) produziu biofilme, sendo que
S. aureus (81,1%) e S. epidermidis (64,5%) sugerindo que a formacéo de biofilme
tem uma expressiva importancia em infeccdes relacionadas a cateter em ambas as

espécies.

- Encontramos os genes icaA e icaD na grande maioria (92% - 132/143) de
todos os isolados produtores de biofilme pelo método da microplaca, o que confirma

a importancia destes genes na formacao de biofilme.

- A deteccédo de outros genes, como aap e atlE, indica que a formacédo de
biofilme é multifatorial, sendo influenciada diretamente por determinantes genéticos

e ambientais.

- A homologia variavel entre os “primers” utilizados e SCN ndo epidermidis
indica a necessidade de utilizacdo de “primers” especificos para determinar o papel

dos genes ica.

- A falha terapéutica pode ser explicada pelo crescimento em biofilme, uma
vez que foi observada maior resisténcia a vancomicina, quando o teste foi realizado

em biofilme.

- A padronizagdo do método de microplaca para determinacdo da CMEB “in
vitro”, com validacdo por critérios internacionais, é importante para permitir sua

utilizacdo em laboratorios de microbiologia clinica.

- Os testes de suscetibilidade em crescimento planctonico apresentaram
valores inferiores quando testados em crescimento em biofiime CMEB >32.

- Nosso estudo alerta para o fato de que a correlacédo entre CIM e CMEB é
baixa. Enquanto métodos de detecgdo ndo séo aplicados de rotina, é extremamente
importante suspeitar do aumento da resisténcia a vancomicina, em casos de

infeccdes relacionadas a CVC, onde ocorre a producéo de biofilme bacteriano.
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Porto Alegre, 31 de outubro de 2007.

Coordenadora d&"GPPG e CEP-HCPA
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VIII.2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Estamos lhe convidando para participar de um estudo sobre anélise das bactérias
que causam infeccdo através de cateter. Sua participagdo nado incluird nenhum
procedimento adicional aos que seu médico faria, serdo apenas utilizados dados
laboratoriais e de seu prontuario.

As informacfes serdo obtidas de forma a ser respeitada a sua privacidade, ou seja,
0 nome dos participantes ndo constara na divulgacéo dos resultados.

A recusa nao implicard em prejuizo de atendimento pela equipe de saude desta

instituicao.

Ciente,

Paciente ou responsavel

Porto Alegre,

Pesquisador responsavel: Dr. Afonso Luis Barth

Telefone para contato: (51) 3359-8607
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VI3

Ficha de Avaliacédo de Infeccdo Relacionada a Catete r Venoso Central
Solicitagéao: Prontuario:

Data de nascimento: / / Sexo: () masc. ( ) fem.

Unidade de internacao (leito) na coleta;

Data ultima internacgéo:

1. Doenca principal (CID-10):

2. Doengas associadas: ( ) DM () TABAGISMO ( )HAS ( )CI ( )DPOC ( )ICC

() ASMA ( )DVP ( )IRC ( )OBESIDADE ( )CIRROSE ( ) NEOPLASIA ( )AVC
( ) COLAGENOSE ( )ALCOOLISMO ( )INFECCAO EM OUTRO SITIO
3
4
5

. Imunodeficiéncia: ( ) HIV () corticoterapia () quimioterapia () outra:

. Dias de permanéncia do cateter:

. Tipo de cateter: ( ) curta permanéncia ( ) longa permanéncia () hemodialise
() swan ganz () umbilical

. Local da introducéo: ( )jugular ( )subclavia ( ) femoral ( ) umbilical ( ) outro

. Uso de ATB prévio (>48hs): ( ) Ndo ( ) Sim Qual(is):

. Desfecho: ( ) alta ( ) 6bito: causa mortis (CID-10):

© 00 N O

. Data desfecho:

10. Diagndstico (CCIH): Infeccédo relacionada ( ) x Colonizacao ( )

11. Microrganismo prevalente na ponta do cateter — cultura convencional:

12. Outros microrganismos na ponta do cateter — cultura convencional:

13. Microrganismo isolado na hemocultura:

14. Microrganismos encontrados no cateter — SSCP
TESTES DE SUSCETIBILIDADE PARA Staphylococcus spp.

Vancomicina | Azitromicina | Eritromicina | Rifampicina

Crescimento planctbnico (CIM)

Biofilme (CMEB)

ANTIBIOGRAMA POR DISCO-DIFUSAO :

Clindamicina

Cloranfenicol

Doxiciclina

Eritromicina

Gentamicina

Levofloxacina

Oxacilina

Rifampicina

Sulfametoxazol-Trimetoprim

Vancomicina
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