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RESUMO

AVALIACAO DO EFEITO DE BACTERIOCINAS SOBRE
MICRORGANISMOS ADERENTES A CATETER DE SILICONE'

Autor: Marniana B. C. Fontana
Orientador: Adriano Brandelli

A incidéncia de infec¢Bes microbianas relacionadas ao uso de cateteres vem
aumentando. Uma caracteristica importante dos microrganismos envolvidos € a
capacidade de aderéncia & superficies com conseguinte formag@o de colonia, produgdo
de substancias extracelulares, e subsequente formag3o de uma matriz compacta, amorfa,
de multiplas camadas, o biofilme. A atividade de bacteriocinas produzidas por
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sobre microrganismos isolados de
dispositivos intravasculares foi avaliada. As bacteriocinas Pep5 e Epidermina inibiram
um maior namero de isolados clinicos quando avaliadas in vitro por antagonismo direto,
apresentando halos de inibigdo de 20 a 36 mm. A adi¢do de Pep5 e Epidermina durante
o crescimento de S. epidermidis e Corynebacterium sp resultou na redugdo do numero
de células viaveis. O efeito das bacteriocinas sobre a ades3o bacteriana a cateteres de
silicone foi avaliado através de trés protocolos onde variou-se 0 momento de adigdo da
bacteriocina: (A) simultaneamente, (B) previamente, e (C) posteriormente ao indculo
microbiano. As bacteriocinas Pep5 e Epidermina reduziram significativamente o
numero de células de S. epidermidis e Corynebacterium sp. aderidas aos cateteres apos
6 h e 12 h de incubagdo. Nio foram observadas diferengas importantes entre os trés
protocolos A, B, ou C. O efeito de Pep5 sobre Corynebacterium sp. foi verificado por
microscopia eletronica de varredura, podendo ser observadas areas com residuos
celulares na superficie do cateter.

' Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente (Microbiologia do Ambiente).
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre (103 p.). Novembro
2002.
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECT OF BACTERIOCINS ON
MICRORGANISMS ADHERENT TO SILICON CATHETER'

Author: Mariana B. C. Fontana
Adviser: Adriano Brandelli

The incidence of catheter-related microbial infections has been increasing. One
important characteristic of related microorganisms is the adhesion to surfaces with
colony formation, production of extracellular substances, and subsequent development
of a compact, amorphous, multiple layer matrix, the biofilm. The activity of
bacteriocins produced by Staphylococcus aureus and Staphylococcus epidermidis
against microorganisms isolated from intravascular catheters was studied. The
bacteriocins Pep5 and Epidermin inhibited a higher number of clinical isolates when
evaluated by direct antagonism, showing inhibition zones of 20 to 36 mm. The addition
of Pep5 and Epidermin during growth of S. epidermidis and Corynebacterium sp.
resulted in a decrease of viable cell counts. The effect of bacteriocins on bacterial
adhesion to silicon catheter was evaluated through three protocols differing in the time
of bacteriocin addition: (A) simultaneously, (B) before, and (C) after the microbial
inoculum. The bacteriocins Pep5 and Epidermin caused a significant reduction of the
number of adhered cells of S. epidermidis and Corynebacterium sp. after 6 h and 12 h.
No important differences among the protocols A, B or C were observed. The effect of
Pep5 on Corynebacterium sp. was studied by scanning electron microscopy. Sections
with cellular residues were observed on the catheter surface.

! Master of Science dissertation in Microbiology Agricultural and of the Environment (Microbiology of
the Environment). Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Porto Alegre
(103 p). November 2002.
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1 INTRODUCAO

Infecgdes nosocomiais da corrente sangiiinea podem decorrer da utilizagdo de
cateteres intravasculares, representando assim um importante risco, influenciando na

morbidade e mortalidade de pacientes hospitalizados.

Os cateteres sio dispositivos intravasculares produzidos com polimeros
sintéticos, largamente utilizados com varios propositos terapéuticos e diagnosticos,
como terapia por infusdo, administracdo de produtos sangiineos, fluidos e eletrolitos,
drogas e suporte nutricional parenteral, além de monitoramento hematodinamico de
pacientes em Centros de Tratamento Intensivo. Estima-se que metade dos pacientes
admitidos em hospitais nos Estados Unidos e Europa, irdo receber cateter intravascular.
Porém, a utilizagdo de cateteres pode resultar em complicagdes ao paciente, como

infeccdo local e sistémica.

Sabe-se que as infecgdes relacionadas a cateter (IRC) e infecgdes primarias da
corrente sangiiinea relacionadas a cateter (IPCS-RC) resultam da presenga de
determinados microrganismos, como estafilococos Coagulase-Negativo (CoNS),
seguido de Staphylococcus aureus, Candida albicans, enterococos, P. ageruginosa , L.

cloacae entre outros.

A patogenicidade dos microrganismos presentes em cateteres relacionados a

infeccdes da corrente sangiiinea € caracterizada pela aderéncia destes a superficie,



havendo trés rotas principais: colonizago ao longo da superficie externa do cateter até a
extremidade; colonizagdo por contaminacido do cateter pela extremidade do local da
infusdo e pela dispersio dos microrganismos pelo sangue. Ha evidéncias, de muitas
investigacdes, que a aderéncia aos polimeros ¢ a primeira e mais importante etapa da
patogenicidade de corpos estranhos associados a infeccdes. Aderéncia & superficie €
mediada por mecanismos especificos e ndo especificos com conseqiiente formagdo de
microcolonia, produgéo de substancias extracelulares durante o periodo da colonizagao,

¢ subseqiiente formagdo de uma matriz compacta, 0 biofilme.

O proposito da formag@o do biofilme € proteger os microrganismos do ambiente
hostil e agir como armadilha de nutrientes. Os microrganismos formadores de biofilme,
dividem-se em dois grupos: as células em estagio plantonico, onde vivem livres como
organismos flutuantes individuais € as células em fase séssil, quando aderem 2
superficie formando o biofilme propriamente dito originando, assim, uma comunidade

integrada fechada, com conseqiiente formagdo de uma matriz exopolissacaridica (EPS).

Considerando que a aderéncia € o fator essencial para a patogénese de corpos
estranhos, pesquisas visando prevenir este primeiro passo vém sendo desenvolvidas. A
prevengio da formagio do biofilme por agao enzimatica, usando lisozima, somada a
antibiéticos, bem como metodologias para intensificar a penetracdo dos antibioticos no

biofilme, sdo alternativas estudadas.

Portanto, investigagdes em nivel experimental buscam novos meios para reduzir
os indices de infeccdo de pacientes hospitalizados por cateteres contaminados, atraves
da prevengdo da adesdo inicial, coloniza¢do ou aderéncia de microrganismos nessas

superficies.




Bacteriocinas sdo peptideos microbianos, produzidas por bactérias que causam a
morte de microrganismos competidores especificos, sem causar danos a si mesma.
Muitos microrganismos produzem diferentes bacteriocinas, denominadas, colicinas,
microcinas, lantibidticos e bacteriocinas ndo lantibidticas, as quais possuem diferentes
caracteristicas moleculares, agem em microrganismos especificos por mecanismos
distintos. Embora muitos estudos descrevam a produgdo e caracterizagdo de diferentes
bacteriocinas, muito pouco foi investigado sobre sua agdo sobre a aderéncia de

microrganismos em superficies.

O presente trabalho busca investigar a eficiéncia das bacteriocinas PeP5 e
Epidermina sobre a aderéncia de microrganismos de importancia clinica em superficie

polimérica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aumento da expectativa de vida, o acesso aos Centros de Tratamento Intensivo
(CT), tratamentos modernos incluindo o uso de dispositivos intravasculares, sdo fatores
que podem agravar os indices das Infecgoes Primarias da Corrente Sanglinea
Relacionada a Cateteres (IPCS-RC) (CDC, 1997). Os cateteres sao dispositivos
intravasculares indispensaveis, largamente utilizados em hospitais com diversos fins,
como administragdo de fluidos, medicamentos, produtos sangiiineos, nutri¢do parenteral
e monitoramento hematodindmico de pacientes com doengas severas. Entretanto, o uso
desses recursos intravasculares torna-se complexo devido 4 incidéncia de complicagdes
como tromboflebite séptica, endocardite, infecgdo sangiinea (IS), osteomielite,
endoftalmite e artrite. Assim, IPCS-RC aumentam a mortalidade e morbidade em dez a
vinte por cento, prolongam a hospitalizagdo em até sete dias ocasionando um custo

adicional por paciente (RICHTMANN et al., 1997).

Nos Estados Unidos, ha estimativa de ocorréncia de duzentas mil infec¢Oes
nosocomiais relacionadas & Infecgio da Corrente Sangiiinea (ICS) por ano (MAKI et al.,
1994). A maioria das ocorréncias nosocomiais situa-se, substancialmente, entre pacientes
com dispositivos intravasculares do que em pacientes sem esses dispositivos (JAVIS et

al. 1991). A incidéncia e os fatores potenciais de risco de infecgdes relacionadas a




dispositivos intravasculares variam consideravelmente com o tipo utilizado e a terapia

oferecida (SHERERTZ et al., 1990).

O tipo do dispositivo influi nas taxas de infec¢ao. Ha inimeros tipos de cateteres,
como venoso central, venoso periférico, arterial periférico para via pulmonar, venoso
central de longo prazo, cateteres associados com implantes no sistema nervoso central
para didlise cronica, cateteres para hemodiélise e cateteres para pacientes pediatricos

(BRAUNSTEIN, 1985).

O material empregado para a produgdo do polimero varia conforme as finalidades
praticas sendo, em geral constituidos por poliuretano, cloreto de polivinila (PVC),
polietileno, silicone ou Teflon. O material sintético de cateter venoso periférico € o
silicone, por possuir menor risco de infecggo do que o PVC, que atualmente € pouco

utilizado (BAND & MAKI, 1980).

Infeccio Nosocomial (IN) é a mais importante causa de morbidade em CTI
Neonatal sendo primeiramente relacionada a dispositivos sintéticos poliméricos. A
manifestacio infecciosa esta relacionada predominantemente ao Cateter Venoso Central,
cuja incidéncia varia entre cinco a vinte e cinco por cento (DONOWITZ, 1989,
GAYNES et al, 1991; GOLDMANN et al, 1981; GOLDMANN et al, 1983;

HEMMING et al., 1976).

O espectro de microrganismos causadores IRC depende, primeiramente, dos
principios basicos de higiene do hospital, do material de infusdo e das condi¢des do
paciente (GARRISON & WILSON, 1994; MERMEL & MAKI, 1994; RAAD et al,

1994).



H4 intimeros métedos de cultura que visam quantificar, buscando associar o
niimero de microrganismos presentes no cateter com a bacteremia do paciente. O método
de cultura em placa estabelece qual o tratamento adequado ao paciente, baseado nos
resultados obtidos a partir do nimero de Unidades Formadoras de Colémas (UFC),

provenientes da analise microbioldgica da ponta do cateter (MAKI et al., 1994).

O diagnéstico das infecgdes relacionadas a CVC ¢ determinante para aplicar
terapia apds a retirada do cateter (MAKI et al., 1977). A sensibilidade e especificidade
dos métodos microbiologicos para diagnosticar IRC e ISRC dependem do método usado,
a remogio do cateter e cultivo em meio de cultura da ponta desse cateter, considera-se o

mais eficaz método de cultura quantitativa (SIEGMAN-IGRA et al, 1993).

Para detectar microrganismos localizados na superficie externa ou interna do
cateter, os métodos de cultura quantitativa resultam em maior sensibilidade do método
de cultura semiquantitativa, onde os cateteres sdo imergidos em meio salino, ou
dispostos em meio de cultura e agitados e/ou sonicados (CLERI et al, 1980;

SHERERTZ et al., 1990).

Desde a metade da década de oitenta, uma proporgao ascendente de infecgdes

sangiiineas nosocomiais tém sido descritas (MICHELE & PEARSON, 1995).

A infecgdo por Staphylococcus aureus pode levar o paciente a um quadro grave
de infecgdo sangiiinea e difusdo hematdgena a outros locais, resultando em infecgses
secundarias como osteomielites, abscessos epidurais e endocardites. Geralmente estdao
relacionados com IRCs vasculares de curto prazo invadindo a extensdo do cateter e
movendo-se distalmente através da superficie externa deste, interagindo com a corrente

sangiiinea do paciente (LINARES et al., 1985; MAKI, 1994). Para cateteres de longo



prazo, o modo de infec¢do € o espalhamento intralumial a partir do ponto de entrada do
cateter contaminado. S3o menos comumente encontrados em cateteres de silicone do que
poliuretano, Teflon e PVC (SHERERTZ, 1995). Os Staphylococcus aureus produzem
uma variedade de enzimas, como catalase, hialuronidase, nuclease, beta-lactamase e
outras, as quais contribuem para o aumento da viruléncia (WALDVOGEL, 1995). A
incidéncia de IPCS-RC, por S. aureus em hospitais aumentou significativamente durante
a década de oitenta (BANNERJEE et al., 1991). De quinze a vinte por cento de infec¢des
sangiiineas nosocomiais sdo causadas por S. aureus (MAKI, 1981). Em estudos isolados
sobre a viruléncia desse microrganismo, foi constatado que em quase metade dos casos
com decorréncia de morte relacionando infecgdo por cateter, o agente bioldgico principal

foi S. aureus (JERNIGNAN & FARR, 1993).

Durante os tltimos anos CoNS vém se destacado como importantes patogenos,
afligindo principalmente pacientes que utilizam algum tipo de dispositivo sintético

(PFALLER & HERWALDI, 1988; VUONG & OTTO, 2002).

CoNS sio morfologicamente similares ao Staphylococus aureus, possuindo uma
variedade de propriedades de viruléncia em comum. Entretanto, produzem menor
nimero de substincias extracelulares, o que reduz o seu potencial de patogenicidade em
relacio ao S. aureus. Esta substincia extracelular se relaciona com a aderéncia a
superficies de corpos estranhos, ocasionando a colonizagdo exacerbada, levando a
infecgdes, sendo que muitas espécies sio hemoliticas e algumas possuem uma capsula
antifagocitica. Mesmo tendo a flora epitelial e membranas da mucosa humana como
habitat caracteristico, e nio se comportando como hospedeiro patogénico, sio

considerados agentes infecciosos especiais, pois possuem a habilidade de aderirem e



acumularem -se nas superficies de polimeros (cateteres), e produzirem substancia
extracelular, desencadeando infec¢do nosocomial (CHRISTENSEN et al, 1983;

DAVENPORT et al., 1986).

CoNS variam em relacio ao potencial de patogenicidade (PFALLER &
HERWALDI, 1988). Aproximadamente, de trinta a quarenta por cento das infecgdes
relacionadas a CVC sdo causadas por CoNS e espécies de CoNS sao isolados em cerca
de oito por cento a quarenta por cento de cateteres removidos (RUPP & ARCHER,
1994). Entretanto, somente uma pequena parte desses cateteres irdo se tornar fonte de

bacteremia (WIDMER, 1993).

A maioria dos isolados de CoNS como fonte clinicamente significativa refere-se
3 S. epidermidis (VUONG & OTTO, 2002). Destacando-se como um agente muito
commum no desenvolvimento de bacteremia, geralmente se introduz pelo epitélio ndo
integro, atingindo a corrente sangiinea € desencadeando uma infeccdo. S. epidermidis €
conhecido como o principal causador de endocardite, pois € encontrado em valvulas do
coragdo integro e de proteses intravasculares, incluindo cateteres e valvulas artificiais
cardiacas. Em pacientes imunodeprimidos ou neutropénicos ¢ considerado um risco, pois
s3o individuos que utilizam largamente dispositivos sintéticos como auxilio terapéutico.
Por terem tornado-se resistentes a muitos antibioticos, essas infeccdes sdo muito sérias €

podem ser fatais (PFALLER & HERWALDI, 1988).

Bastonetes Gram-negativos como Escherichia coli, FEnterobacter spp., Klebsiella
spp., Serratia spp., Pseudomonas aeruginosa € Acinetobacter spp. tém se mostrado
importantes agentes de bacteremia polimicrobiana (de seis a quatorze por cento) com

significativo aumento na mortalidade (REUBEN et al., 1989, WEINSTEIN et al., 1986).




~

L N

A TP NN

Os membros da familia Enterobactereaceae sio considerados o maior grupo de
microrganismos Gram negativos envolvidos em infec¢des nosocomiais, incluindo ICS e
IRC (GROEGER et al., 1993; MERMEL & MAKI, 1994). Dentre eles os que
predominam sdo P. aeruginosa e outros bastonetes Gram negativos ndo fermentativos

(JAVIS & MARTONE, 1992).

Escherichia coli é um agente causador de bacteremia, sendo considerado o
agente Gram negativo mais infeccioso e que esta mais freqiientemente relacionado com
infecgdes do trato urinario. Indices que variam entre trinta € um e quarenta e sete por
cento sdo relatados, surpreendendo o fato de ndo ser significativo seu numero em
infecgdes sangiiineas relacionadas a dispositivos (GRANSDEN et al., 1990; JAVIS &

MARTONE, 1992).

Dentre os microrganismos Gram negativos mais comumente causadores de
infeccdes sangiiineas sdo Klebsiella spp. e P. aeruginosa, seguidas por Enterobacter
(CHOW et al., 1991; ROBERTS et al., 1991) e Enterobacter cloacae cujas fontes de
bacteremia mais comuns sio CVC (15%) e cateteres do trato biliar (18%)
(GALLAGHER, 1990). Outra fonte associada a bacteremia ¢ a de produtos

intravasculares contaminados (BUCHHOLZ et al., 1971).

A Klebsiella se destaca entre as Gram-negativas por sua alta incidéncia em
ocorréncias de bacteremia, cerca de onze a dezesseis por cento (BRYAN et al., 1983).
Geralmente, bacteremias causadas por esse agente estdo associadas ao choque séptico,
sendo as portas de entrada mais comuns a via urinaria, via respiratoria e o trato biliar,

apenas quatro por cento por via de dispositivos (GARCIA DE LA TORRE et al., 1985).
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Serratia spp. caracteriza-se por ocasionar bacteremia em pacientes hospitalizados
por longos periodos. As principais portas de entrada para esse¢ agente sao os tratos
respiratorio e urinario e ferimentos cirtirgicos. De dois a nove por cento das infecgdes

estdo relacionadas a esse agente (BOUZA et. al., 1987).

Pesudomonas aeruginosa é um agente encontrado na agua, solo e em plantas;
também é colonizador da pele humana e membranas mucosas, especialmente de
pacientes hospitalizados. A capacidade da P. aeruginosa suportar condi¢des ambientais
adversas, pode ter contribuido para ser incluido como um importante patdgeno
nosocomial. Os reservatorios hospitalares de P. aeruginosa sio equipamentos
respiratorios, fluidos para administragdo intravascular, solugdes oftalmicas, detergentes e
desinfetantes (POLLACK, 1995). P. qeruginosa ¢ um dos patdgenos mais
predominantes entre os Gram negativos causadores de IRC, associada a varios tipos de
cateteres intravasculares. Devido a esse fato, recentemente foi considerado pelo CDC, o
sexto agente patogénico causador de infecgBes relacionado a ICS nosocomial em
pacientes em UTI’s (JAVIS & MARTONE, 1992). Um estudo revela a alta taxa de
mortalidade vinculada 2 infecciio por P. aeruginosa adquirida em hospitais, variando em

niveis entre cinqiienta a oitenta por cento (FLICK & CLUFF, 1976).

Infecgdo nosocomial por Acinetobacter baumannii é caracterizada por atingir
pacientes com doengas severas em UTIs, relacionando-se com infec¢des dos tratos
respiratdrio e urinario, inflamagdo nas meninges e bacteremia (BECK- SAGUE et al,
1990; SIEGMAN-IGRA et al, 1993). Dados relatam que a porta de entrada para
desenvolvimento de bacteremia por A. baumannii sdo dispositivos intravasculares

(45%), seguidos por infecgdo no trato respiratorio (31%) e infeccdo na pele (4%). O
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indice de mortalidade é de quarenta e quatro por cento, variando entre vinte € um por
cento em pacientes com ISRCs e cem por cento em pacientes com pneumonia.
Justificando a alta porcentagem de casos de IRCs, A. baumannii é o mais significativo

representante dos microrganismos Gram negativos (SEIFERT et al., 1995).

Outros representantes importantes entre os bastonetes Gram negativos incluem
Aeromonas hydrophila, Bordetella spp, Achromobacter spp, Moraxella osloensis,

Kingelia kingae e Haemophilus influenza.

Nas ultimas cinco décadas ocorreram mudangas nos agentes causadores de
infeccdo hopitalar € na tecnologia usada no tratamento na prevengio. Estudos
epidemiologicos relatam um aumento nas infecgdes nosocomiais causadas por fungos,
ressaltando as infec¢bes sangliineas, sendo muitas vezes relacionadas a cateteres

vasculares (HAMORY, 1987).

As ocorréncias de infecgdes nosocomiais por fungos patdgenos variou entre 1980
a 1990 de seis para dez por cento, sendo que a porcentagem de 1CS nosocomial causada
por fungo foi de cinco por cento para nove por cento nesse mesmo periodo (PITTET,

1993).

A mortalidade por fungos relacionados a ICS ¢é significativa. Levantamentos
epidemiolégicos demonstram que pacientes com fungemia s&o mais propensos ao obito
durante a hospitalizacio dos pacientes com ICS causada por agentes nio fingicos

(MILLER & WENZEL, 1987).

A partir de dados da literatura médica, constata-se que nos ultimos anos a

incidéncia de fungemias nosocomiais aumentou consideravelmente, devido ao
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envolvimento de espécies de Candida, relacionada a cateteres intravasculares (BECK-
SAGUE et al., 1999), porém, outras espécies sdo consideradas importantes clinicamente,
como Alternaria spp., Aspergillus niger, Fusarium spp., Malassezia furfur, Nocardia
spp., Paecilomyces spp., Saccharomyces cerevisiae e Torulopsis globrata (HAMORY,

1987).

Quando um dispositivo médico, cateter venoso central/periférico, cateteres do
trato urinario ou valvulas cardiacas, esta contaminado com algum tipo de microrganismo
existem variaveis que irdo determinar o desenvolvimento de um biofilme (PITTET,

1993).

As bactérias estdo presentes nos ambientes como células livres, suspensas no ar
ou agua, associadas a tecidos humanos ou animal, ou como membros de uma
comunidade multiespecifica complexa, os biofilmes (COSTERTON et al, 1987).
Atualmente reconhece-se que a maioria das bactérias encontradas em condi¢des naturais
ou em equipamentos clinicos ou industriais existem em associagdes com superficies

(COSTERTON et al., 1987).

Os biofilmes s3o geralmente constituidos por diferentes espécies de
microrganismos e formam-se sobre uma grande uma grande variedade de superficies tais
como dentes, epitélios, graos de areia, alimentos, cateteres, plasticos e ago inoxidavel

dentre outros (WATNICK & KOLTER, 2000).

Um biofilme é definido como uma populagdo de microrganismos compactados
sob a forma de uma matriz sobre uma superficie qualquer, em quase todos os
ecossistemas. Pode ser formado por uma grande variedade de microrganismo, no qual

desenvolvem seu proprio micro ambiente, possibilitando a sobrevivéncia, mesmo em
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um meio adverso (COSTERTON et al, 1995; MARCHALL, 1992; NIVENS et al,

1995).

No processo de formagcdo de um biofilme ha dois grupos distintos de
microrganismos, dependendo da fase de crescimento em que se encontra; plantonicos e
sésseis (FLETCHER, 1991). No estagio plantdnico 0s microrganismos vivem como
organismos livres, enquanto que no estagio séssil as células se encontram aderidas a
superficie, formando um biofilme e interagindo como uma comunidade integrada

(GENIGEORGIS, 1995).

A formacdo do biofilme ocorre em duas etapas bem definidas. Primeiramente o
microrganismo adere-se por tempo suficiente & superficie exposta para a interagio
tornar-se irreversivel. O indice de células aderidas depende do numero e tipo de células
no liquido no qual o cateter € exposto, dependendo também da razio de vazie do liquido
no dispositivo e das caracteristicas fisico-quimicas da superficie. Os componentes do
meio liquido podem alterar as propriedades da superficie e afetar a taxa de cé€lulas
fixadas. Essas células uma vez aderidas irreversivelmente produzem um polissacarideo
extracelular que evolui para um biofilme. O grau de crescimento celular esta diretamente
influenciado pelo fluxo e composi¢do quimica do meio, também concentragido de drogas

antimicrobianas e temperatura do ambiente (COSTERTON et al., 1995).

A aderéncia da célula ao polimero ocorre em duas etapas. A reversivel, onde as
células estdo proximas a superficie, porém ndo estdo em contato com a superficie, que €
mediada por forgas eletrostaticas, por interagdes hidrofobicas e forcas de van der Waals.
A irreversivel se caracteriza por apresentar forgas dipolo-dipolo, hidrofobicas, ion-

dipolo, ligacdes covalentes e interagdes do tipo pontes de hidrogénio. O modelo
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termodinimico da adesdo celular a uma superficie solida imerso em meio liquido releva
parimetros como tensdo superficial do polimero, o meio liquido envolvido e a célula
bacteriana propriamente dita. Sendo o meio liquido sangue, soro ou plasma,
imediatamente algumas proteinas sdo adsorvidas pelo polimero, como albumina, o que
resulta em alteragdes nas caracteristicas fisico-quimicas da superficie (COTTONARO et
al, 1981), afetando assim, fatores especificos de aderéncia. Outras proteinas que
favorecem a aderéncia especifica a determinadas células ao polimero, mesmo em
presenga da albumina, sao fibrinogénio, fibronectina, laminina, colageno,
trombospondina e vitronectina (HERRMANN et al., 1991; WATTS et al., 1990). Os
mecanismos de ligagio se caracterizam por forcas especificas, envolvendo determinadas

proteinas plasmaéticas e uma matriz extracelular (PITTET, 1993).

Transpondo a rapida aderéncia inicial, verifica-se o segundo passo da
colonizagdo que ¢ determinada pelo acumulo a superficie do polimero, com subseqtiente
crescimento, replicagdo, formagdo de micro colénia e formagio de uma substincia
viscosa extracelular, um exopolissacarideo (EPS), resultando em uma estrutura amorfa
de multiplas células, dispostas em camadas embebidas em tal substancia extracelular. 0
EPS facilita o ataque celular inicial a superficie, forma e mantém a micro coldnia,
confere a estrutura do biofilme, amplia a resisténcia do biofilme frente ao estresse do
ambiente € a exposi¢do antimicrobiana € também possibilita a captura de nutrientes
(COSTERTON et al, 1995). O polissacarideo extracelular ¢ composto por homo e
heteropolissacarideos, contendo glicose, frutose, manose, galactose, piruvato e acido
manurdnico ou acido glicurénico (GENIGEORGIS, 1995; JOHANSEN & FALHOLT,
1997). A aderéncia intercelular ¢ mediada por um polissacarideo, encontrado na camada

extracelular viscosa, denominado Polisssacarideo Intracelular de Aderéncia (PIA),
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conferindo a habilidade de formar biofilme sob a superficie (MACK et al, 1996a).
Recentemente descoberta, a estrutura quimica do PIA se caracteriza por ter ligagao linear

B-1,6—glicosamino-glicana (MACK et al., 1996b).

As células de um biofilme sdo na maioria aerdbicas quando fazem parte de um
biofilme aerébico, porém, microrganismos anaerdbicos também sdo encontrados.
Dependendo do local de colonizago, alguns microrganismos podem ser exauridos de
oxigénio e nutrientes; o reduzido consumo ¢ a limita¢ao da difusdo do oxigénio para o
interior do biofilme, resulta em uma zona anoxigénica, explicando o fato de
microrganismos aerobicos e anaerobicos compartilharem o mesmo ambiente

(GENIGEORGIS, 1995).

Recentes estudos demonstraram que os biofilmes t€m uma estrutura porosa
formada por tubos capilares, dentro dos quais agua e nutrientes sdo distribuidos
(COSTERTON et al., 1995). O transporte de nutrientes para o interior do biofilme ocorre
por capilares especiais. O residuo celular € excretado através do sistema para a superficie

externa da estrutura celular (COSTERTON et al., 1995).

Sabe-se que as células microbianas sdo distribuidas de maneira heterogénea no
biofilme e somente dez a vinte por cento do volume total do biofilme sdo células, o

restante sdo polissacarideos (COSTERTON et al., 1994).

A arquitetura do biofilme é especifica a espécie quando esse ¢ constituido por
apenas um tipo de cepa e especifico ao substrato quando ha mais de uma cultura. Em
biofilmes heterogéneos, a arquitetura ¢ geralmente irregular, o que ¢ consequéncia de
formas de crescimento e aderéncia distintos entre as espécies que o constituem

(COSTERTON et al., 1995).
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A prevengdo da formagao do biofilme se torna importante por razdes meédicas e
condmicas. Muitas alternativas vém sendo estudadas sendo o primeiro fator
ynsiderado a elaboragdo de materiais resistentes a aderéncia e subseqiiente colonizagio.
utra possibilidade, o tipo de material do dispositivo e seu modo de inser¢do e por fim,
ma terceira alternativa viavel e utilizada até entfo, € a administracio de antibioticos
arante a utilizagdo de cateteres venosos centrais. Existem alternativas em relagdo a
:cnica de colocar no dispositivo uma solugdo de antibidtico ou deixar uma solugéo

itibidtica dentro do cateter entre as utilizagdes (JANSEN, 1993).

Nos ultimos anos estudos tém se voltado para a redugdo da aderéncia de
licrorganismos patogénicos em cateteres, voltada ao desenvolvimento de materiais que
npec¢am a fixa¢io microbiana a superficie do dispositivo, mesmo apds inser¢iao desse
1 corrente sangiiinea, considerando-se também as possiveis intera¢cdes entre os fatores
xpressos pelo hospedeiro, como proteinas e células. O modo de realizagao dessa
lternativa se da pela ligagdo a superficie do cateter de drogas antimicrobianas como,
atibidticos, desinfetantes e metais. A droga € ligada a superficie diretamente ou
icorporada ao polimero e a partir do momento que este entra em contato com ©
mbiente aquoso, libera concentragoes da droga nas regides mais proximas. A liberagio
corre de acordo com a primeira Lei da Cinética, liberando inicialmente uma maior
oncentracdo e, apods, diminuindo exponencialmente (JANSEN & KOHNEM, 1995;

OHNEM et al., 1994).

Esses avancos buscam especialmente, a prevencdo da ocorréncia de infecgdes
elacionada a cateteres quando a origem de contaminag¢do for durante a inser¢do

ARNOW et al, 1993). Muitas pesquisas relatam a maior eficiéncia do antibiotico, se
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wcorporado ao material do que se ligado covalentemente por reagdes quimicas.
xemplos de antibidticos usados sao: ciprofloxacina, clindamicina, dicloxacilina,

ancomicina e teicoplanina (WELCH, 1978).

Aminoglicosideos como canamicina, cefalotin e cefoxitin tém sido incorporados
polimeros hidrofilicos como polietileno e silicone, e avaliados clinica e
<perimentalmente. Resultados efetivos foram obtidos com cateteres do trato urinario,
ssociados a infecgdes (SOLOVSKI et al., 1993). Desinfetantes como iodo e Irgasan
wam incorporados a polimeros com resultados satisfatorios para tal objetivo
SOLOVSKJ et al, 1993). Entre os metais com atividade antimicrobiana e
racteristicamente com baixa toxicidade, destaca-se a prata (SIOSHANSI, 1994;

ICLEAN et al., 1993).

A heparina é comumente ligada a superficie externa de cateteres Swan-Ganz para
iminuir sua trombogenicidade, evidenciando menor ocorréncia de infecg¢ao relacionada

cateter, em funcgio da atividade preventiva a aderéncia (HOAR et al., 1981).

As bacteriocinas foram descobertas em 1925, quando pesquisadores observaram
inibicdo de Escherichia coli por Escherichia coli V. A substincia produzida por

scherichia coli V foi, entdo, denominada de colicina (TAGG et al., 1976).

As bacteriocinas sdo peptideos biologicamente ativos, produzidas por bactérias,
ue possuem atividade antimicrobiana,geralmente contra bactérias que sdo estritamente

slacionadas as espécies produtoras dessas substancias (TAGG et al., 1976 ).
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A atividade dessas substdncias parece estar associado a presenca de uma porgio
rotéica ativa, com atividade bactericida, com agdo através da ligagdo a receptores

specificos na parede celular dos microrganismos sensiveis (TAGG et al., 1976).

Dentre as bactérias lacticas produtoras de bacteriocinas temos: Lactobacillus
cidophilus N2 (Lactacina B), ZLactobacillus johnsonii VPI 11088 (Lactacina F);
ediococcus acidilactici F (Pediocina AcH), Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
1454 (Nisina) e Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ 481 (Lacticina 481) (NES et al,,

995), entre outros.

Segundo Nes et al. (1995) as bacteriocinas sdo classificadas com base nos dados
e estrutura primaria, peso molecular e estabilidade térmica. A Classe I compreende os
ntibidticos, os quais se caracterizam por serem peptideos pequenos, menores que 5
Da, estaveis quando submetidos a temperaturas altas, possuem aminoédcidos com anéis
oéter intramolecularmente, como lantionina e B-etil-lantionina. S3o subdivididos em
po IA, quando sdo peptideos catidnicos capazes de formarem poros na membrana
toplasmatica do microrganismo sensivel e tipo IB que sdo peptideos com caracteristica

:obular e inibem enzimas.

Na classe 1l os peptideos sao pequenos, porém, com tamanho maior que os da
asse I, sendo observados valores menores que 10 KDa. Sao estaveis quando aquecidos.
bssui os subgrupos IIA, com peptideos ativos contra Listeria spp.; IIB, formado por
tcteriocinas cuja a¢do depende da atividade complementar de dois peptideos,
cnominados de complexo formador de esporos; 1IC, composto por bacteriocinas Sec-
cpendentes e [1D, compreendendo as bacteriocinas que nfo foram incluidas em nenhum

sbgrupo definido.
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incorporado ao material do que se ligado covalentemente por reagSes quimicas.
Exemplos de antibioticos usados sao: ciprofloxacina, clindamicina, dicloxacilina,

vancomicina e teicoplanina (WELCH, 1978).

Aminoglicosideos como canamicina, cefalotin e cefoxitin tém sido incorporados
a polimeros hidrofilicos como polietileno e silicone, e avaliados clinica e
experimentalmente. Resultados efetivos foram obtidos com cateteres do trato urinario,
associados 2 infecgdes (SOLOVSKI et al., 1993). Desinfetantes como iodo e Irgasan
foram incorporados a polimeros com resultados satisfatérios para tal objetivo
(SOLOVSKJ et al, 1993). Entre os metais com atividade antimicrobiana e
caracteristicamente com baixa toxicidade, destaca-se a prata (SIOSHANSI, 1994

MCLEAN et al., 1993).

A heparina é comumente ligada a superficie externa de cateteres Swan-Ganz para
diminuir sua trombogenicidade, evidenciando menor ocorréncia de infecgdo relacionada

a cateter, em fungdo da atividade preventiva a aderéncia (HOAR et al., 1981).

As bacteriocinas foram descobertas em 1925, quando pesquisadores observaram
a inibicdo de Escherichia coli por Escherichia coli V. A substancia produzida por

Escherichia coli V foi, entdo, denominada de colicina (TAGG et al., 1976).

As bacteriocinas sio peptideos biologicamente ativos, produzidas por bactérias,
que possuem atividade antimicrobiana,geralmente contra bactérias que sao estritamente

relacionadas as espécies produtoras dessas sub stancias (TAGG et al., 1976 ).
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A atividade dessas substancias parece estar associado & presenga de uma por¢ao
protéica ativa, com atividade bactericida, com agdo através da ligagao a receptores

especificos na parede celular dos microrganismos sensiveis (TAGG et al., 1976).

Dentre as bactérias lacticas produtoras de bacteriocinas temos: Lactobacillus
acidophilus N2 (Lactacina B); Lactobacillus johnsonii VPI 11088 (Lactacina F);
Pediococcus acidilactici F (Pediocina AcH), Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC
11454 (Nisina) e Lactococcus lactis subsp. lactis CNRZ 481 (Lacticina 481) (NES et al,

1995), entre outros.

Segundo Nes et al. (1995) as bacteriocinas sdo classificadas com base nos dados
de estrutura primaria, peso molecular € estabilidade térmica. A Classe I compreende os
lantibiéticos, os quais se caracterizam por serem peptideos pequenos, menores que 3
KDa, estaveis quando submetidos a temperaturas altas, possuem aminoacidos com an€is
tioéter intramolecularmente, como lantionina e B-etil-lantionina. S@o subdivididos em
tipo 1A, quando sio peptideos catibnicos capazes de formarem poros na membrana
citoplasmatica do microrganismo sensivel e tipo IB que sdo peptideos com caracteristica

globular e inibem enzimas.

Na classe 11 os peptideos sao pequenos, porém, com tamanho maior que os da
classe I sendo observados valores menores que 10 KDa. Sio estaveis quando aquecidos.
Possui os subgrupos A, com peptideos ativos contra Listeria spp.; 1IB, formado por
bacteriocinas cuja a¢fo depende da atividade complementar de dois peptideos,
denominados de complexo formador de esporos; 1IC, composto por bacteriocinas Sec-
dependentes e 1D, compreendendo as bacteriocinas que nio foram incluidas em nenhum

subgrupo definido.
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Na classe II s3o caracterizados por possuirem peso molecular maior, cerca de
30 KDa e por serem sensiveis ao calor, como por exemplo, helveticina J, helveticina

VI829, acidophilina A e lactacina A e B.

Considerando a estrutura priméaria um fator de classificagdo, um quarto grupo
compreende substincias compostas por unidades protéicas, lipidicas e glicidicas pode ser

incluido (JIMENEZ-DIAZ et al., 1993).

Por terem natureza protéica, as bacteriocinas sdo sintetizadas pelo mecanismo
ribossomal igual a sintese de proteinas (DE VUYST & VANDAMME, 1994). Observa-
se que a biossintese da maioria das bacteriocinas produzidas por bactérias laticas
manifesta caracteristicas da cinética de metabolitos primarios (DE VUYST &

VANDAMME, 1991; DE VUYST & VANDAMME, 1992).

A agdo dessas substincias sobre as células sensiveis ocorre em duas etapas; na
primeira fase, as bacteriocinas adsorvem-se através de receptores especificos e ndo
especificos da célula hospedeira, neste estagio essas substancias s3o sensiveis as
proteases. Em uma segunda fase, irreversivel, as bacteriocinas originam alteragGes
celulares nas células sensiveis, de acordo com o seu modo especifico de agido (TAGG et

al., 1976).

A atividade das bacteriocinas ndc depende de sua adsorgdo especifica a superficie
de células sensiveis, mas também da adsor¢do inespecifica que deriva de sua natureza
hidrofobica. A imunidade das linhagens resistentes as bacteriocinas deve-se mais a
producdo de enzimas envolvidas na imunidade, que na alteragdo de receptores (PIARD

& DESMAZEUD, 1992).
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Das bacteriocinas mais conhecidas, sabe-se que a nisina, bacteriocina produzida
por Lactococcus lactis subsp. lactis, atua como despolarizante das membranas
bacterianas, produzindo poros na bicamada lipidica (TAGG et al., 1976). Quanto ao
modo de agdo da nisina, estudos indicam que tal substincia liga-se fortemente aos
fosfolipidios da membrana. As moléculas catidnicas da nisina interagem com os
fosfolipidios anidnicos, reorientando-os, fazendo com que formem poros ou canais
idnicos nfo seletivos. Através dos poros tem-se o fluxo de ions potéssio, Adenosina Tri
Fosfato (ATP) e aminoacidos, resultando na destrui¢do da membrana e perda dos

constituintes celulares (COSTERTON, 1995).

A quantidade de bacteriocinas necessarias para realizar um nivel especifico de
morte para um microrganismo pode ser maior ou menor, dependendo do tipo de
microrganismo alvo, assim como das bacteriocinas utilizadas, as quais tém modos de

acdo distintos (JACK & JUNG, 2000).

Algumas linhagens de Staphylococcus epidermidis produzem lantibiéticos,
contendo peptideos extremamente estaveis, como Epidermina, Epilancina K7 ou PeP5.
Tem sido proposto que essas substincias podem ser importantes na competicdo
bacteriana e que a producgfio de lantibidticos seja restrita ao S epidermidis entre

estafilococcos (JACK & JUNG, 2000).

Epidermina, PeP5 e Epilancina K7 sdo produzidas por Staphylococcus
epidermidis (BIERBAUM et al., 1996a). PeP5 ¢ um peptideo antimicrobiano de 34
aminoécidos, que contém um de aminoacido raro com ligacdo tioéter lantionina e/ou
metilantionina, as quais formam uma estrutura de trés anéis intramoleculares

(BIERBAUM et al_, 1996b). A Epidermina € um peptideo antibidtico, que € distinguido



21

pela presenga do aminoacido lantionina rare, que contém pontes sulfidicas e 4cidos alfa-

beta-didehidroaminoacido (VAN DE VEEN & JUNG, 1996).

Durante os tiltimos anos, a atencao tem sido destinada ao desenvolvimento de
barreiras antimicrobianas a fim de se prevenir primeiramente a adesdo inicial de
microrganismos contaminantes, através da aplicagdo de agentes antimicrobianos as
superficies, do que a remogdo das células depois de aderidas. A idéia € que tanto a
presencga do agente com sua atividade anitimicrobiana mantidas na interface eliminem as
células sensiveis ou os esporos que tém a tendéncia 4 adesdo. Nisina tem sido utilizada
diretamente na superficie de alimentos como um aditivo na inibigdo do crescimento de

células Gram-positivas e esporos (BOWER et al., 1998).

Em dispositivos biomédicos, existem estudos relacionando substancias
antimicrobianas, como a nisina, os quais demonstram que a atividade antimicrobiana
dessa ¢é altamente dependente do tempo de contato desta substincia com o cateter, da
concentracdo da solugdo e do tempo de aderéncia celular a superficie (BOWER et al.,

1998).
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3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental desta dissertacio foi realizada no Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e

Departamento de Microbiologia Geral da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.1 Relaciio e obtencio dos microrganismos

3.1.1 Microrganismos produtores de bacteriocinas

Como microrganismos produtores de bacteriocinas foram utilizadas diferentes
linhagens de Staphylococcus spp., envolvidas em mastite bovina, as quais foram
testadas para produgio de substancias antimicrobianas. Também foram usadas linhagem
de Staphylococcus aureus provenientes de leite pasteurizado (NASCIMENTO et al,
2002).

As bacteriocinas usadas foram: A53, A70, 146L, 215FN, MB92 (produzidas por
S. aureus), Pep5, epidermina, epilancina K7 e epicidina 280 (produzidas por §.
epidermidis).

Os sobrenadantes de cultura contendo as bacteriocinas PeP5 e Epidermina foram
gentilmente cedidas pelo Departamento de Microbiologia da Universidade Federal do

Rio de Janeiro.
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3.1.1.1 Obtengao da substincia antimicrobiana

Para a extra¢ao da substincia antimicrobiana foram coletados 20 mL do cultive
de 24 horas em BHI a partir de um inéculo de aproximadamente 10° UFC/mL, o qual
foi submetido a agitagio em estufa incubadora, da marca Nova Técnica 101. O material
coletado foi centrifugado a 10.000 g por 15 minutos a 15°C, objetivando a separagdo
das células produtoras do sobrenadante, em centrifuga Hermle Z 323K, Hermle
Labortechnik GmbH. Posteriormente verificou-se o pH (valores entre 7,0-7.5), e logo

apos filtrou-se em filtros com dimensdes de 0,22pm de marca Millipore.

3.1.1.2 Liofilizagao

Apés o processo de centrifugacdo, filtragdo determinagio do pH, foram
distribuidas aliquotas de um 1 mL em frascos para liofilizar, antes do processo de
liofilizagao as aliquotas foram mantidas a —76°C durante 24 horas.

As aliquotas foram liofilizadas no Departamento de Genética da Universidade

Federal de Rio Grande do Sul.

3.1.2 Microrganismos indicadores

Como microrganismos indicadores, foram utilizados isolados clinicos de

cateteres de silicone provenientes de pacientes que necessitaram de tratamento com
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antibi6ticos apos a retirada do dispositivo. Os microrganismos foram obtidos junto ao
Setor de Microbiologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Os microrganismos indicadores foram isolados de pontas de cateter, utilizando-
se a técnica de esgotamento em Placa de Petri contendo agar sangue, seguido pela a
identificagdo automatica (Sistema VITEK). Uma algada de material biologico foi
coletado e inoculado em caldo BHI, incubado a 37°C por 24 horas e apds foram
transferidos para Placas de Petri contendo 4gar BHI. As colonias foram observadas
quanto a estrutura morfolégica celular, coloragéo e superficie.

Das bactérias isoladas, foram mantidas as identificagdes do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre: Bulkholderia cepacea 650415, Staphylococcus epidermidis 632636 S8,
Staphylococcus epidermidis 632636 S9, Staphylococcus aureus 658801, Staphylococcus
aureus 618450, Corynebacterium sp 633544, Staphylococcus epidermidis 635685,
Staphylococcus  epidermidis 634648,  Staphylococcus  epidermidis 641889,
Staphylococcus epidermidis 650057 e Pseudomonas aeruginosa 656573. Além dos
isolados clinicos foi testada uma bactéria de cole¢ao: Staphylococcus epidermidis
ATCC 25923.

Todos os procedimentos de manipulagdo de microrganismos foram realizados
em Céamara de Fluxo Laminar Vertical modelo PA 115, Pachane Industrias e Comércio

Ltda.

3.1.2.1 Identificacio
Os isolados clinicos foram identificados através da analise de suas caracteristicas
bioquimicas e morfologicas, apos foram confirmados pelo sistema de identificacdo

automatica.



Foram utilizados os seguintes testes: motilidade, urease, citrato, liquefagio de
gelatina, Voges Proskauer, reducdo de nitrato, glicose, hemolise, catalase, maltose,
glicose, lactose, sacarose, trealose, salicina, arginina, indol, oxidagdo de dextrose,
crescimento em Mac Conkey, oxidase, crescimento em agar cetrimida, teste O/F,
coagulase, manitol (MAC FADDIN, 2000).

Para a avaliagdo morfologica utilizou-se a técnica de coloragdo de Gram, com

auxilio de microscopio Optico Olympus, modelo CX40.

3.2 Avaliacio da atividade antimicrobiana das bacteriocinas

A avaliagdo inicial da atividade antimicrobiana das bacteriocinas AS53, A70,
146L, 215FN, MB92, Pep5, epidermina, epilancina K7 e epicidina 280 foi realizada no
Departamento de Microbiologia Geral da Universidade Federal do Rio de Janeiro,
segundo o protocolo modificado de Giambiagi-de-Marval et al. (1990), onde as
linhagens produtoras de bacteriocinas foram cultivadas em 3 mL de meio
BHI a 37°C por 18 horas; 10pL de cada cultura foram inoculados na
forma de pontos na superficie de uma placa contendo BHI. Apés um periodo de
18 horas a 37°C, as bactérias foram mortas por exposicdo a vapores de
cloroformic por 30 min. e, sobre a placa, verteu-se 3 mlL de meio BHI
semi-sOlido acrescido de aliquotas de 0,3 mL da linhagem indicadora
(previamente crescida por 24 horas a 37°C, em 3 mL de meio BHI). As placas
foram reincubadas a 37°C por 18 horas e, apos essa incubacgdo, os didmetros dos
halos das zonas de inibicdc foram medidos. Foram realizadas 4 repeti¢des do

experimento.



Ap6s a triagem inicial, as bacteriocinas foram selecionadas, e os sobrenadantes
obtidos, os quais foram liofilizados e testados pelo método de difusdo em agar com
discos de celulose (Whatman n° 3M). As suspensdes bacterianas (cultivo de 24 hs, 37°C
em 3 mL BHI) foram distribuidas homogeneamente com swab estéril em Placas de Petri
contendo agar BHI. Foram adicionados discos de celulose de seis milimetros
esterilizados, através dos quais aplicou-se 20ul. das bacteriocinas liofilizadas
ressuspendidas em agua destilada. Apos a incubagdo por 24 horas a temperatura de 37°C
em Estufa Bacteniologica modelo JP 101 da empresa Prolab realizou-se a leitura de
halos de inibigdo ao redor dos discos com auxilio de régua milimetrada (KIMURA et al.

1998)

3.3  Avaliacdo dos isolados indicadores quanto a aderéncia sobre superficies

poliméricas

Os corpos de prova foram preparados da seguinte maneira: os cateteres foram
cortados sob condigdes estéreis, com auxilio de tesoura e pinga estéreis , a partir de uma
amostra integra e estéril de cateteres intravenosos com dispositivo de protecio 22GA
100 IN estéreis com dimensdes de 0.9 x 25 mm e vazde 35 mL/min censtituidos de
Vialon®, um biomaterial constituido de silicone, termosensivel hemocompativel,
tromboresistente, ultraflexivel inerte, cedidos pela empresa Becton Dickinson industrias
cirirgicas. Foram preparados pré inoculos dos microrganismos indicadores, os quais
foram incubados em tubos de ensaic com 3mL de caldo BHI por 24 horas a temperatura

de 37°C, e 1 mL deste cultivo foi adicionado aos corpos de prova, os quais se
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encontravam imersos em 3 mL de caldo BHI estéril. Os tubos de ensaio foram entdo
incubados por 24 horas a 37°C para permitir o crescimento com subseqiiente
coloniza¢do ao longo da superficie externa e interna do dispositivo. Decorrido o periodo
de 24 horas, os corpos de prova foram transferidos a um outro tubo de ensaio contendo
3 mL de solugdo salina 0,87%, objetivando a remogao das células fracamente aderidas 3
superficie, logo apos, os cateteres lavados foram novamente transferidos o outro tubo de
ensaio contendo 3 mL de solugdo salina 0,87%, para ser submetido a sonicagio por 3
ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz, em sonicador Ultrasonic Cleaner
modelo USC 700, Thornton Unique, o que viabiliza a remogdo das células fortemente
aderidas a superficie. Foram realizadas 3 repeti¢des do experimento.

Os resultados sdo expressos em UFC/mm’ considerando a area da superficie

interna e externa do cateter (area total = 125,7 mm?).
3.4 Determinac¢iao do numero de células vidveis

As populagdes bacterianas foram determinadas pelo mimero das Unidades
Formadoras de Colonias (UFC/mL), através do método em gota, o qual utilizou-se para
cada diluicdo das suspensGes bacterianas obtidas apés a lavagem e sonicagio dos

cateteres, trés aliquotas de 20 pL, como descrito por Sangali e Brandelli (2000).

3.5 Densidade optica

Para a determinacdo da densidade oOtica as suspensdes bacterianas foram

analisadas em Espectrofotdmetro Hitachi U1100, a 600nm.
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3.6 Bacteriocinas

3.6.1 Determinagao das unidades arbitréarias

Os sobrenadantes das culturas produtoras obtidas como descito em 3.1.1.1, e
liofilizadas foram diluidos em Placas de microtitulagdo em proporgdes de 1:2 em
solugdo salina 0,87%, em dilui¢des até 1/256.

Utilizou-se 20 uL das fragdes diluidas para realizar o teste de inibigdo, pelo
método de difusdao em discos. As placas contendo agar BHI, foram previamente
preparadas, inoculando-se com as culturas indicadoras Staphylococcus epidermidis
ATCC 25923, Corynebacterium sp 633544, Staphylococcus epidermidis 634648. Apos
o periodo de incubagdo de 24 horas a 37°C, as placas foram avaliadas quanto a presenga
de halos de inibigdo. O protocolo foi realizado em triplicata.

A unidade arbitraria ¢ definida como a reciproca da maior diluicio em que foi

verificado halo (MOTTA & BRANDELLI, 2002).

3.6.2 Estabilidade térmica

Foi avaliado o efeito da temperatura sobre a atividade antimicrobiana de Pep5 e
Epidermina (bacteriocinas selecionadas). Aliquotas do sobrenadante liofilizado de PeP5
e Epidermina, conforme descritc em 3.1.1.2, foram ressuspendida em 100uL de agua
previamente esterilizada e submetidas a diferentes temperaturas em equipamento

Thermomix™ BM 18 BU, B Braun Biotech International.
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O processo para avaliar o efeito da temperatura foi feito com a incubagio por 15
minutos a 40°C, 50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C, 30 minutos a 90°C e 121°C por 15
minutos. As fragcdes pré-tratadas foram testadas pelo teste em difusio em discos,
conforme descrito em 3.2. O teste envolveu uma aliquota liofilizada, ndo tratada, para
fins de controle. O teste fo1 realizado em triplicata.

O microrganismo utilizado como indicador foi Corynebacterium sp.

3.7 Efeito da Bacteriocina no crescimento dos microrganismos indicadores

Neste experimento buscou-se verificar a sensibilidade de S. epidermidis 634648,
S. epidermidis ATCC 25923 e Corynebacterium sp. 633544, durante o seu crescimento,
as bacteriocinas PeP5 e Epidermina.

Os pré-indculos dos microrganismos indicadores foram preparados em frascos
Erlenmeyer com 50 mL de meio BHI, incubando em estufa a 37°C por 18 horas. Apos o
periodo 1% do pré-indculo foi inoculado em frascos Erlenmeyer contendo 100mL de
meio BHI, sendo o experimento realizado em quatro repetigdes. Para controle utilizou-
se um cultivo das bactérias indicadoras, sem adi¢ao das bacteriocinas.

Para o cultivo controle, a cultura indicadora foi inoculada em meio BHI e em
intervalos regulares de 2 horas, aliquotas foram coletadas para acompanhamento da
absorbancia, determinada em espectrofotémetro (600nm) e contagem do numero de
unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL). Para determinagdo de
UFC/mL, foi utilizado o método descrito em 3.3.

Para o cultivo teste procedeu-se como para o cultivo controle, porém, apés 2

horas de incuba¢do, um volume de bacteriocina equivalente a 640UA/mL, foi
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adicionado as culturas indicadoras, € o efeito da bacteriocina foi acompanhado em
intervalos regulares de 2 horas, sendo o experimento realizado durante 12 horas. Foi
feito o acompanhamento da absorbancia (600nm) em espectrofotémetro e determinagio
do numero de UFC/mL. Os resultados foram comparados aqueles da cultura controle,

sem adicao de bacteriocina.

3.8 Teste in vifro da atividade das bacteriocinas em superficie polimérica

Para a avaliacdo da atividade antimicrobiana das bacteriocinas in vitro foram

testados trés protocolos distintos.

3.8.1 Protocolo A

Em 20 tubos de ensaio foram adicionados 3 mL caldo BHI estéril, incorporados
os corpos de prova com dimensdes descritas anteriormente, inoculados 1 mL do pré-
indculo dos microrganismos selecionados: S. epidermidis ATCC 25923 ou S.
epidermidis 634648 ou Corynebacterium sp. 633544, com densidade optica e UFC/mL
iniciais conhecidos, e adicionados um volume de equivalente a 640 UA/mL das
bacteriocinas PeP5 ou Epidermina, ou BHI como controle negativo da acdo
antimicrobiana. Os tubos de ensaio foram incubados a 37°C em estufa bacteriolégica.

Apos seis horas de incubagao, os cateteres de 10 tubos (5 com bacteriocina e 5
sem bacteriocina) foram, individualmente, transferidos para outro tubo de ensaio
contendo solugdo salina 0,87% e logo apds, esses cateteres foram novamente

transferidos para um terceiro tubo contendo solugéo salina 0,87% para sofrer sonicagéo
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por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz. A partir dessa solugdo, foram
determinados as UFC/mL e densidade optica a 600nm.

Apos doze horas de incubagdo, os cateteres dos outros 10 tubos (5 com
bacteriocina € 5 sem bacteriocina) ainda incubados foram, individualmente, transferidos
para outro tubo de ensaio contendo solugdo salina 0.87% e logo apos, esses cateteres
foram novamente transferidos para um terceiro tubo contendo solugio salina 0,87% para
sofrer sonicagdo por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz, em
sonicador Ultrasonic Cleaner modelo USC 700, Thornton Unique. A partir dessa

solugdo, foram determinados as UFC/mL e densidade optica a 600nm.

3.8.2 Protocolo B

Em 20 tubos de ensaio feram incorporados os corpos de prova com dimenssoes
descritas anteriormente, os quais sofreram uma pré- sensibilizagdgo em 2 mL das
solugdes contendo as bacteriocinas PePS ou Epidermina, ou BHI como controle
negativo da ag¢d@o antimicrobiana por 2 horas sob condi¢Ses estéreis a temperatura
ambiente. Os corpos de prova foram transferidos a um segundo tubo de ensaio contendo
3 mL de caldo BHI estéril, onde foram inoculados 1 mL dos pré- indculos de S.
epidermidis ATCC 25923 ou S. epidermidis 634648 ou Corynebacterium sp. 633544
com densidade optica ¢ UFC/mL iniciais conhecidos. Apés 3 horas de contato, a
temperatura ambiente, em condi¢des estéreis, os corpos de prova foram transferidos a
um terceiro tubo de ensaio contendo apenas 3 mL de caldo BHI estéril, os quais foram

incubados a 37°C em estufa bacteriologica.



Apos seis horas de incubagdo, os cateteres de 10 tubos (5 com bacteriocina e 5
sem bacteriocina) foram, individualmente, transferidos para outro tubo de ensaio
contendo solucdo salina 0,87% e logo apos, esses cateteres foram novamente
transferidos para um terceiro tubo contendo solugado salina 0,87% para sofrer sonicac¢do
por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqii€ncia de 40KHz. A partir dessa solugdo, foram
determinados as UFC/mL e densidade 6ptica a 600nm.

Apods doze horas de incubacdo, os cateteres do outros 10 tubos (5 com
bacteriocina e 5 sem bacteriocina) ainda incubados foram, individualmente, transferidos
para outro tubo de ensaio contendo solucdo salina 0.87% e logo apds, esses cateteres
foram novamente transferidos para um terceiro tubo contendo solucado salina 0,87%
para sofrer sonicagdo por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz, em
sonicador Ultrasonic Cleaner modelo USC 700, Thornton Unique. A partir dessa
solucao, foram determinados as UFC/mL e densidade optica a 600nm. Este protocolo

foi similar ao descrito por Bower et al. (1998).

3.8.3 Protocolo C

Em 20 tubos de ensaioc foram adicionados 3 mL de caldo BHI estéril,
incorporados corpos de prova, dimenssdes descritas anteriormente, inoculados 1 mL dos
pré- indculos de S. epidermidis ATCC 25923 ou S. epidermidis 634648 ou
Corynebacterium sp. 633544 com densidade optica e UFC/mL iniciais conhecidos. Os
tubos de ensaio foram incubados a 37°C por 3 horas em estufa bacteriologica.

Transcorrido esse periodo, os corpos de prova foram transferides para outro tubo de
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ensaio contendo caldo BHI estéril, e um volume equivalente a 640 UA/mL de PeP 5 ou
Epidermina, ou BHI, como controle negativo da a¢do antimicrobiana.

Apos seis horas de incubagido, os cateteres de 10 tubos (5 com bacteriocina e 5
sem bacteriocina) foram, individualmente, transferidos para outro tubo de ensaio
contendo solucdo salina 0,87% e logo apos, esses cateteres foram novamente
transferidos para um terceiro tubo contendo solug@o salina 0,87% para sofrer sonicago
por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz. A partir dessa solucdo, foram
determinados as UFC/mL e densidade 6ptica a 600nm.

Apés doze horas de incubagdo, os cateteres do outros 10 tubos (5 com
bacteriocina e 5 sem bacteriocina) ainda incubados foram, individualmente, transferidos
para outro tubo de ensaio contendo solugdo salina 0.87% e logo apos, esses cateteres
foram novamente transferidos para um terceiro tubo contendo solugado salina 0,87%
para sofrer sonicagdo por 3 ciclos de 3 minutos cada com freqiiéncia de 40KHz, em
sonicador Ultrasonic Cleaner modelo USC 700, Thornton Unique. A partir dessa

solugdo, foram determinados as UFC/mL e densidade optica a 600nm.

3.9 Microscopia Eletronica

Realizou-se microscopia eletronica de varredura no Centro de Microscopia

Eletronica, na Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

39.1 Fixagdo
Os cateteres foram incubados por 24 horas a temperatura ambiente em BHI

contendo a bactéria indicadora em presenca ou auséncia de bacteriocina. O fixador



utilizado foi 1,2 mL de glutaraldeido 25%, 5 mL de tampao fosfato 0,1 M e 3,8 mL de
agua destilada. Apos as 24 horas de incubagio transferiu-se o material a ser analisado a

um tubo de ensaio contendo a solugdo fixadora por um periodo de sete dias.

3.92 Lavagem
Apos o periodo de fixagdo, o material foi lavado por trés vezes, 30 minutos cada,

em solugdo de tampdo fosfato 0,1 M e agua destilada (1:1).

3.9.3 Desidratagdo
O processo de desidratagdo consta com a exposigdo dos corpos de prova de uma
maneira lenta e gradual de concentracdes crescentes de acetona:

TABELA 1: Processo de desidratagdo

Acetona 30% 10 min
Acetona 50% 10 min
Acetona 70% 10 min
Acetona 90% 10 min
Acetona 90% 20 min
Acetona 100% 10 min
Acetona 100% 20 min

3.94 Dessecagao
O processo de dessecagdo foi realizado no equipamento Critical Point Dryer
(Balzers CPD030).

Apoés o ponte critico o material foi transferido e adaptado a stubs, com o auxilio

de uma lupa.
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3.9.5 Metalizagdo

Essa etapa foi realizada na Metalizadora, que torna o material condutivo por
meio de deposicdo de ouro e platina sobre a amostra. Foi utilizado o sputter Cater da

Balzers SCD050.

3.9.6 Microscopio Eletronico

Essa etapa foi realizada no Centro de Microscopia Eletronica, utilizando o

Microscopio Eletronico de Varredura, JSM 5800, da marca Jeol.

3.10 Analise Estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o completamente casualizado. Os
resultados das curvas de crescimento e testes de adesdo a cateter foram expressos na
forma de média e desvio padrdo. Para avaliar diferenga significativa entre tratamentos
nas curvas de crescimento e nos experimentos de adesdo a cateter foi realizado o teste

de Kruskal-Wallis. Os resultados estdo descritos no Apéndice II.
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4 RESULTADOS

4.1 Identificacio dos Microrganismos

4.1.1 Microrganismos Indicadores
Os resultados dos testes bioquimicos de identificacdo dos microrganismos
indicaderes estdao sumarizados na TABELA 2.

TABELA 2. Testes bioquimicos de identificagdo de microrganismos.

Microrganismo Cat Nit O/F Hem Coa Gel Man
S. epidermidis ATCC 25923 + - F - - - -
S. epidermidis 632636 S8 + F iy ? s .
S. epidermidis 632636 S9 % # F - - - -
S. epidermidis 635685 + - F - - & .
S. epidermidis 634648 + B F . = s =
S. epidermidis 641889 + + F " - - -
8. epidermidis 650057 + - F s i = .
S. epidermidis 658801 + - F - - - -
S. aureus 658801 + + F “ + +
S. aureus 648450 + + F = + +

Dex Mcec Ox Mot Gel Cet

Bulkholderia cepacea 650415 + + + + - +

Pseudomonas aeruginosa 656573 + + + + - +

+, positivo, -, negativo; F, fermentador; Cat, catalase; Nit, reducdo de nitratos; OF, teste
O/F; Hem, hemolise; Coa, coagulase; Gel, liquefagdo de gelatina; Man, manitol;, Dex,
oxidagdo de dextrose, Mcc, crescimento em Mac Conkey; Ox, oxidase; Mot,

motilidade; Cet, crescimento em agar cetrimida.
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4.2 Avaliacdo dos isolados indicadores quanto a capacidade de aderéncia em

superficies

Para a avaliagdo do poder de aderéncia celular em superficies poliméricas, foram
testados os seguintes microrganismos: S. epidermidis 634648, 641889, 635685, 650057,
632636 S8, 632636 S9, S. aureus 658801 e 658801, Corynebacterium sp. 633544, P.

aeruginosa 656573, Bulkholderia cepacea 650415 e Candida sp. 633544.

Os valores de densidade optica apés sonicagdo dos cateteres podem ser
observados na FIGURA 1. Nota-se que o isolado P. aeruginosa 656573 destaca-se,

seguido de Candida sp. 656047 e S. epidermidis 634648.

Quanto a contagem das UFC/mm’ os valores mais elevados foram observados
com P. aeruginosa 656573, Candida sp. 656047, e Corynebacterium sp. 633544
(FIGURA 2). Entre os isolados clinicos de . epidermidis testados quanto a capacidade

de aderéncia a cateteres, S. epidermidis 634648, apresentou o maior potencial.
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FIGURA 1: Teste de capacidade de aderéncia dos isolados clinicos em Densidade

Otica. (]) Inéculo inicial — (i) Correspondente a céluas aderidas, apos
24 horas de incubagdo e sonicagio.

Numero de células vidveis

1.00E+08

1.00E+07 _ e

1.00E+06
1,00E+05 -

1,00E+04

FIGURA 2: Teste de capacidade de aderéncia dos isolados clinicos.

() Inéculo inicial em UFC/mL, (D) Correspondente a céluas aderidas,
apos 24 horas de incubagio e sonica¢do em UFC/mm”.



4.3. Avaliacao da atividade antimicrobiana das bacteriocinas

4.3.1. Meétodo do antagonismo direto

Foram testadas a agdo antimicrobiana das bacteriocinas AS53, A70, 215FN,
146L, MB92, PeP5, Epicidina, Epilancina e Epidermina.

Na TABELA 3 estdo os valores dos halos de inibigdo em milimetros obtidos
para as bactérias: S. epidermidis 634648, 641889, 635685, 650057, 632636 S8, 632636
S9, §. aureus 658801, e 618450, Candida sp. 656047, Corynebacterium sp. 633544, P.

aeruginosa 656373 e Bulkholderia cepacea 650415.

TABELA 3: Halos de inibi¢@o pelo Método de antagonismo direto.

INDICADORAS BACTERIOCINAS
AS3 A70 215FN 146L MB92 PePS Epil. Epic. Epid.
S. epidermidis 634648 17 18 - 20 - 27 - - 20
S. epidermidis 641889 - 2 = = = 3 o - 23
S. epidermidis 635683 = . . = < 31 - “ .
S. epidermidis 650057 = = . . - 32 . - e
S. epidermidis 632636 S8 - = = = = 31 = g g
S. epidermidis 632636 S9 19 27 - - - 30 - - -
S. aureus 638801 - 16 - - - 23 - - 21
S. aureus 648450 " = = < . 27 = & =
B. cepacea 650415 - = = - - o - - .
Candida sp. 656047 22 23 - S S 2 i c i
Corynebacterium sp. 633544 : = " - - - < . 36

P.aeruginosa 656573 z = " " s 5 . . &

Valores dos halos de inibigao em mm, ( - ) auséncia de halos
A partir dos resultados da avaliagdo da atividade antimicrobiana das
bacteriocinas pelo protocolo modificado de Giambiagi-de-Marval et al. (1990),

determinou-se que entre as bacteriocinas testadas, a PeP5 apresentou efetividade frente
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a um maior numero de isolados. Pode-se observar que entre os isolados clinicos
avaliados S. epidermidis 634648, foi inibido por um maior nimero de bacteriocinas.
Destaca-se a sensibilidade de Corynebacterium sp. 633544, quando testado
contra Epidermina, resultando num halo de 36 mm. A partir dos resultados da avaliagdo
da atividade antimicrobiana por antagonismo direto, as bacteriocinas mais efetivas
foram PePS5 e a Epidermina, demonstrando halos inibitorios com maior didmetro, sendo

assim fator determinante na escolha de tais substéncias, para a liofilizagao subseqiiente.

4.3.2. Meétodo de difusdo em 4agar com discos

Na TABELA 4, estdo os valores dos halos de inibicio em mm de didametro,
obtidos quando testadas as bactérias: S. epidermidis 634648, S. epidermidis ATCC
25923, S. aureus 658801, Bulkholderia cepacea 650415, Corynebacterium sp. 633544 ¢
Pseuomonas aeruginosa 656573 frente a acdo das bacteriocinas selecionadas
Epidermina e PePS. Observou-se que S. epidermidis ATCC 25923, uma bactéria de
controle, foi sensivel a Epidermina e a PeP5.

TABELA 4: Halos de inibi¢do pelo método de difusio em agar
com discos, com as bacteriocinas liofilizadas.

MICRORGANISMO BACTERIOCINA

Epidermina Peps
S. epidermidis 634648 14 13
S. epidermidis ATCC 25923 16 13
S. aureus 658801 13 14
B. cepacea 650415 - =
Corynebacterium sp. 633544 14 13
P.aeruginosa 656573 - 8

Valores dos halos em mm, (-) auséncia de halo.
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Entre os isolados clinicos, observou-se que Corynebacterium sp. 633544 ¢ §.
epidermidis 634648 demonstraram-se sensiveis tanto a acdo antimicrobiana da PePS
quanto a da Epidermina liofilizadas, apresentando como didmetro dos halos 14mm e

13mm, respectivamente.

4.4. Bacteriocinas

4.4.1. Determina¢io das unidades arbitrarias

Para a determinagdo das Unidades de Atividade por mililitro de PeP5 e
Epidermina, foram utilizados como microrganismos indicadores Corynebacterium sp.
633544, S. aureus 658801, S. epidermidis 634648 e S. epidermidis ATCC 25923,

Na TABELA 5 pode-se observar os resultados obtidos para cada bacteriocina

testada.

TABELA 5: Unidades de Atividade pelo Método de Microtitulagdo

MICRORGANISMOS INDICADORES UNIDADES ARBITRARIAS
PeP5S Epidermina
Corynebacterium sp. 633544 3200 3200
Staphylococcus aureus 658801 1600 3200
Staphylococcus epidermidis 634648 3200 1600
Staphylococcus epidermidis ATCC 25923 3200 3200

44.2. Estabilidade térmica
Para a avaliagdo da estabilidade térmica foi utilizado como microrganismo
indicador Corynebacterium sp. 633544. As bacteriocinas testadas foram PeP5 e

Epidermina.
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Pode-se observar nas TABELAS 6, 7 e 8 e atividade inibitoria da bacteriocina, e
constatar que as bacteriocinas PeP5 e Epidermina mantiveram suas atividades quando
tratada at€ 64°C por 17 minutos.

TABELA 6: Inativag@o térmica de PeP 5 e Epidermina

HALOS EM MM
TEMPERATURAS __ PeP5 Epidermina
40°C 15 14
50°C 15 14
60°C 14 13
70°C 0 0
80°C 0 0
90°C 0 0
90°C (30min) 0 0
121°C 0 0

TABELA 7: Inativagdo térmica de PeP 5 e Epidermina

HALOS EM MM
TEMPERATURAS PeP5 Epidermina
62°C 14 14
64°C 14 14
66°C 0 0
68°C 0 0

TABELA 8: Inativacdo térmica de PeP 5 e Epidermina

Temperatura a 64°C

Tempo em min Halos em mm
% 14
16 14
1574 14
18 0
19 0

20 0
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4.5.  Efeito das bacteriocinas sobre o crescimento dos microrganismos indicadores

4.5.1. Efeito de PeP5 durante o crescimento de S. epidermidis ATCC 25923

Para avaliar o efeito de PeP5 no crescimento de S. epidermidis ATCC 25923,
realizou-se uma curva de crescimento de 12 horas, com pontos em intervalos de 2 horas
para a obtengao dos dados de Densidade ()ptica e UFC/mL.

A FIGURA 3 ilustra os resultados das curvas de crescimento em presenca e
auséncia da bacteriocina em valores de UFC/mL. Observa-se redu¢io significativa no

crescimento a partir da quarta hora, na curva onde adicionou-se a PeP5.

1,00E+11

1,OOE+10

UFC/mL

1.0CE+08

’ g

1.0CE+06 . . T ! T
0 2 4 6 8 10 12

Tempo em horas

FIGURA 3: Curva de crescimento de S. epidermidis ATCC 25923 na
auséncia (Jl) e na presenca (O) da PeP5 em UFC/mL. Cada
ponto representa a média + desvio padrio de quatro
determinacdes. Pontos 10 e 12 h sem Pep5, UFC/mL >
1,0E+10.
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A FIGURA 4 ilustra as curvas de crescimento de S. epidermidis ATCC 25923
na presenca ou auséncia de PeP5. Pode-se observar que a bacteriocina diminuiu o

crescimento a partir da quarta hora, embora as curvas tenham comportamento similar.

2.8 -
2,1 =
CQ)' 1.4 ] %
|
0 I T — T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Tempo em horas

FIGURA 4: Curva de crescimento de S. epidermidis ATCC 25923 na
auséncia () e na presenga (O) da PeP5 em D.O. Cada
ponto representa a meédia * desvio padrio de quatro
determinagoes.

4.5.2. Efeito de PeP5 durante o crescimento de S. epidermidis 634648

Para avaliar o efeito de PeP5 no crescimento de S. epidermidis 634648, realizou-
se uma curva de crescimento de 12 horas. Com pontos em intervalos de 2 hs para a
obtengio dos dados de Densidade Optica e UFC/mL.

Na FIGURA 5, ilustra-se a agd@o da PeP5 sobre a indicadora em UFC/mL. A

.....

quarta hora, mas principalmente a partir da hora 10.
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FIGURA 6: Curva de crescimento de S. epidermidis 634648 na auséncia
(D e na presenca (O) da PeP5 em D.O. Cada ponto representa
a média + desvio padrao de quatro determinagdes.

4.5.3. Efeito de Pep5 durante o crescimento de Corynebacterium sp. 633544

Para avaliar o efeito de PeP5 no crescimento de Corynebacterium sp. 633544,
realizou-se uma curva de crescimento padrdo de 12 horas. Com pontos em intervalos de
2 horas para a obtencio dos dados de Densidade Optica e UFC/mL. Pode-se e observar
na FIGURA 7, a diminuigdo nos valores de UFC/mL na curva em presenca da PeP5,

principalmente em a partir de 10 horas de incubagio.
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FIGURA 7: Curva de crescimento de Corynebacterium sp. 633544 na

auséncia (J]) e na presenca (O) da PeP5 em UFC/mL. Cada
ponto representa a meédia + desvio padrio de quatro
determinagOes. Ponto 12 h semm PepS, UFC/mL > 1,0E+10.

Na FIGURA 8 observa-se que os valores da densidade optica na curva em

presenca de PeP5 mantem-se praticamente constantes.
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FIGURA 8: Curva de crescimento de Corynebacterium sp. 0633544 na

auséncia (JJl)) e na presenca (O) da PeP5S em D.O. Cada
ponto representa a média + desvio padrdo de quatro

determinagdes.

454, Efeito de Epidermina durante o crescimento de S. epidermidis ATCC

25923

Para avaliar o efeito da Epidermina sobre o crescimento de S. epidermidis

ATCC 25923, realizou-se uma curva de crescimento de 12 horas. Com pontos em

intervalos de 2 horas para a obtengdo dos dados de Densidade Optica e UFC/mL.

A FIGURA 9, ilustra os resultados das curvas de crescimento em valores de

UFC/mL, podendo-se observar um comportamento similar no crescimento em ambas as

curvas, com apenas uma diminui¢gdo do nimero de c€lulas viaveis na curva com

bacteriocina em 10 horas de incubag@o.
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FIGURA 9: Curva de crescimento de S. epidermidis ATCC 25923 na
auséncia (Jl]) e na presenca (O) da Epidermina em UFC/mL.
Cada ponto representa a média + desvio padrio de quatro
determinagdes. Ponto 12 h sem Epidermina, UFC/mL >
1,0E+10.
Pode-se observar na FIGURA 10, os valores da Densidade otica na curva de
crescimento de S. epidermidis ATCC 25923 na presenga e auséncia de Epidermina,

observa-se a redu¢@o dos valores de D.O. na curva em presenca da bacteriocina, a partir

das 8 horas.

Tempo em horas

FIGURA 10: Curva de crescimento de S. epidermidis ATCC 25923 na
auséncia (J) e na presenca (O) da Epidermina em D.O.
Cada ponto representa a meédia + desvio padrdo de quatro
determinagdes.
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4.5.5. Efeito de Epidermina durante o crescimento de S. epidermidis 634648

Para avaliar o efeito da Epidermina sobre o crescimento de S. epidermidis
634648, realizou-se uma curva de crescimento padrdo de 12 horas. Com pontos em
intervalos de 2 horas para a obtencio dos dados de Densidade Otica e UFC/mL.

A FIGURA 11 ilustra os valores das UFC/mL, revelando curvas sobrepostas mas

com diminui¢do no numero de células viaveis em 10 e 12 horas.

1,0E+086 4 . ; T . . N
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FIGURA 11: Curva de crescimento de S. epidermidis 634648 na auséncia
() e na presenca (O) da Epidermina em UFC/mL. Cada
ponto representa a media + desvio padrio de quatro
determinagdes.

A FIGURA 12 ilustra os valores de densidade otica obtidos durante a curva de

crescimento, observa-se a diminuigao a partir da oitava hora, sendo que o valor obtido

na segunda hora maior que o valor obtido na curva sem bacteriocina.
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FIGURA 12: Curva de crescimento de S. epidermidis 634648 na auséncia
(W e na presenga (O) da Epidermina em D.O. Cada ponto
representa a meédia + desvio padrio de quatro
determinacgdes.

4.5.6. Efeito de Epidermina durante o crescimento de Corynebacterium sp.

633544

Para avaliar o efeito da Epidermina sobre o crescimento de Corynebacterium
633544, realizou-se uma curva de crescimento padrdo de 12 horas, com pontos em

intervalos de 2 horas para a obtengio dos dados de Densidade Otica e UFC/mL.



Pode-se observar na FIGURA 13, a diminui¢@o dos valores de UFC/mL a partir

das 10 horas de incubagio.
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FIGURA 13: Curva de crescimento de Corynebacterium sp. 633544 na
auséncia () e na presenga (O) da Epidermina em
UFC/mL. Cada ponto representa a média + desvio padrdo de
quatro determina¢des. Ponto 12 h sem Epidermina,
UFC/mL > 1,0E+10.

Na FIGURA 14, ilustram-se os resultados das curvas em valores de D.Q. Pode-
se observar que os valores de D.O. mantiveram-se constantes durante a incubagdo em

presenca da bacteriocina.
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FIGURA 14: Curva de crescimento de Corynebacterium sp. 633544 na
auséncia () e na presenca (@) da Epidermina em
D.O. Cada ponto representa a média * desvio padrao de
quatro determinagdes.



4.6 Teste in vitro da atividade das bacteriocinas em superficies poliméricas

4.6.1. Efeito da Pep5 e Epidermina na aderéncia celular de S. epidermidis

ATCC 25923.

As FIGURAS 15 e 16 ilustram o comportamento de aderéncia celular de S.
epidermidis ATCC 25923 realizado pelos protocolos A, B e C frente a a¢do de PeP5,
em UFC/mm’ e D.O . Nos trés protocolos, observou-se a diminuigdo do numero de
células viaveis e da Densidade Otica, quando do tratamento com a bacteriocina, apés 6 e

12 horas de incubag@o.
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FIGURA 15: Efeito da PeP5 sobre S. epidermidis ATCC 25923 em UFC/mm’. Os
corpos de prova foram incubados na presenca ([_]) ou auséncia (D) de
640 UA/mL de PeP5, e o numero de células viaveis foi determinado
depois de 6 e 12 horas de incubagdo a 37°C. As barras representam a
média *+ desvio padrao de cinco determinagdes.
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FIGURA 16: Efeito da PeP5 sobre S. epidermidis ATCC 25923 em D.O. Os corpos de
prova foram incubados na presenga ([_]) ou auséncia (Jlip) de 640 UA/mL
de PeP5, a Densidade Otica foi verificada depois de 6 e 12 horas de
incubagdo a 37°C. As barras representam a média + desvio padrdo de
cinco determinagdes.

Verificou-se a redugdo do crescimento de S. epidermidis ATCC 25923, sendo

que em todos os casos as diferengas entre 6 e 12 horas foram significativas quando os

dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

As FIGURAS 17 e 18 ilustram o comportamento de aderéncia celular de S.
epidermidis ATCC 25923, realizado pelos protocolos A, B e C, frente a agdo de
Epidermina, em UFC/mm’ e D.O. Nos trés protocolos, observou-se a diminuigdo do
nimero de células viaveis e da Densidade Otica, quando do tratamento com a

bacteriocina, apés 6 € 12 horas de incubagao.



1,00E+0)7 i ESE.

UFC/mm?2

; 1,00E+03

1,00E+06
1,OOE+05

1LOOE+HM ~

1.00E#08 : |

6h 12h [ 6h 12h | ch 12h

Protocolo A Protocolo B Protocolo C

FIGURA 17: Efeito da Epidermina sobre S. epidermidis ATCC 25923 em UFC/mm”.

Os corpos de prova foram incubados na presenca ([_]) ou auséncia ()
de 640 UA/mL de Epidermina, ¢ o numero de células viaveis foi
determinado depois de 6 e 12 horas de incubagdo a 37°C. As barras
representam a média + desvio padrdo de cinco determinagdes.
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FIGURA 18:

Efeito da Epidermina sobre S.epidermidis ATCC 25923 em D.O. Os
corpos de prova foram incubados na presenca ((]) ou auséncia (Il de
640 UA/mL de Epidermina, a Densidade Otica foi verificada depois de 6
e 12 horas de incubagdo a 37°C. As barras representam a média + desvio
padrao de cinco determinagdes.



Verificou-se a redu¢do do crescimento de S.epidermidis ATCC 25923, sendo
que em todos os casos as diferengas entre 6 e 12 horas foram significativas quando oss

dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.6.2. Efeito da Pep5 e Epidermina na aderéncia celular de S. epidermidis

634648.

As FIGURAS 19 e 20 ilustram o comportamento de aderéncia celular de S.
epidermidis 634648, realizado pelos protocolos A, B e C, frente a agdo de PeP5, em
UFC/mm” e D.O. Nos trés protocolos, observou-se a diminui¢do do namero de células
viaveis e da densidade ética, quando do tratamento com a bacteriocina, apos 6 e 12

horas de incubacgao.
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FIGURA 19: Efeito da PeP5 sobre S.epidermidis 634648 em UFC/mm®. Os corpos de
prova foram incubados na presenca ([_]) ou auséncia (Jl) de 640 UA/mL de
PeP5, e o namero de células viaveis foi determinado depois de 6 e 12 horas
de incubagdo a 37°C. As barras representam a média + desvio padrdo de
cinco determinacoes.
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FIGURA 20: Efeito da PeP5 S.epidermidis 634648 em D.O. Os corpos de prova foram
incubados na presenca ([_]) ou auséncia (Jl) de 640 UA/mL de PeP3 a
Densidade Otica foi verificada depois de 6 e 12 horas de incubagdo a 37 °c.

As barras representam a média + desvio padrio de cinco determinagdes.
Verificou-se a reducdo do crescimento de S. epidermidis 634648, sendo que em

todos os casos as diferencas entre 6 e 12 horas foram significativas quando os dados

foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

As FIGURAS 21 e 22 ilustram o comportamento de aderéncia celular de S.
epidermidis 634648, realizado pelos protocolos A, B e C, frente a agao de Epidermina
em UFC/mm® e D.O. Nos trés protocolos, observou-se a diminui¢do do numero de
células viaveis e da Densidade Otica. quando do tratamento com a bacteriocina, apos 6 e

12 horas de incubagao.
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FIGURA 21: Efeito da Epidermina sobre S. epidermidis 634648 em UFC/mm®. Os
corpos de prova foram incubados na presenga ([_]) ou auséncia (i) de 640
UA/mL de Epidermina, ¢ o nimero de células vidveis foi determinado
depois de 6 e 12 horas de incubagio a 37°C. As barras representam a média
+ desvio padrio de cinco determinagdes.
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FIGURA 22: Efeito da Epidermina S.epidermidis 634648 em D.O. Os corpos de prova
foram incubados na presenga ([_]) ou auséncia (i) de 640 UA/mL de
Epidermina, a Densidade Otica foi verificada depois de 6 ¢ 12 horas de
incubacdo a 37°C. As barras representam a média + desvio padrdo de cinco
determinagoes.
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Verificou-se a redugdo do crescimento de S. epidermidis ATCC 25923, sendo
que em todos os casos as diferencas entre 6 e 12 horas foram significativas quando 0s

dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.6.3. Efeito da Pep5 e Epidermina na aderéncia celular de Corynebacterium

sp. 633544

As FIGURAS 23 e 24 ilustram o comportamento de aderéncia de
Corynebacterium sp. 633544, realizado pelos protocolos A, B e C, em UFC/mm* e D.O,
frente a acdo de PeP5. Nos trés protocolos, observou-se a diminui¢do do nimero de
células viaveis e da Densidade Otica, quando do tratamento com a bacteriocina, apos 6 e

12 horas de incubagao.
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FIGURA 23: Efeito da PeP5 sobre Corynebacterium sp. 633544 em UFC/mL. Os
corpos de prova foram incubados na presenca ([_]) ou auséncia (Il de 640
UA/mL de PeP5, e o numero de células viaveis foi determinado depois de 6
e 12 horas de incubacdo a 37°C. As barras representam a média = desvio
padréo de cinco determinagdes.
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FIGURA 24: Efeito da PeP5 sobre Corynebacterium sp. em D.O. Os corpos de prova

foram incubados na presenga ([_]) ou auséncia (Jlf) de 640 UA/mL de PeP5,

a Densidade Otica foi verificada depois de 6 e 12 horas de incubacio a

37°C. As barras representam a média * desvio padrio de cinco
determinagdes.

Verificou-se a redugdo do crescimento de S.epidermidis ATCC 25929, sendo

que em todos os casos as diferencas entre 6 e 12 horas foram significativas quando os

dados foram analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

As FIGURAS 25 e 26 ilustram o comportamento de aderéncia celular de
Corynebacterium sp. 633544, realizado pelos protocolos A, B e C, frente a agao de
Epidermina, em UFC/mm* e D.O. Nos trés protocolos, observou-se a diminui¢dao do
ntmero de células viaveis e da Densidade Ofica, quando do tratamento com a

bacteriocina, apos 6 e 12 horas de incubagao.
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FIGURA 25: Efeito da Epidermina sobre Corynebacterium sp. 633544 em UFC/mL. Os
corpos de prova foram incubados na presenca ({_]) ou auséncia (i) de 640
UA/mL de Epidermina, e o nimero de células viaveis foi determinado
depois de 6 e 12 horas de incubag@o a 37°C. As barras representam a média
+ desvio padrao de cinco determinagdes.
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FIGURA 26: Efeito da Epidermina sobre Corynebacterium sp. 633544 em D.O. Os
corpos de prova foram incubados na presenca ([_]) ou auséncia (D de
640 UA/mL de Epidermina, a densidade otica foi verificada depois de 6
e 12 horas de incubacdo a 37°C. As barras representam a média * desvio
padréo de cinco determinagdes.
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Verificou-se a reducdo do crescimento de Corynebacterium sp. 633544, sendo
que em todos os casos as diferencas entre 6 ¢ 12 horas foram significativas quando os

dados analisados estatisticamente pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.7. Microscopia Eletronica

A FIGURA 27 ilustra a Microscopia Eletronica de Varredura da estrutura do
cateter sem tratamento inoculados com células de Corynebacterium sp. 633544 apés 12

horas de incubagdo.
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FIGURA 27: Microscopia Eletronica de Varredura de aderéncia de Corynebacterium
sp. 633544 na superficie externa de cateter de Vialon® apos 12 horas
de incubagdo.
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Na FIGURA 27, pode-se observar a aderéncia das células ao longo da superficie
polimérica. verificando-se uma maior aglomeragao no centro.

A FIGURA 28, ilustra a Microscopia Eletronica de Varredura das células de
Corynebacterium sp. 633544, aderidas ao longo da superficie externa de cateter de

Vialon® sem tratamento, apos 12 horas de incubagio.

FIGURA 28: Microscopia Eletronica de Varredura das células de Corynebactertum sp.
633544 na superficie externa de cateter de Vialon® apos 12 horas de
incubagao.

A FIGURA 29, ilustra a Microscopia Eletrénica de Varredura do resultado do
tratamento com a bacteriocina Pep5 sobre células de Corynebacterium sp. 633544, ao

longo da superficie externa de cateter de Vialon®, realizado conforme o Protocolo A,

apos 12 horas de incubagdo.



FIGURA 29 Microscopia Eletronica de Varredura do efeito de Pep5 sobre
Corynebacterium sp. 633544 na superficie externa de cateter de
Vialon®, apés com tratamento com a bacteriocina, apos 12 horas de
incubagao.
Na FIGURA 29 pode-se observar a agio da bacteriocina na superficie do cateter,

o qual apresenta-se tomado por residuos de células de Corynebacterium sp. 633 54 eem

algumas regides células intactas.
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5. DISCUSSAO

As bacteriocinas PepS e Epidermina causaram inibi¢do in vitro de isolados
clinicos de S. epidermidis e uma diminui¢do significativa da adesdo de bacteriana a
cateteres de silicone. Pep5 foi inibitéria para a maioria dos isolados clinicos, sugerindo
uma elevada efetividade como agente antimicrobiano contra este importante patogeno.

A diminuicido observada no numero de células viaveis de S. epidermidis e
Corynebacterium sp. num periodo de 12 h com adig@o de bacteriocina indica que houve
inibicio do crescimento. Entretanto as leituras de D.O. indicaram que as células S.
epidermidis e Corynebacterium sp. ndo foram lisadas. A Epidermina foi mais efetiva na
inibicdo de Corynebacterium sp. 633544, observadas as curvas de crescimento em
densidade optica € UFC/mL, relacionado com o fato desse microrganismo ter
de bacteriocinas sobre o crescimento bacteriano pode ser dependente das condigdes do
ensaio, da quantidade e grau de purificagdo da bacteriocina, do meio de cultivo, da
linhagem indicadora e sua concentragdo. Estudos com diferentes bacteriocinas
demonstram que embora se observe um efeito bacteriostatico com doses baixas, pode-se
alcancar um efeito bacteriolitico com o aumento da concentragdo da bacteriocina
(BOUCABEILLE et al,, 1997; MOTTA & BRANDELLI, 2002).

Infeccdes associadas com o uso de caterer venoso central podem resultar em
complicagdes médicas importantes e dispendiosas (PITTET et al, 1994). Estudos
recentes tem demonstrado que o uso de cateter venoso central impregnado com

antibi6ticos esta associado com a diminucdo das taxas de colonizagdo de cateteres e de
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infecgdes da corrente sangiiinea comparado com o uso de cateteres nao impregnados
(MAKI et al, 1997). Embora o efeito de Pep5 e Epidermina tenha sido apenas
observado sobre a adesdo in vitro de S. epidermidis e Corynebacterium sp. a cateteres, a
reducdo significativa do nimero de células aderidas ao substrato estimula futuros
estudos. Considerando a aderéncia microbiana como um passo essencial no fator de
patogenicidade de microrganismos, a inibi¢do desta € importante para a prevengao de
infecgdes nosocomiais (DANKERT et al., 1986).

Estudos relacionados com alteracGes na estrutura do material, que constitui os
cateteres, sio de grande valia. Materiais antiadesivos ou resistentes a colonizagéo in
vivo por microrganismos patogénicos seriam as opgdes mais convenientes para evitar
infecgdes associadas a dispositivos intravasculares.

Nzo parecendo possivel produzir um material absolutamente antiadesivo, que
retenha suas propriedades regulares na mais complexa situagdo in vivo, ha algumas
evidéncias que propriedades intrinsecas do material sejam vantajosas, concernente a
resisténcia a infecgdo. Estes sdo: 1. superficies que sdo revestidas com albumina ou
preferencialmente albumina adsorvida; 2. hidrofilicidade e; 3. materiais
antitrombogénicos.

Varios grupos tentaram desenvolver polimeros com novas propriedades de
superficies levando a reducio de adesdo inicial dos patogenos. Bridgett et al. (1992)
estudaram a adesdo de trés isolados de Staphylococcus epidermidis em superficies de
poliestireno, que foram modificados com um copolimero de poli (oxido de etileno) e
poli (6xido de propileno). /n vitro, houve redugdo substancial da adesdo bacteriana

quando utilizadas tais substancias. Resultados semelhantes foram encontrados por Desai
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et al. (1992), investigando a adesio de Staphylococcus epidermidis, S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa a polimeros modificados com poli (6xido de etileno).

Polimeros com substancias antimicrobianas, com um propoésito terapéutico de
prevengdo a adesio microbiana, tém uma longa tradi¢do (MARCINKO, 1995). O
principio de tais artificios € a ligagdo superficial ao cateter de uma substancia
antimicrobiana (um antibi6tico, desinfetante ou metal) diretamente ou incorporada ao
material.

Darouiche et al. (1999) conduziram um estudo impregnando a superficie de
cateteres com minociclina e rifampina, observando a redugdo da colonizagao de
microrganismos neste.

Poucos estudos relacionam a atividade de bacteriocinas com adesdo a superficies
ou formagio de biofilmes. A bacteriocina produzida por Lactococcus lactis CNZR150
foi capaz de inibir a formagcdo de biofilme por Listeria monocytogenes. Esta propriedade
foi associada a produg@o de bactericina pois perdeu-se com tratamento com proteases €
ndo foi obsevado em mutante L. lactis nisina-negativo (LERICHE et al, 1999). As
células plantonicas foram muito mais sensiveis a nisina que as aderidas, pois uma vez
aderidas a superficies as bactérias se tornam mais resistentes a ambientes adversos. A
adesdo bacteriana foi significativamente inibida em cateteres tratados com nisina. Trés
bactérias clinicamente relevantes (S. aureus, S. epidermidis, and Streptococcus faecalis)
foram testadas e em todos casos poucas células foram capazes de aderir as superficies
ou aquelas que aderiram foram subsequentemente mortas (BOWER et al., 1998).

As bacteriocinas estudadas, PeP5 e Epidermina, causaram uma redugdo na
aderéncia de isolados clinicos em superficies de cateteres, quando testados in vitro, com

S. epidermidis ATCC 25923, S. epidermidis 634648 e Corynebacterium sp. 633544,
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sugerindo uma alta eficacia das substancias testadas. As bacteriocinas escolhidas
pertencem ao grupo dos lantibidticos, que sdo peptideos antibidticos contendo um
aminoacido raro com liga¢do tioéter lantionina e/ou metilantionina (KUIPERS et al,
1996). Os resultados similares obtidos com PeP5 e Epidermina podem estar
relacionados com a similaridade das caracteristicas e, com o modo de acdo destas
bacteriocinas.

Estas bacteriocinas sdo reconhecidas por inibirem isolados de estafilococos,
particularmente S. epidermidis e S. aureus. Staphylococcus epidermidis ¢ um habitante
natural da pele humana e de mucosas das membranas, ndo sendo considerado um
patogeno para o hospedeiro. Porém as infecgdes relacionadas a esse microrganismo sao
consideradas como um tipo de infec¢do nosocomial iatrogénica especial, por possuirem
uma variedade de propriedades de viruléncia e por possuirem a habilidade de aderirem-
se e acumularem-se nas superficies de polimeros (por exemplo: cateteres), e produzirem
substancia extracelular, desencadeando infec¢do nosocomial (CHRISTENSEN et al,
1983; VUONG & OTTO, 2002).

Pode-se constatar visualmente a agdo da Pep5 frente a Corynebacterium sp.
633544, através das fotografias de Microscopia Eletronica de Varredura. Observaram-se
regides com residuos celulares e regides com células intactas, sugerindo que a
bacteriocina ndo se distribuiu homogeneamente na superficie do cateter.

Os trés protocolos demonstraram resultados similares, ndo evidenciando assim
diferencas nos tratamentos dos corpos de prova. A pré-sensibilizagdo destes no
Protocolo B no se mostrou a mais atrativa, como poderia ser esperado, sugerindo que a
presenca da substincia antimicrobiana € mais relevante do que o método. Apesar de nao

serem observadas diferencas significativas neste trabalho, o protocolo de impregnagao



70

pode ser importante, principalmente no sentido de considerar impregnagdo interna e
externa. Estudos com antibidticos impregnados apenas na superficie externa apresentam
menor efetividade (RAAD e al. 1997). A diferenca poderia ser importante devido ao
papel da colonizagdo luminal, causando infec¢do da corrente sangiinea relacionada a
cateter. O uso de sonicagc@o para recuperar as c€lulas aderidas de ambas superficies
interna e externa justifica-se pois fornece dados mais precisos que outras técnicas
(SHERERTZ et al., 1990).

Embora a resisténcia microbiana seja uma consideracdo de relevancia, varios
autores tem encontrado uma baixa possibilidade de que a resisténcia a antibioticos
resulte do uso de cateteres impregnados com antibioticos (RAAD et al., 1995; RAAD et
al., 1997). Outra preocupa¢@o estaria relacionanda com uma resposta imune adversa. A
bacteriocina nisina, um lantibidtico como PepS e Epidermina, € capaz de modular o
sistema imunolégico de camundongos através de aumento de linfocitos-T CD4 e CD8 e
fundamentalmente por aumento da populagdo de macréfagos isolados da circulagdo
periférica (DE PABLO et al., 1999). Além de serem necessarios estudos especificos
neste sentido, € necessario considerar a relagdo risco-beneficio da utilizagao do
antimicrobiano. O antibidtico glicopeptidico vancomicina, por exemplo, esta associado
com uma série de efeitos adversos imunologicamente mediados (RATNAIKE &

JONES, 1998; SMITH & TAYLOR, 1999).
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir dos resultados obtidos neste trabalho:

- As bacteriocinas Pep5 e Epidermina inibiram eficientemente bactérias isoladas
de cateteres. Entre as bacteriocinas testadas pelo método de antagonismo direto, a PeP5
inibiu um maior numero de isolados testados.

- Entre os isolados clinicos testados, a maior sensibilidade observada foi de
Corynebacterium sp. 633544 frente a agdo da Epidermina.

- As bacteriocinas PeP5 e Epidermina demonstraram atividade inibitéria quando
testadas durante o crescimento das bactérias indicadoras S. epidermidis ATCC 25923, S.
epidermidis 634648 e Corynebacterium sp. 633544.

- As bacteriocinas Pep3 e Epidermina causaram diminuigao na aderéncia celular
das linhagens S. epidermidis ATCC 25923, S. epidermidis 634648 e Corynebacterium

sp. 633544 em cateteres de silicone.
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Meios utilizados

MEIO DE CITRATO DE SIMMONS:

Sulfato de Magnésio

Fosfato Dihidrogenado de Amonio
Fosfato Dipotassio

Citrato de Sodio

Cloreto de Sodio

Agar-agar

Azul de Bromotimol

Agua destilada

FERMENTACAOQ/OXIDACAO:

Peptona

Cloreto de Sodio
Hidroxido de potassio
Agar-agar

Agua destilada

Azul de bromotimol, solu¢do aquosa a 0,2%

MEIO GELATINA NUTRIENTE:

Extrato de Carne
Peptona
Gelatina

Agua destilada

85

15 a 20g
0,08¢g

1.000mL

1,000mL

15,0mL

1,000mL



INDOL.:
Agua Peptonada
Cloreto de Sodio

Peptona

MOTILIDADE:

Extrato de Carne
Peptona

Cloreto de Sodio
Agar-agar

Agua destilada

REDUCAOQ DE NITRATOS:

Meio Caldo nitrato

Extrato de Carne
Peptona
Nitrato de Potassio

Agua destilada

REATIVOS:

Solug@o A

Alfa naftilamina

Acido Acético,5N 30%
Acido Acético Glacial

Agua destilada, gsp

86

1,000mL

10 a 20g

1,000mL

1,000mL



Solucao B
Acido sulfanilico

Acido acético 5N

OXIDASE REATIVOS:

Reagentes A

Alfa-naftol a 1% em etanol 95%
Reagente B
p-aminodimetilanilina HCI (1%)
Alfa-naftol

Alcool etilico 95%

Reagente C

Tetrametil-p—fenilenediamine a 1%

87

1,000mL

1,0g

1,0g

100mL
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