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RESUMO

Apesar de ser principalmente um colonizador da pede mucosas,
Staphylococcus epidermidiguntamente com outros estafilococos coagulaseativeg,
tornou-se um importante patdégeno oportunista, respel por infeccdes nosocomiais
associadas ao uso de dispositivos implantaveisat@ fnais importante na patogénese de
infeccBes estafilococicas associadas a estes digps® a habilidade do patdgeno de formar
um biofilme bacteriano, sendo que a presenca dossgea, aap e atlE € considerada
importante para a sua formacédo. Este estudo condifarantes métodos para a deteccéao de
formacao de biofilme en®. epidermidisisolado de cateter venoso central (CVC). Dois
métodos fenotipicos foram realizados: o teste daaplaca, considerado o padrdo ouro e 0
teste com agar Congo Red (ACR). No método genotigitravés da técnica de PCR, foi
verificada a presenca dos geneaA, icaD, aap e atlE. Das 166 amostras analisadas,
107(64%) produziram biofilme pelo teste da microplasendo 17 fortes, 23 moderadas e 67
fracas produtoras, enquanto 90(54%) produziramlimefpelo teste com ACR. Foi verificada
a presenca dos genieaA e icaDem 97% (104/107) das amostras produtoras derbfiela
microplaca; em 77% foi identificado o gea@pe em 92% o genstlE. Os genegaAeicaD
foram considerados os marcadores mais confidveislerdificacdo molecular de biofilme
porque apresentaram maior sensibilidade (97%) gquaachparados com os demais genes. A
auséncia de genesaA e icaD em trés isolados produtores de biofilme atravésedte da
microplaca, chamados decé&-independente”, sugerem a presengca de um mecanismo
alternativo de formacao de biofilme, como a praehap, que pode substituir funcionalmente
PIA como uma adesina intercelular. A alta prevawlo geneatlE entre os isolados deste
estudo pode ser explicada pelo fato de a proteita $er um importante fator para a
aderéncia em superficies plasticas como CVC. Paréoa presenca nem sempre implica em
formacgao de biofilme. Este estudo confirma a imfpuria do operomca na formagéo do
biofiilme e nas infeccbes relacionadas a catetera wez que a maioria das amostras

produtoras de biofilme isoladas de CVC carreavdmeiae.



ABSTRACT

Although Staphylococcus epidermidis essentially a colonizer of skin and mucous
membranes, it has become an important opportungEitbogen among other coagulase-
negative staphylococci, and it is responsible fasatomial infections associated to
indwelling medical devices. The most important éadh the pathogenesis of staphylococcal
device-related infections is the pathogen ability groduce a biofilm, and it has been
demonstrated thata, aap andatle genes are important to its production. The prestmdy
compares different detection methods of biofilnnfation in isolates o8. epidermidigrom
central venous catheter (CVC). Two phenotypic méshoere performed: the microtiter plate
test, considered a golden standard, and Congogadtast. Through a genotypic method,
using the PCR technique, it was verified the preseoficaA, icaD, aap and atlE genes.
Using the microtiter plate assay, biofilm formatiaras observed in 107 of 166 analyzed
samples (64%, including 17 strong, 23 moderate @&haveak producers) while the Congo
Red agar (CRA) plate assay reveled 90 (54%) biofihmducers. The presenceiodA and
icaD genes was verified in 104 of the 107 biofilm proeis samples identified through the
microtiter assay (97%), while 77% presentadp gene and 92% presentedlE gene.
Compared to other geneisaA and icaD presented the higher sensibility (97%) and were
considered the most reliable markers for molecidantification of biofilm producers. The
absence ofcaA andicaD genes in three biofilm-producing isolates ideatfithrough the
microtiter assay (thei¢a-independent”) suggests the existence of an aligenenechanism
for biofilm formation, such as the Aap protein,ttban be a functionally substitute for PIA as
an intercellular adhesin. The high occurrencattE gene among the isolates in this study
may be due to AtIE protein being an important faédo adherence to plastic surfaces, such as
CVC, but the presence of this gene does not alwesidts in biofilm formation. The present
study corroborate the importanceiod operon in biofilm formation and in catheter-rethte
infections, since most of the biofilm-producing saenisolates from CVC presented these

genes.



LISTA DE ABREVIATURAS

Aae Autolysin/adhesin from Staphylococcus epidermidsutolisina do

Staphylococcus epidermidis)

aae Gene que codifica a autolisina Aae

Aap Accumulation-associated proteir{fProteina associada a acumulacgéo)
aap gene que codifica a proteina associada a acumulacdo

ACR Agar Congo Red

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

agr Accessory gene regulato(Gene acessorio de regulacéo)
AtlE Autolysin E- (Autolisina doStaphylococcus epidermiglis

atle Gene que codifica a autolisina altE

Bap Biofilm associated protein(Proteina associada a biofilme)
bap Gene que codifica a proteina associada a befilm

Bhp Bap-homologous protein(Proteina homaologa a Bap)

bhp Gene que codifica a proteina homéloga a Bap

CVCs Cateteres Venosos Centrais
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DNA Deoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucléico)

DNase | Deoxyribonucleased (Enzima desoxirribonuclease I)

DO Densidade Otica

ECTA Extracellular theicoic acids (Acidos teicdicos extracelulares)
eDNA Extracellular deoxyribonucleic acid(Acido desoxirribonucléico

extracelular)
Embp Extracellularmatrix binding proteint (Proteina de ligacdo a
fibronectina)

embp Gene que codifica a proteina de ligacao a fibramect
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PIA
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PSM
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Fibrinogen-binding protein (Proteina de ligacao ao fibrinogénio)
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Collagen-binding protein (Lipase de ligacdo ao colageno)
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Insertion Sequence(sequéncia de insercao)

Quorum-sensing system lux@ene de regulacéo)

Microbial surface components recognizing adhesia&imnmolecules
(Componentes da superficie microbiana recontoeasdie moléculas
adesivas)

The Nosocomial Infections Surveillance System

Polymerase Chain Reactier{Reacdo em Cadeia da Polimerase)
Polysaccharide Intercellular Adhesi{Adesina Polissacaridica
Intercelular)

Peptide nucleic acid (Acidos Nucleicos Peptidicos)
Phenol-soluble modulins(Modulina Fenol Soluvel)
Staphylococcuspp. coagulase negativo

Surface-associated fibrinogen binding proteifProteina de ligacdo ao

fibrinogénio associada a superficie)

Staphylococcal Surface ProteirfProteina de superficie estafilococica)

Staphylococcal accessory regulatdGene responsavel pela regulacéo)

Positive regulator of the activity of sigma be{gene regulador do
operors®)

Positive regulators of sigma betggene regulador do operefi)
Anti-sigma factor {gene regulador do operefi)

Alternative sigma factor sigmaB(Fator alternativo sigma beta)

Unidades de Terapia Intensiva
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Introducao

INTRODUCAO

Durante muito temp®&. epidermidigoi considerada uma bactéria comensal inécua da
pele e mucosas do corpo humano. No entanto, atnsmereconhecida como um importante
patogeno em infeccBes nosocomiais associadas tareat@enosos centrais (CVCs) e outros
dispositivos implantaveis (Gu et al. 2005). O us @VCs tornou-se um procedimento
essencial na medicina moderna, pois facilita o m@ioudos pacientes. E utilizado na terapia
intravenosa prolongada para administracdo de meditis, hemoderivados, nutricdo
parenteral, para acompanhar a condicdo hemodin&iigeciente e como acesso vascular
para hemodialise (Oncu et al. 2004). Porém, o wesseab dispositivos esta associado a
significativa morbidade e mortalidade de pacieffgsiola et al. 2002). Assim, seu uso deve
avaliar o equilibrio entre a seguranca do pacientecusto-beneficio e medidas que visam
minimizar o risco de infeccéo associada a teragravascular sdo fundamentais (O'Grady et
al. 2002).

O fator mais importante na patogénese de infecgé®sciadas a corpos estranhos € a
capacidade da bactéria em colonizar a superfidim@aca de tais dispositivos e formar um
biofilme bacteriano. Biofilme é definido como umanwnidade microbiana séssil rodeada
por uma matriz polimérica extracelular produzidegedpria bactéria (Costerton 1999), que
se forma através de um processo ordenado. Estesgmcomeca com a adesdo primaria e
rapida da célula bacteriana na superficie do cegtanho seguido do revestimento destas
células por proteinas da matriz extracelular dopédsiro. Em uma segunda etapa, as
bactérias proliferam e se acumulam para formaas&amadas de agregados de células que
sao incorporados na matriz extracelular (Speziasé. 2008). Um componente importante no

acumulo de biofilme d&. epidermidi® a Adesina Polissacaridica Intercelular (PIA) ¢ka
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Introducao

et al. 1996), que é produzida atraves do lacaRADBC, um operon de quatro genes de
biossinteseiaADBQO e um gene de regulacdoaR) (Mack et al. 1996; Conlon et al. 2002).

No entanto, amostras PIA-negativas sdo regulaenenicontradas em biofilme,
sugerindo a existéncia de outras adesinas intémoedu(Kogan et al. 2006; Hennig et al.
2007; Qin et al. 2007; Rohde et al. 2007). A praeassociada a acumulacdo (Aap) pode
substituir funcionalmente PIA como uma adesinarceielar (Rohde et al. 2005). Apos a
adesdo e crescimento bacteriano, ocorrem as ethpammadurecimento do biofilme e
posterior desprendimento celular, para a disse@magolonizacdo dos microorganismos em
outros sitios (Otto 2008).

Bactérias regulam a expressdo dos genes em raspostudancas nas condicdes
ambientais, sendo que a densidade da populacaeribaet tem um forte impacto nestas
mudancas. Reguladores globais que controlam a ssweem resposta a densidade celular
sdo chamados sistemas “quorum sensing“. Muitosgpatits empregam este sistema na
regulacéo de seus fatores de viruléncia (Bassl&2)20

A formagéo de biofilme é considerada um importéater de viruléncia de bactérias e
as mesmas tém demonstrado a habilidade de permsigsticoncentracdo de antibidticos
superiores se comparadas as mesmas bactériasan pkintdnico. Bactérias em biofilme
também apresentam maior resisténcia contra asadefieatas e adaptativas do hospedeiro
(Stewart and Costerton 2001; Wolcott and EhrlicB80Com isso, a formacéo de biofilmes
bacterianos geralmente dificulta o tratamento decgbes relacionadas a dispositivos
implantaveis (Mah and O'Toole 2001).

Diversos estudos tém ressaltado a importanciacalidas infeccbes relacionadas a
dispositivos implantaveis como os CVCs. E possésthbelecer que a forma ideal de tratar
estas infecgbes envolveria a remoc¢ao do dispoditima vez que 0S mesmos se constituem

em uma fonte de formacdo de biofilme. A retiradaddpositivo, no entanto, pode ser um

14



Introducao

procedimento dificil em pacientes instaveis e, emiqular, que se encontram em Unidades
de Tratamento Intensivo (UTIs). Assim, se tornaangnte desenvolver métodos (fenotipicos

ou genotipicos) de avaliacdo da capacidade de &@onde biofilme.
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Staphylococcuspp.

REVISAO DA LITERATURA

1. Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. pertencem a familia Staphylococcaceae. Sactérlzs
Gram positivas de forma cocoOide, anaerObias faowds imoOveis, produtoras da
enzima catalase. As principais espécies deste @&aeteriano sadstaphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saptimpisy Staphylococcus hominis,
Staphylococcus warneri, Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus capitis, Staphylococcus simulagistre outras (Huebner and Goldmann
1999).

A diferenciacdo taxon6mica se baseia principalmer@emorfologia colonial, em
reagcfes bioquimicas convencionais e analises maftesuA habilidade de produzir a enzima
coagulase divide os estafilococos em dois grupascipais: estafilococos coagulase
positivos, cujo principal representante €So aureuse estafilococos coagulase negativos
(SCN) (Ziebuhr 2001). Dentre &aphylococcuspp. coagulase negativos,S epidermidi
€ a espécie mais prevalente (65% a 90%) encon@@ale e mucosa humana (Vadyvaloo
and Otto 2005).

Staphylococcus epidermidi®i considerado por muito tempo como relativamente
in6cuo (Vuong and Otto 2002). Foi proposto que smepoderia ter uma fungéo probidtica,
impedindo a colonizagdo do hospedeiro por patdégemais importantes, com8. aureus
embora ndo haja comprovacado (Otto 2009). Entretanate Ultimas décadaS, epidermidis
emergiu como um problema de saude em ambientegtdlasgs (Vandecasteele et al. 2003,

Hennig et al. 2007), causando infecgbes nosoconei@ispacientes imunocomprometidos
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Staphylococcuspp.

(submetidos a terapia imunossupressora, pacieotesAtDS e recém-nascidos prematuros),
hospitalizados durante um longo periodo e em estdtico (Ziebuhr 2001). E considerado o
patdgeno mais importante envolvido em bacteremmglo@ardite, infec¢cdes cutaneas e
osteomielite. (Vuong and Otto 2002).

Ao contrario deS. aureusS. epidermidigeralmente ndo causa infec¢des piogénicas
em pacientes saudaveis, com excecao da endocdeditélvula natural. Isto se deve ao seu
potencial nitidamente reduzido de toxinas em relag@S. aureugVuong and Otto 2002).
Aparentemente apenas uma toxing;taxina, € produzida pelS. epidermidisEsta toxina é
uma hemolisina localizada no locagr (Otto et al. 1998) e atua através da formacaoodasp
na membrana levando a lise de eritrocitos e ogtthgas de mamiferos, sendo que a mesma
nao causa danos severos aos tecidos. Por issdeasdes pobk. epidermidisao geralmente
subagudas ou cronicas (Vuong and Otto 2002).

O NISS (The Nosocomial Infections Surveillance 8ygtreconhec8. aureue SCN
como os mais freqlientes patdgenos nosocomiaigi@olde pacientes internados em UTIs
(von Eiff et al. 2002), que causam infec¢bes assias principalmente ao uso de dispositivos
implantaveis. No entanto, devido ao fatoRleepidermidiser uma bactéria comensal, muitas
vezes € dificil definir se um isolado representagente causador de uma infeccdo ou se
representa uma contaminacdo. Conhecer 0s genes dgtegminam o0 sucesso de
S. epidermidicomo um patégeno oportunista € uma etapa deqisikea 0 planejamento de
intervencdes terapéuticas direcionadas para cantrahfeccbes causadas por este
microrganismo (Yao et al. 2005). Estudos recentasinvestigagdo do genoma e na
epidemiologia e fisiologia molecular tém auxiliau® definicdo da capacidade patogénica dos

SCN (Ziebuhr et al. 2006).
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InfeccBes relacionadas a cateter

2. Infeccdes relacionadas a cateter

Infeccbes associadas a dispositivos implantaveisiséigrande problema na medicina
moderna que utiliza cada vez mais procedimentogsings, tais como cateteres e proteses,
proporcionando ao patégeno um novo habitat a denizado (Schoenfelder et al. 2010).
Somente nos Estados Unidos, estima-se que cerd@Qenilhdes de cateteres vasculares
periféricos e 7 milhdes de cateteres venosos ¢entd/C) sejam utilizados anualmente
(Hanna and Raad 2005; Rogers et al. 2009). Embézagdes po6. epidermidisraramente
evoluam para doencas graves, infeccOes relacionadeateter permanecem sendo uma
constante causa de infeccdo hospitalar, associagtevados indices de morbidade e
mortalidade, ao aumento na permanéncia hospitalas &ustos. Bacteremia ocorre em pelo
menos 5 de cada 1000 inser¢cdes de cateteres dealiean pacientes nas UTIs, sendo que
pelo menos 22% destas infec¢cdes sdo causad&s epidermidigO'Grady et al. 2002).

A etiologia das infec¢des associadas a materigiaiméveis é complexa e pode ser
influenciada por uma série de variaveis como o dipalispositivo médico, a regido anatdbmica
da insercdo, se € uma insercdo totalmente inteongeocutanea e episédios de surtos
hospitalares concomitante com cirurgias (Campoetial. 2009). Agentes conf®. aureus
S. epidermidis Pseudomonas aeruginosa Enterococcus faecali®stdo listados entre os
principais patégenos causadores de infeccdo enodiisps implantaveis (Arciola et al.
2005).

Staphylococcuspp. coagulase negativos, principalmeitepidermidigepresentam a
fonte mais comum de infec¢Bes em dispositivos neédimplantaveis, como CVCs, proteses
ortopédicas, valvulas cardiacas, marcapassos &ercgi@ra drenagem de fluido cérebro-
espinhal (Mack et al. 2004; Mack et al. 2006). Erds dispositivos intravenosos, 0 uso de

CVC é frequientemente seguido por complica¢cdesdaraistémicas, incluindo tromboflebite
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InfeccBes relacionadas a cateter

séptica, endocardite, infeccbes metastaticas ereacias. Estima-se que mais de 80% de
todas as infec¢coes da corrente sanguinea relacicmarhteter sdo associadas com CVCs.
Estas infeccdes geralmente iniciam com a introdud@doactéria através da epiderme e
mucosa do paciente durante a insercao do dispmsday modo que o seu aumento pode ser
relacionado com a maior utilizacdo de tais dispamst(O'Grady et al. 2002; Otto 2009). Os
esforcos feitos para manter a esterilidade e assepsando minimizar as possibilidades de
contaminagcdo durante a implantacdo do dispositiyzara evitar infeccbes nos pacientes
através de protocolos adequados de profilaxia, goeon ser eficazes, mas incapazes de
controlar completamente a ocorréncia de infeccddsnianaro et al. 2007). Além disso,
comumente os cateteres sdo inseridos em situaed@aergéncia, durante as quais as normas
de assepsia nem sempre podem ser observadas aet@ai@'Grady et al. 2002). Muitas
vezes, a remocao e reinsercao do dispositivo togemecessaria (Vuong and Otto 2002),
expondo o paciente a alto risco de recidiva (Moatart al. 2007).

Algumas das condi¢cdes que tém sido apontadas catooe$ de risco para o
desenvolvimento de infec¢Bes relacionadas a didpmsimplantaveis sdo: 1) colonizagéo da
superficie externa no sitio da insercéo por miggaosismos que podem evoluir gradualmente
ao redor do cateter - a colonizagdo da pele é uta fweditor de infecgbes relacionadas a
cateter; 2) colonizacdo da superficie intralumidal cateter durante sua utilizacdo; 3)
semeadura hematogénica do cateter durante umadraiztee 4) contaminacéo de fluidos ou
drogas administrados por via intravenosa — sendamgqulois primeiros sao os fatores de risco
mais comumente identificados em infeccdes reladasa cateter (Eggimann et al. 2004).
Apesar disso, na maioria das situagfes clinicasheeficios do uso de dispositivos
implantaveis séo claros.

As taxas de colonizacdo do cateter e de infec¢c@scairente sanguinea por

microorganismos relacionados a inser¢cao de casepgdem variar de 5,8% a 71,4% e de
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0,3% a 11,0%, respectivamente. Esta variacdo pside elacionada a metodologia adotada
para realizacdo da cultura bacteriologica bem candiferentes grupos de pacientes
(Eggimann et al. 2004).
Os mecanismos patogenéticos em infeccfes assoaaagdantes foram investigados

e fatores importantes, como a expressao de adesipasducao de toxinas e a resisténcia aos
antibioticos, estdo sendo gradualmente reconheditss fatores determinam a viruléncia de
um microorganismo e a sua capacidade de colonigaperficie de biomateriais, permitindo
escapar da resposta imune e, eventualmente, resistatamento com antibioticos (Costerton

et al. 2009).
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3. Biofilme Bacteriano

Para que uma infeccdo se estabeleca, 0 patdégemoagessentar alguns fatores de
viruléncia contra as defesas do hospedeiro. Os mimoas de defesa da pele humana sao
limitados, porém, ap0os a penetracdo na barreitali@bi uma bactéria como ®. epidermidis
tem que enfrentar varios outros mecanismos adigondma das formas de defesa do
microrganismo causando infeccbes em dispositivoplamtaveis € principalmente sua
habilidade de aderéncia a superficies abidticasneaicdo de um biofilme bacteriano (Saginur
et al. 2006).

Biofilmes sdo comunidades microbianas “sésseisdatarizadas por células que séo
irreversivelmente ligadas a um substrato ou interfau umas as outras, que sao incorporadas
em uma matriz polimérica chamada “slime”. As baagem biofilme exibem um fenotipo
alterado no que diz respeito a taxa de crescimentmanscricdo de genes (Donlan and
Costerton 2002). Os biofilmes sdo estruturas aldenbidratadas que contém canais que
permitem a difusdo interna de nutrientes e oxigéntambém conferem protecdo contra os
mecanismos de defesa do hospedeiro e entradaidecanbianos, dificultando a difusdo do

farmaco nos tecidos (Donlan 2002).

3.1 Formacao do biofilme

Com base em observacdes obtidas em experimentazando diferentes espécies
bacterianas, foi proposto um modelo de formacgabidblme em quatro etapas: adesao da
superficie a ser colonizada, acumulo subseqlente nartiplas camadas de células

bacterianas, amadurecimento da arquitetura dolm®fe, finalmente, desprendimento de
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células, que podem entdo iniciar um novo ciclo a@enfcao de biofilme em outro lugar

(Figura 1) (Costerton 1999; Rohde et al. 2010).

3 o
LA . 5 g

Figura 1. Modelo da formagéo de biofilme na superficie detea.
Formacdo em quatro etapas: (1e 2) adesao ini8)ahc{imulo, (4) maturagdo e (5) desprendimento.
* Adaptado de Monroe, 2007.

3.1.1 Adeséao bacteriana

A adesdo de estafilococos a dispositivos implaigédée um processo complexo
envolvendo uma variedade de fatores especificé@ especificos (Mack et al. 2006) entre o
corpo estranho, o hospedeiro e 0s microorganisiviosng and Otto 2002) e representa o
primeiro passo fundamental no desenvolvimento fkezgdes associadas a implantes (Arciola
et al. 2002). A adeséo regula processos essercfaisiece sinais que afetam a morfologia,
motilidade, expressao génica e sobrevivéncia datas€Bustaniji et al. 2003).

A etapa inicial da colonizacdo ocorre apés a cgidcale um dispositivo implantével,

sendo que a superficie polimérica do mesmo pode déetamente aderida pelo
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microorganismo ou ser previamente recoberta contejpi@s da matriz extracelular do
hospedeiro (Vuong and Otto 2002). Estas proteiraacelulares depositadas na superficie
dos materiais implantados podem servir como receptespecificos para colonizacdo de

bactérias (Heilmann et al. 2003).

3.1.1.1 Adesdo primaria ao material ndo revestido

A adeséo des. epidermidisdepende de propriedades fisico-quimicas da saoerfi
polimérica e da superficie bacteriana. Como asrfos plasticas sdo hidrofobicas, e o
principal parametro que determina a adesdo é afblicidade da superficie bacteriana, a
adesdo primaria d8&. epidermidistem sido similar em muitos biomateriais investmzad
(Vacheethasanee et al. 1998).

Fatores envolvidos na fixacao inicial na supezfid polimero incluem ligacées néo-
especificas como interacdes eletrostaticas e ldlicds, bem como adesinas especificas,
incluindo duas fimbrias SSP-1 e SSP-2 (Veensteh 4996), além das proteinas AtIE e Aae
(Heilmann et al. 1997; Heilmann et al. 2003).

Proteinas fimbria da parede celular bacteriana;ISEFSSP-2 medeiam a adesdo de
S. epidermidiso poliestireno (Veenstra et al. 1996).

A principal adesina deé. epidermidis a autolisina AtlE, é codificada pelo gene
cromossOomic@tlE e tem alta similaridade com a principal autolisilees. aureusAtlE tem
capacidade de se ligar diretamente a superficimpota e também de se ligar a vitronectina,
sugerindo ndo somente uma func¢éo no inicio da adesa@is também uma contribuicdo em
estagios posteriores de aderéncia, envolvendo agties especificas com proteinas
plasmaticas depositadas na superficie do polimdeilnjann et al. 1997). Ainda nao foi
completamente elucidado como AtIE é capaz de ae digpecificamente a superficies inertes.

Estudos utilizando uma cepa com geatdE mutante mostraram uma menor adesédo ao
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poliestireno, reduzindo “in vitro” a sua ligacaeironectina e a hidrofobicidade. Além disso,
este mutante ndo foi capaz de produzir biofiimeilthenn et al. 1997), indicando um
importante papel da AtlE na patogenicidadé&depidermidigVadyvaloo and Otto 2005).

Recentemente, outra autolisina com propriedadechealitica e adesiva, a Aae, foi
identificada e caracterizada, sendo que a mesmaapacidade de ligacdo a vitronectina e
tem afinidade também a fibronectina e ao fibrinag&Heilmann et al. 2003).

Embora a adesdo primaria direta $leepidermidisao material plastico seja foco de
investigacao, ainda néo estéa claro o significaddeaivecanismo na formacao de biofilme em
dispositivos implantaveis, pois se sabe que o mahfgastico torna-se rapidamente revestido

por proteinas do hospedeiro (Francois et al. 1988ng and Otto 2002).

3.1.1.2 Adesdo primaria ao material revestido comtenas extracelulares do

hospedeiro

Um dispositivo implantavel é prontamente revestidm proteinas do hospedeiro e a
provavel ligacdo de estafilococos a estas molémdasre através de adesinas da superficie
bacteriana, como SdrG (também conhecida como B&D, EmbP e AtlE, que se ligam ao
fibrinogénio, coladgeno, fibronectina e vitronectinaespectivamente. Estas adesinas,
produzidas porS. epidermidis, conhecidas como MSCRAMMs (“microbial surface
components recognizing adhesive matrix moleculesy, proteinas da superficie bacteriana
gue se ligam especificamente a proteinas da neaiiacelular do hospedeiro e compartilham
uma estrutura de dominio semelhante, com atividledégacdo localizada no dominio N-
terminal A, promovendo assim a fixacao priméarisadte uma infeccéo (Sellman et al. 2008).

O MSCRAMMSs mais estudado € o SdrG, uma proteinafgciéita a interacdo de

S. epidermidiso fibrinogénio (Bowden et al. 2005) .eXpressdo de SdrG aumenta “in vivo”
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e anticorpos contra SdrG estdo presentes no sdmgunano, ressaltando a sua importancia
nas infeccdes p@. epidermidigSellman et al. 2008).

A proteina bacteriana Embp atua na ligacdo a fdwtma e € necessaria para a
fixacdo primaria e subseqiente acumulo de biofileme superficies recobertas com
fibronectina que, de outra maneira, ndo teriam gag@ara a adesao. Dados recentes mostram
que, além de sua propriedade de ligacdo as pretemanatriz extracelular do hospedeiro,
Embp também atua na adeséo intercelular, sendaiesué para a formacéao de biofilme em
amostrascaADBC e aap negativas. Como a SdrG, a proteina Embp tambémpéamente
distribuida em isolados clinicos (Christner et2810). Ha evidéncias sugerindo que uma
enzima metabdlica secretada repidermidisa lipase GehD, atua na superficie celular
como uma proteina de ligacdo e medeia a ades&o ejudermidisao colageno (Bowden et
al. 2002).

Também foi demonstrado que amostras produtorasiaféme, dependendo das
condicbes de crescimento, contém consideraveis tigades de 4&cidos teicoicos
extracelulares (ECTA) (Sadovskaya et al. 2005), gumentam a adesdo a superficies
revestidas com fibronectina, sugerindo um provdagel na viruléncia d&. epidermidis

(Hussain et al. 2001).

3.1.2 Acumulo bacteriano

Apds a adesao inicial, as bactérias se multipliease acumulam como aglomerados
de células em varias camadas (von Eiff et al. 2088%ta fase, a maioria dos estafilococos
nao tem contato direto com a superficie, mas pezotamo biofilme pela expressdo de

mecanismos de adesao intercelular. (Rohde et #&7)2@Em estafilococos, a principal
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molécula responsavel pela agregacao intercelulamépolissacarideo mucoéide e amorfo
chamado Adesina Polissacaridica Intercelular (PPAA é codificada pelo operoica que
contém os genexaADBC (biossintese) écaR (regulacdo) (Heilmann et al. 1996; Gotz
2002). O locuscaADBCcodifica as enzimas responsaveis pela sintessaeetdacdo de PIA
(Figura 2) (Heilmann et al. 1996; Vuong et al. 2004Alguns estudos indicam que o locus
ica pode ser um marcador util para diferenciar esw&ados contaminantes e infectantes. Por
outro lado, outros estudos relataram uma alta émoih do gendca entre S. epidermidis
comensais, ndo conseguindo correlaciona-lo comomaraador de infectividade (Frebourg
et al. 2000; Vandercasteele et al. 2003; Rohdk 2084; Li et al. 2005; Cotter et al. 2009).

Quimicamente, PIA é um homopolimero linear compaitoaproximadamente 130
residuos de N-acetilglicosamina unidos por ligagBes6, das quais 15 a 20% séo
desacetiladas, contendo éster ligado a succinates&luos de fosfato, introduzindo
simultaneamente cargas negativas e positivas agsaoarideo (Mack et al. 1996). A
ocorréncia conjunta de cargas negativas e posipede explicar a sua funcao na ligacao
estavel de diferentes células em um biofilme (Radtdd. 2006).

Foi proposto um modelo de biossintese de PIA, coamgio pesquisas prévias sobre o
papel deicaA, icaDe icaB. Este modelo descreve a biossintese de PIA enpagsos: (1)
adicdo de N-acetilglicosamina a cadeia de PIA emdgé&o, pela acdo combinada de icaA e
icaD, (2) exportacdo a cadeia nascente de PIAafupcincipal do icaC e (3) desacetilacao

do PIA pelo icaBVuong et al. 2004).

NOS S ) B —

icaR icaA icaD icaB icaC
Figura 2. OperonicaRADBC
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A producéo de PIA e a sua desacetilacdo tém samhecidas como fatores chave na
viruléncia deS. epidermidigVuong et al. 2004; Fluckiger et al. 2005) e s8arecanismos
predominantes no acumulo em biofilme (Frank eR@04; Rohde et al. 2004). Porém, mais
recentemente foi demonstrado que a producdo denBbtAé essencial para a formacéo de
biofilme em todas as amostras 8eepidermidigKogan et al. 2006). Aléem disso, algumas
amostras isoladas de infeccbes associadas a leaidim possuem os genea (Arciola et al.
2006). Sabe-se que a formacdo de biofilme Porepidermidisesta sujeita a variacdes
ambientais, como concentracdes sub-inibitoriasndienacrobianos, elevacédo da temperatura,
anaerobiose, osmolaridade, entre outras, levandma mudanca entre fenotipo positivo e
negativo de biofilme (Cafiso et al. 2004). Isto poeém amostras produtoras de PIA, estar
geneticamente relacionado com a inativacao rewarsiy irreversivel decaADBC (Ziebuhr
et al. 1999; Conlon et al. 2004). Ainda, deve-ssakar que 0s mecanismos envolvidos na
formacédo de biofiimecaADBGindependente, podem estar inativos em culturasvitio”
(Rohde et al. 2005). Por isso, um fendtipo negafava biofiime apresentado nestas
condicbes, ndo reflete necessariamente a incapligca uma amostra & epidermidige
formar um biofilme bacteriano (Christner et al. @D1

Além de PIA, duas outras proteinas também parestsn envolvidas na formacéo de
biofilme. Uma € a proteina associada a acumulaggap-«{do inglés: accumulation-associated
protein) (Hussain et al. 1997; Rohde et al. 200&)ogitra € a proteina associada a biofilme —
Bap (do inglés: biofilm-associated protein) (Toratal. 2005).

No caso da formacdo de biofilme independente de PtAteinas adesivas muito
provavelmente substituem o polissacarideo, sendaaguais importante proteina envolvida
nesta formacao parece ser Aap (Hussain et al. F8Tde et al. 2005). Em estudos recentes,
27% das espécies isoladas de infec¢cbes de protmsmsedicas, formavam biofilme

independentemente de PIA, sendo que na maiorizakms a formacao de biofilme parecia
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ser mediada por AafRohde et al. 2007). Aap € uma proteina de 220K® ppecisa ser
proteoliticamente clivada em uma proteina mendr4fKD para poder induzir a formacéo de
biofilme (Rohde et al. 2005). Como Aap é amplameilifiendida entre isolados clinicos e a
formacdo de biofiimeaap-dependente pode ser demonstrada diretamente erstramo
clinicas, supde-se que a adeséo intercelular meeghadAap tenha grande relevancia para a
patogénese de infeccbes orepidermidigRohde et al. 2004; Rohde et al. 2005). As funcdes
dos fatores envolvidos nas distintas fases da fgimalo biofilme estdo resumidas na
tabela 1.

Em S. aureuse SCN isolados de animais, uma proteina de sopelijjada a parede
celular chamada Bap, esta envolvida na aderémsuigerficie polimérica, adeséao intercelular
e formacdo de biofilme. Também foi sugerido quexpressao de Bap leva a formacdo de
biofilme, mesmo na auséncia do opercmADBC, ressaltando a importancia dessa proteina
no estabelecimento de biofilmes. Um gene homologdah chamadobhp, ocorre em
S. epidermidisde origem humana. A similaridade na sequUénciarsugee este gene esta
envolvido na formagao de biofilmes em isolados mosadeS. epidermidisle uma maneira
similar a bap em isolados de animais. No entanto, o mecanisnio fgeal Bap e,
eventualmente, Bhp contribuem para a formacdo délrbe ainda ndo esta totalmente
estabelecido (Cucarella et al. 2001; Tormo et@0)52 Vadyvaloo and Otto 2005).

Estudos moleculares mostram novos aspectos sdbredale viruléncia de bactérias
responsaveis por infecgcdes em implantes. Recentenfendescoberto na matriz do biofilme
uma série de importantes componentes estrutunalsjndo DNA extracelular (eDNA), além
de polissacarideos e proteinas. Essa constatagdestanulado o interesse em substancias
como a dispersina B, uma enzima que degrada PNAGlase |, sendo a mesma capaz de

destruir biofilmes atacando tanto PIA quanto DNA&selular (eDNA) (Arciola 2009).
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Tabela 1.Funcéo dos fatores envolvidos nas distintas fdaésrmacao do biofilme

Fase da formacdao biofilme Gene Funcéo do produto dyene
Adesé&o Priméria
fbe/sdrG *Adesao ao fibrinogénio
embp *Adesao a fibronectina
atle *Promogéo da ligacdo a superficie do
polimero; adeséo a vitronectina
aae *Promocao da ligacdo a superficie do
polimero
gehD *Adesdo ao colageno
Acumulo bacteriano
icaADBC *Adesao intercelular dependente de PIA
aap *Adesao intercelular PIA-independente

* Adaptado de Rohde et al.; 2006

3.1.3 Maturacao do biofilme bacteriano

Em contraste com a agregacéo intercelular, a ngdtarado biofilme e o
desprendimento de microorganismos plantbnicos eat&Ems explicados el@. epidermidis
(Otto 2009). Sabe-se que o biofilme maduro tem wstautura tridimensional chamada
“torre” ou “cogumelo” (Costerton et al. 1995), pamde circulam nutrientes para as células
nas camadas mais profundas do biofilme. Os mecasisgje levam a formacgao destes canais
e a estruturacdo do biofilme ndo estdo bem comgiden em estafilococos, sendo que a

expressao de PIA também pode contribuir para o araainento do biofilme (Otto 2008).

3.2 Desprendimento do biofilme bacteriano

O desprendimento das células bacterianas do bw®fiim fundamental para a
disseminagdo e colonizacdo de outros sitios. Vafabsres podem contribuir para o

descolamento bacteriano: 1) forcas mecéanicas, aorfloxo sanguineo; 2) interrupcdo da
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producdo de substancias essenciais para o biofdomep exopolissacarideos; 3) fatores de
desprendimento, como enzimas que destroem a nmitriurfactantes. Entende-se que as
enzimas que destroem o biofilme podem ser as mesta@sonadas a sua estruturacdo. Estas
enzimas quando produzidas em taxas elevadas,dt@arco descolamento, especialmente na
superficie do biofilme. O descolamento mantém &®spa do biofilme e controla a taxa de
disseminacdo bacteriana através de moléculas zgdalas do “quorum-sensing” (Otto

2008).

3.3 Regulacado da formacéao de biofilme &@nepidermidis

Para que uma infeccdo se estabeleca a bactériguemegular a expressao de um
grupo de moléculas que determinam a patogenicidatdecidas como fatores de viruléncia.
A coordenacdo desses fatores, normalmente espeifica, € crucial para a sobrevivéncia
do patégeno e da bem-sucedida invasao ao hospedssin, os patbgenos desenvolveram
sofisticados sistemas de regulacdo para adaptgrrassdo do gene de viruléncia & mudanca
das condi¢cdes ambientais durante a infeccao (Kbaly 2006).

A formacdo de biofilme depende da sinergia de uragedade de genes e é
influenciada por variagbes ambientais, incluinde@sdicées de crescimento, suplementacao
de carboidratos, teor de didxido de carbono e oxig&oncentracdo de ferro, concentracao
sub-inibitéria de antimicrobianos, osmolaridade xposicdo ao etanol, indicando que a
expressdo de PIA e a formacédo de biofilme s&o atarsa fortemente regulado (Dobinsky et
al. 2003; Mack et al. 2006; Mack et al. 2007). Eegulacdo é frequentemente realizada por
um sistema de intercomunicagdo bacteriana, que ednad um sensor de densidade

populacional (“quorum sensing”) (Xu et al. 2006)ed@ndendo da fase da colonizagéo, a
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expressao coordenada dos genes sob o controlstdmai“quorum sensing” permitem: (1)
tropismo do microorganismo por determinados sifinatdmicos; (2) acumulo de células
bacterianas em estruturas organizadas protegidgsopssacarideos; e (3) o rompimento do
biofilme apos as células alcancarem sua densidadéma e propagacéo da infeccéo atraves
da dispersao de células plantbnicas a colonizaeanosios sitios (Jefferson 2004). Muitas
bactérias patogénicas empregam este sistema nkag&gude seus fatores de viruléncia
(Bassler 2002). Dois sistemas “quorum sensing”nfiocescritos enstaphylococcuspp. e
ambos parecem ter influéncia na formacao de biefile» mais conhecido é o gene regulador
acessorio oagr “quorum sensing”, e o segundo sistema conhecal¥S (Novick 2003).

Em S. epidermidiso geneagr controla a formacé&o de biofilme, a atividade pro-
inflamataria, incluindo a atividade quimiotaxicebse neutréfilos humanos e a viruléncia nas
infeccdes relacionadas a dispositivos atraves dag@o de peptideos modificados chamados
Modulina Fenol Soluvel- PSM (do inglés Phenol Soluble Modulin) (Vuong et 2003;
Vuong et al. 2004a; Vuong et al. 2004c). A nédo ionalidade do sistemagr facilita a
fixacdo primaria do patégeno a superficie, provaeeite devido ao aumento da regulagcédo da
adesdo pela expressdo altE e a diminuicdo na regulacdo do desprendimentoétidas
plantdnicas (Vuong et al. 2000). Recentementejdaionstrado quagr regula positivamente
fatores de viruléncia necessérios para lidar comamiemos da defesa imune inata. (Mack et
al. 2006). Aindaagr parece néao influenciar a expressao de PIA (Vuadrad 000; Mack et
al. 2007).

O outro sistema “quorum sensing” encontradoStaphylococcuspp. é duxS.Dados
mostraram quéxStem um impacto significativo na formacéo de bio&lemS. epidermidis
pois a supressao do mesmo levou a um aumento nkgég da transcricdo deaADBC,
resultando em um aumento na sintese de PIA (Maak 2006; Xu et al. 2006). O gehxS

emS. epidermidi€ funcional - a regulacdo dos gehesSdependentes inibem a formacao de
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biofilme “in vitro” e portanto diminuem o sucesso gatégeno em infeccbes associadas a
biofilme (Xu et al. 2006).

Mais dois locus reguladores, o fator sigma altévoat® e o regulador globadarA
influenciam a formac&o de biofilme e®n epidermidisA regulacéo e a funcéo do fatdt na
viruléncia deS. aureuse S. epidermidiestdo bem caracterizadas sendo que o operan
constituido por quatro genesbU, rsbV, rsbW e sigB. Mutantes deS. epidermidigsbU
apresentam um fenétipo de biofilme negativo, indittaquersbU é um regulador positivo de
fator ® e 0 mesmo tem um papel crucial na patogéBespidermidigknobloch et al. 2001;
Knobloch et al. 2004). Er8. epidermidi® fators® regula a formagéo de biofilme, enquanto
que emS. aureuso fator alternativas® desempenha um papel menmsagA é um regulador
essencial (Cotter et al. 2009; Jager et al. 2009).

O regulador globasarA € uma proteina dimérica ligada ao DNA, que regalios
fatores de viruléncia e atua como um agente dedrgdo. Ensaios demonstraram gaeA
foi capaz de se ligar com alta afinidade a regi@onptoraica, indicando uma regulacéo
direta na expressao de PIA (Vadyvaloo and Otto POD5genesarA afeta a transcricdo de
icaADBCindependentemente @&R (Conlon et al. 2004; Tormo et al. 2005).

A regulacéo da expresséo do opeaané controlada pelo operon regulador R (Conlon
et al. 2002). O genieaR estéa ligado accaADBC e nédo é essencial para a expressao de PIA,
mas atua como regulador negativo da transcricaicakeDBC (Gotz 2002; Jefferson et al.
2003). Em S. epidermidis a expressdo dacaR € reprimida indiretamente pelo fator
alternativos® (Knobloch et al. 2004). As condi¢cdes ambientais gtieam ¢® resultam na
repressao do gemeaR (Conlon et al. 2002; Fitzpatrick et al. 2005; @ott al. 2009).

A expressao dieaA, icaD e icaCsdo absolutamente necessarias para a sintese de PIA
mas tém sido encontrad& epidermidisiofilme-negativos eca-positivos, em que genes

icaA e icaC séo inativados pela insercdo de uma sequénciab ISZ8&buhr et al. 1997;
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Ziebuhr et al. 1999). A insercdo 1S256 pode sea@&sgom 0s genesa, abolindo assim a
producao de PIA (Ziebuhr et al. 1999; Conlon e28D4). Amostras com IS256 integradas
aos genega e agr tem sido isoladas de infeccéo (Kozitskaya et@042 Vuong et al. 2004).
Ainda, a presenca de IS256 parece estar corretdoigom amostras de. epidermidis
invasivas (Kozitskaya et al. 2004; Gu et al. 200). entanto, embora 1S256 possa ter um
papel na adaptacdo da populacdo bacteriana, petmiissim uma versatilidade bacteriana,
provavelmente néo se pode chama-lo de um verdaggjutador.

Apesar de elementos como 1S256, adesinas, toximakeusica serem encontrados
predominantemente em isolados clinicos, torna-sa ¥z mais claro que o potencial de
viruléncia de uma cepa nao depende exclusivamentend Unico fator. Nesta visdo, a
viruléncia parece ser um fenbmeno complexo depdéadium painel de caracteristicas de
viruléncia, assim como da acdo dos genes que ragelacoordenam a sua expressao

(Montanaro et al. 2007).

3.4 Resisténcia em biofilme

Infeccbes representam uma das complicagbes impestaglacionadas a dispositivos
implantaveis. Atualmente, a terapia convencionaebda no uso de antibidticos ainda
representa a principal estratégia para prevemnatartestas infeccoes.

Nos ultimos anos, amostras resistentes a meticiliim antibiético de primeira
escolha contra estafilococos, tem aumentado. G¥c80% deS. epidermidigsolados de
infecgBes hospitalares sao resistentes a meti¢inang and Otto 2002).

Apbs o estabelecimento de uma infeccéo e a formagdon biofilme organizado na

superficie do implante, terapias com antibiéticé® snenos eficazes e muitas vezes a
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remocao do implante e sua substituicdo sdo as im@meiras de erradicar o problema
(Montanaro et al. 2007; Costerton et al. 2009).

Comparado com as respectivas populacdes plantdmicasdo de crescimento séssil
esta associado a um importante aumento na resst@og antimicrobianos (Costerton et al.
1999; Lewis 2005). A concentracdo de antimicrobimegessaria para eliminar bactérias
produtoras de biofilme € de 100 a 1000 vezes nogiera necessaria para eliminar as mesmas
espécies em estado plantdnico (Stewart and Cast@@01; Frank and Patel 2007). Isto
provavelmente advém da dificuldade de alguns aotohianos difundirem através da
camada polissacaridica ou porque células dentrbiaféme diferem fisiologicamente de
células plantonicas. A proximidade dos microorgais dentro de um biofilme@ambém
facilita a disseminacdo dos varios determinantesedesténcia antimicrobiana, através da
transferéncia horizontal de genes. Este processecgaser uma importante causa de
resisténcia, pois uma célula bacteriana pode ganshpidamente os genes de resisténcia a
muitas outras espécies através do crescimento desubpopulacéo de bactérias, conhecidas
como células “persisters”, em locais mais profundimsiofilme (Donlan 2001; Trautner and
Darouiche 2004). Estas células desempenham um hamkmental na falha terapéutica de
infeccdes associadas a biofilme (Lewis 2005).

A emergéncia da resisténcia aos antibioticos dieuttiade na identificacdo de novas
classes de agentes antimicrobianos tém impulsiomado/estigacdo de novas estratégias
terapéuticas, como o uso de moléculas capazeslaieiar genes de viruléncia e terapia
génica em infecgbes. A interferéncia na regulagd® fatores de viruléncia como agr

também parece ser uma abordagem terapéutica poyen{§€3sterton et al. 2009).
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4. Deteccéo Laboratorial de Biofilme

A formacao de biofilme er®. epidermidibtidos de CVC tem sido extensivamente
documentada nas ultimas décadas (Arciola et al6)208to determina a importancia da
realizacdo de metodos diagnosticos capazes deifickemtcorretamente a producédo de

biofilme em isolados clinicos d& epidermidis.

4.1 Caracterizacao Fenotipica

Uma série de métodos fenotipicos foram desenvaviidwa o cultivo e quantificacéo
de biofilme: teste em tubo, teste em microplaca ccnistal violeta, radiomarcacao,
microscopia (Deighton et al. 2001; Stepanovic eP@07) e teste em agar Congo Red (ACR)
(Arciola et al. 2002). No entanto, o teste em nptaoa de poliestireno e o teste em ACR
permanecem sendo os mais utilizados na investigagétipica da formacéo de biofilme.

O teste em microplaca de poliestireno com crisialeta foi desenvolvido por
Christensen et al. (1985) e modificado por Step@netval. (2000). Este método utiliza uma
microplaca de 96 pocos que permite determinar seanigativamente a formacéo de
biofiilme através da leitura da densidade Otica (P.@rciola et al. 2006). O biofilme
formado é corado com cristal violeta a 0,5%. Destelo, é possivel fazer uma estimativa
direta da presenca macroscopica do biofiime bacteriaderido ao fundo da placa de
poliestireno. Em 2007, Stepanovic et al. propuseraodificagbes importantes sobre a
quantificacdo na formacdo de biofiime em estafibosp fornecendo detalhes de todas as
etapas envolvidas na formacdo que frequentemeltganfana literatura e identificando os

problemas mais importantes ocorridos na realizdg&nsaio. (Anexo 1)
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O teste em ACR foi descrito por Freeman et al. 91 98ra a deteccdo da producao de
PIA. Esta técnica € baseada na analise diretadlasias crescidas em meio de cultura com
Congo Red suplementado com sacarose. E realizaaavmiacio cromatica a qual permite a
identificacdo de amostras produtoras de PIA, qaeegem como colbnias pretas e amostras
nao produtoras de PIA que apresentam colbnias deveonelha. Este ensaio ndo é
quantitativo, visto que se baseia em parametrasaids portanto subjetivos (Arciola et al.

2006). (Anexo 2)

4.2 Caracterizacdo Genotipica

Técnicas moleculares tém sido utilizadas para acdab dos genes envolvidos no
processo de formacao de biofilme. Estudos epidégicbs utilizando analises moleculares
tém fornecido novos avancos para a compreensagigim disseminacdo e evolucdo de
bactérias patogénicas. Diversos métodos envolvandiise do DNA bacteriano, baseadas em
analises de elementos genéticos cromossémicostmcemossdmicos, tém sido utilizados
no estudo de biofilmes (Levy 2000).

O estudo de uma regido especifica do genoma demileéelo organismo permite
identificar os genes de viruléncia através do ws®dacdo de Cadeia da PolimeraseCR
(do inglés, Polymerase Chain Reaction). Esta fexrdan molecular € capaz de amplificar
exponencialmente a regido gendmica de interesgeasaves da amplificacdo de um unico
gene especifico ou através do método multiplex,qam amplifica varios genes ao mesmo
tempo.

As reacdes de PCR sdo extremamente verséateis déaem custo para investigar e
realizar triagem de isolados quanto a presencaetirminadas caracteristicas genotipicas.

Esta técnica utiliza iniciadores (primers) espeofipara 0s genes a serem pesquisados, sendo
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a escolha correta destes primers fundamental fea @s melhores niveis de sensibilidade e
especificidade (Campoccia et al. 2009).

PCR é largamente utilizado na investigacao dossgersponsaveis pela formacao do
biofilme, comoatle, embp, fbe, ica, aaentre outros (Heilmann et al. 1996; Vuong et al.
2004; de Araujo et al. 2006; Rohde et al. 2007p Bgossivel assegurar a pesquisa de todos
0s genes envolvidos na formacéo de biofilme, seja g@ificuldade técnica ou pelo fato de
nao ser completamente elucidada a funcdo de cada fedeteccdo dos geniesA e icaD
pelo método individual e dos genaap e atle através de multiplex PCR permite uma boa

avaliacao da formacéao de biofilme.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar a producao de biofilme d8taphylococcus epidermidisolados de cateter
venoso central de pacientes internados no Hosgé@aClinicas de Porto Alegre (HCPA),

através de métodos fenotipicos e genotipicos.

Especificos

Determinar a producdo fenotipica de biofilme atsavda técnica de adesdo em
microplaca e do crescimento em meio de cultura @gago Red.

Identificar a producdo de Adesina Polissacaridimi@rcelular (PIA) através da
deteccdo molecular dos geriesA eicaD pela técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR)

Determinar a presenca dos gea#ts eaapatravés da técnica de PCR

Comparar o desempenho dos métodos fenotipicosatipieos.
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ABSTRACT

Staphylococcus epidermidis the most frequently isolated organism from nt
venous catheter (CVC) and this is mostly due taliitity to form biofilm in medical devices.
The mechanism of polysaccharide adhesiorEbgpidermidiss encoded by th&a operon
which is a genetic determinant of key importancgenerating biofilm although other genes
also play a role in adherence and biofilm formatidhe aim of the present study was to
evaluate two different phenotypic methods (the otiter plate and the Congo Red Agar -
CRA) for detection of biofilm in 1665. epidermisobtained from CVC. In addition, we
established theresenceof genetic markersiqaA, icaD, atlEand aap genes) among the
biofilm producers and non-producers. The microfiate method was positive for 107 (64%)
and the CRA for 90 (54%) isolates. The presendead andicaD genes was detected in 97%

(104/107) of the biofilm-positive isolates. Thap andatlE genes were present in 77% and in
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92% of the 107 biofilm-producing isolates, respeaii. We also found 3 biofilm-producing
isolates which are negative for the presencecaf andicab, i.e., ‘ica-independent”. We
foundicaA andicaD genes in the vast majority of biofilm-producifg epidermidisvhich

confirms that these genes are of key importancéifidiiim formation. However, almost 30%
of non biofilm-forming isolates also presented thgenes. The detection of other geraegp(

and atlE) presented lower sensitivity and specificity. Thbove findings confirm that
S. epidermidishiofilm formation is a multi-factorial process whi is influenced by genetic

traits and by the environment on the site of intect

Keywords: biofilm detection, Congo red agar, mitestplate,ica operon,aap, atlE

1. Introduction

Staphylococcus epidermidis part of the normal flora on human skin and nusco
membranes but has emerged as an important pathogedwelling medical device-related
infections. Moreover, this bacterium has acquiredltiple drug resistance which has
drastically increased its clinical importance (Relad al., 2005; Vadyvaloo and Otto 2005; de
Araujo et al., 2006). There are only a few well wmovirulence factors o%. epidermidisbut
its ability to form biofilm has long been recogaizas a key virulence determinant of this
specie in central venous catheter (CVC) infect{®ohde et al., 2007). Transition from
planktonic cells to biofilm is regulated by a vayi®ef environmental and physiological cues,
such as bacterial cell density, nutrient avail&giland cellular stress. Biofilm and planktonic
cells differ significantly in their physiology, gerexpression pattern, and even morphology
(Costerton et al., 1999; Rohde et al., 2007). iBroformation is a complex two-step process

in which the staphylococci first adhere to the acefto be colonized and then accumulates
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into biofilm architecture (Costerton et al.,199% Araujo et al.,, 2006; Mack et al., 2006;
Montanaro et al., 2007; Rohde et al., 2010). Biofibormation depends on the production of
polysaccharide intercellular adhesion (PIA) encollgdcaADBC operon (de Araujo et al.,
2006; Rohde et al.,, 2010). Some studies have epdhat several genes are directly or
indirectly involved in the molecular mechanisms bfilm formation in S. epidermidis
includingfbe atlE, aap, andica locus (Heilmann et al., 1996; Vuong et al., 2084 ;Araujo

et al., 2006; Rohde et al., 2007). It is possililat tPIA and Aap act cooperatively in
S. epidermidisbiofilm formation. Also other specific factors hlavbeen implicated as
autolysin AtlE, this is presumably involved in iait staphylococcal adhesion, leading to
specific interaction with plasmatic proteins of fha@lymer (Rohde et al., 2007). In addition,
AtIE is thought to play a role in the pathogenektsiofiim-mediated infection “in vivo”, as
atlE mutants are significantly less virulent than wijge strains in animals models of
intravenous catheter infection (Fitzpatrick et 2005).

On the other hand, currently a number of diffengnénotypic methods are used to
evaluate the biofilm-forming ability of staphylo@cThese include a tube test, a microtiter
plate test, microscopy, and Congo red agar (CRatefkest. Nevertheless, the microtiter plate
test remains among the most frequently used adsaysvestigation of biofilm (Stepanovic
et al., 2007).

The aim of the present study was to evaluate tiferdnt phenotypic methods (the
microtiter plate and the CRA plate) for detectidrbofilm in 166 S. epidermisbtained from
CVC. In addition, we established tpeesenceof genetic markersiqaA, icaD, atlEandaap

genes) among the biofilm producers and non-progucer
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2. Materials and Methods
2.1. Bacterial isolates

The S. epidermidigsolates were obtained from a CVC of distinctigras attending
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a tertiaryecaniversity hospital located at South
Brazil, during January 2008 until May 2009. Catheteltures were processed according to

Maki et al. (1977).

2.2. |dentification of the isolates

The isolates were cultured in agar supplementet 846 sheep blood (Tryptic Soy
Agar- Oxoid, Basingstoke, England) for 24 h at @5 Where colony morphology, hemolysis
production were evaluated. Subsequently coaguladecatalase tests were performed. The
staphylococcal species with coagulase test negatére identified according to Antunes et
al. (2008) and confirmed by the WalkAwayputomated system (Siemens, USA). Isolates
were evaluated for susceptibility to oxacillin (Quxy the disc-diffusion method according to

CLSI 20089.

2.3. Phenotypic tests for to evaluate biofilm fotioa
2.3.1. Microtiter plate test

The ability ofS. epidermidigsolates to establish a biofilm on polymeric soegwas
tested in a semiquantitative microtiter plate ascdbed by Stepanovic et al. (2007). A
volume of 20ul of bacterial suspensions (0.5 Mckrad) was added to each well of a sterile
96-well polystyrene flat-bottom microtiter plate @STAR 3599, Corning, NY, USA) and
filled with 180ul TSB medium (Oxoid; BasingstokeKUsupplemented with glucose 0.25%
The plates were incubated during 18 h at 35°C. éilnove the non-adherent cells the wells

were rinse three times with 200 pl of sterile salifhe attached bacteria was fixed with 150
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ul of methanol (volume used to exclude the formeldligtes at the liquid-air interface) for 20
min and dried for 30 min at room temperature. Giysiolet 0.5% was used to stain the
bacteria for 15 min. The biofilm was eluted witthaol for 30 min without shaking.
Absorbance was measured at 450 nm in a microtitate preader (Behring EL 311-
HOECHST, Akasaka, Japan). For spectrophotometaokbthe test were made using only
TSB, and the mean values and standard deviations walculated. The isolates were
classified as strong, moderate, weak or non-biefdrming in accordance with Stepanovic et
al. (2007). All biofilm experiments were performed inagiruplicate and tests were repeated

three times to minimize the variability in opticknsity (OD) measurements.

2.3.2. Congo red agar plate test

This method was performed according to Arciola kt(2002). The media was
prepared adding 0.8 g of Congo Red and 36.0 g aths@ose (both from Sigma, Missouri,
USA) to 1L of Brain Heart Infusion agar (Oxoid, Bagstoke, UK). After the inoculation the
plates were incubated for 24 at 35°C, and thenniytetr at room temperature. A four-color
scale ranging from black to red was used. In s@uktes, when pink sub colonies emerged
in the center of the black colonies after 48h,dhmall pink or black samples were subcultured
again for 24h on CRA to observe the charactergdtjsure isolates.
Staphylococcus epidermid&TCC 35984 andS. epidermidisATCC 12228, respectively,

were used as positive and negative controls ofllsidbrmation.

2.4. Genotypic tests for to evaluate biofilm forroat
2.4.1. PCR detection adaAeicaD
The detection ofcaA andicaD genes was performed by PCR using specific primers

(Table 1) as previously described (Arciola et @D01). PCR was performed in a DNA
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thermal cycler (Applied Biosystems Verit™, Foster City, CA), and the product was

analyzed by agarose gel electrophoresis (1.5% sgandris-borate-EDTA [TBE]).

2.4.2. PCR detection attlE andaap

The detection of thatlE and aap gene was made in a multiplex PCR assay with
specific primers (Table 1). The volumes and corretions used were as follow: (a) gbof
final volume of the reaction, (b) 0BV of primers concentration, (c) 10 — 25 ng of baeate
DNA, (d) 250 uM of desoxynucleoside triphfosphat@sTPs), and (e) 2 U of super-therm
polymerase. Cycling conditions included incubation5 min at 94°C, followed by 25 cycles
of 30s at 94°C, 60s at 55°C and 60s at 72°C, withah extension at 72°C for 4 min. The
products were analyzed by agarose (2%) gel eldubregis. The detection of tlalE and

aapgene used specific primers according Vandecasttele (2003).

2.5. Statistical analysis
The 95% confidence interval (Cl), sensitivity, Sfiety was calculated with a
contingency table. All confidence interval wereccddted with the Fisher Exact test. We

defined microtiter plate as the gold standard.

2.6. Ethics
Approval for the study was obtained from ethics oattee: CONEP/HCPA and from

Brazilian Office for Human Research Protectionghvmstitutional Review Board.

3. Results
A total of 166 isolates 0f. epidermidisvere evaluated in this study and 143 (86%)

were resistant to oxacillin (MRSE). Among the 14R&E, 15 (10%), 21 (15%) and 58
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(41%) were classified as strong, moderate and wezkm producing, respectively. A total
of 49 (34%) MRSE were classified as non-biofilmgwoers. Among the 23 MSSE isolates, 2
(9%) were strong, 2 (9%) moderate and 9 (39%) weakim-producing and 10 (43%)
isolates did not formed biofilm.

The different methods for biofilm evaluation presehthe same results for 53% of
isolates; 72 biofilm-positive and 16 biofilm-negatiisolates. Conversely, 35 biofilm-positive
isolates and 43 biofilm-negative by to the miceatitest presented different results according
to the other methods (Table 2).

According to the microtiter plate method, the fotima of biofilm was positive for
107 (64%) isolates, while using CRA plate we fouhdt only 90 (54%) isolates as biofilm
producers. The presence ioBA andicaD genes were detected in 97% (104/107) positive
microtiter isolates while they were found in 29%/89) of non biofilm-forming isolates (Fig.
1). Theaap andatlE genes were present in 77% and in 92% of the 10ffirbiproducing
isolates, respectively (Fig. 2). All isolates dephg the strong biofilm-producer phenotype
carried the three genasdA/icaD andatlE).

Considering the microtiter plate test as the gaéhdard for biofilm evaluation, the
CRA method presented 100% specificity but only 84éfsitivity. The sensitivity of the
genes related to biofilm formation was usually leigthan the CRA method (table 3). In fact,
considering both sensitivity and specificity thetedtion oficaA andicaD was the most
reliable molecular marker for biofilm identificatio

It is of note that 6 isolates presented negatiailte by the phenotypic method
(microtiter plate and CRA) but proved to presentganes related to biofilm formation.
Moreover, we also found, but in a very low prevaken3 biofilm-producing isolates (by
microtiter plate) which were negative for the prese of icaA and icaD, i.e., ‘ica-

independent”.
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4. Discussion

The process of biofilm production @. epidermidishas not yet been clarified but it
seems to occur in two important steps: adherendfeosurface and accumulation. Many
bacterial products are implicated in the initisdgg of adherence including the AtIE protein,
teichoic acid and also staphylococcal adhesionseim®y which play an important role in
plasma-coated biomaterial. Biofilm production is snportant virulence factor for the
pathogenicity ofS. epidermidisiosocomial isolates and would explain the higtvalence of
this specie in medical-device-associated infectiondact, we have found a prevalence of
64% of biofilm-formingS. epidermidisn CVC according to the microtiter plate method.

Infections byS. epidermidigmay lead to a serious clinical problem, reinforcthg
need of a better understanding of all mechanisnsadilm formation by staphylococci. The
icaADBCoperon, and Aap protein have been recognized pgrtant genetic determinants of
biofilm production (Montanaro et al., 2007). TheBAprotein is presumably involved in the
initial staphylococcal adhesion, due to its primadherence to polystyrene (Heilmann et al.,
1996). In line with this, we found at least onetloé genes coding for PIA, Aap and AtIE
among 106 out of 107 biofilm-produce®sepidermidis.

In the second stage, bacteria connected to thacguidf the polymer produce and
accumulate an extracellular, amorphous and muaaigsaccharide material; the biofilm. The
presence ofca genes is crucial for this step and, therefore, sstudies have suggested that
the identification of these genes in clinical isetamay be used as a tool to identify biofilm-
forming isolates. In this study, theaA andicaD were found in 104 (97%) of the biofilm-
producingS. epidermidisvhich warrants a very high sensitivity of these egem@s biofilm
markers. However, the link between gene marker \bidfilm-embedded bacteria and
subsequent invasive infection is not completelpldsgthed. We found, for instance, that 29%

(17/59) of non biofilm-forming isolates harbor aththeicaA or icaD genes. On the other
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hand, we also found 3 isolates which were positrebiofilm formation by the microtiter
plate method but did not present neitloatA nor icaD (S. epidermidiiofilm-producingica
independent). This suggests that there is no umuarker for biofilm formation (Montanaro
et al., 2007). It is of note that all threm independent isolates produce only a weak biofilm
which may suggest that the presence of these garesmportant for a full biofilm
development.

The high prevalence @itlE gene among the isolates of this study may be equlaby
the fact that all of them were obtained from CVG,the AtIE protein is a key factor for
adhesion to plastic surfaces. Nevertheless, theepoe of theatlE gene solely does not
warrant biofilm formation and we found that 61%tbé S. epidermidigpresented this gene
but did not form biofilm by the microtiter plate. o@versely, the presence attlE
simultaneously with the other gendsa@ andicaD) was observed in all strong biofilm-
producers (data not shown).

It has also to be considered that there are oteeegyrelated to biofilm production
which were not evaluated in this study.

The CRA test is easier to perform in routine labanias when compared to molecular
analysis, and therefore could be used as a sceenethod for biofilm evaluation. It is
known that Congo Red can directly interact withtaer polysaccharide forming colored
complexes (Aricola et al., 2001). However, in tetsdy we found that the CRA method
presented only 84% of sensitivity which does notraat it as a reliable method for biofilm
detection. Despite the fact thaRA test was no able to detect all biofilm prodgcisolates, this
method presented highpacificity (100%) and therefore can be used as afircoatory
technique as already proposed by Arciola et aD220

We found icaA and icaD genes in the vast majority of biofilm-producing

S. epidermidisvhich confirms that these genes are of key impagafor biofilm formation.
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However, almost 30% of non biofilm-forming isolatesso presented these genes. The
detection of other geneagpand atlE) presented lower sensitivity and specificity. Etmve
findings confirm thatS. epidermidisiofilm formation is a multi-factorial process whi is

influenced by genetic traits and by the environnwnthe site of infection.
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Table 1.Primers foricaA, icaD aapandatlE used in this study

Forward primer 5’-3’

Reverse primer 5’- 3’

Gene Amplicon
icaA TCTCTTGCAGGAGCAATCAA TCAGGCACTAACATCCAGCA 188bp
icaD ATGGTCAAGCCCAGACAGAG CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA 198bp
aap ATACAACTGGTGCAGATGGTTG GTAGCCGTCCAAGTTTTACCAG 399bp
atle CAACTGCTCAACCGAGAACA CATCGTTTTCAGCGCTATCA 500bp

1 2 3 4

Fig.1. Detection of the genescaD (lanes 1-3) eicaA (lanes 5-8) in
S.epidermidissolates using PCR. Lanes 4 and 9: molecularrsezer. Lane 1:
icaD+, strong biofilm producer isolate; lane 3: epidermidisATCC 12228
negative control; lane 3. epidermidisATCC 35984 positive control t@aD
(198bp) amplicon; lane ScaA, biofilm non producer isolate; lane BaA+,
strong biofilm producer; lane B. epidermidisATCC 12228 negative control;
lane 8:S. epidermidi\TCC 35984 positive control tiwaA (188bp) amplicon.

5 6 7 8 9 1

2 3

Table 2.Comparison of methods for biofilm detection am&gpidermidis

4 5

Fig. 2. Detection of the genempandatlE in S. epidermidis
isolates using multiplex PCR. LaneaflE+, strong biofilm
producer isolatejlane 2: aap+, strong biofilm producer
isolate; lane 3:aapt and atlE+, strong biofilm producer
isolate; lane 4S. epidermidiATCC 12228 negative control
; lane 5:S. epidermidiATCC 35984 positive control taap
andatlE (198bp) amplicon ; lane 6: molecular size marker.

N° of isolates (=166)  Microtiter plate  CRA icaA icaD aap atlE
72 + + + + + +
16 - - - - - -
9 + + + + - +
8 + - + + + +
7 + + + + - -
7 + - + + - +
1 + + - - - -
1 + - - - + +
1 + - - - - +
1 + + + + + -
13 - - - - + +
11 - - - - - +
6 - - + + + +
6 - - + + - +
5 - - + + - -
2 - - - - + -

Congo Red Agar

(CRA),icaA, icaD, aap and atlE in S. epidermidis isolates
(+) = positive £ ) = negative
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Table 3. Evaluation of the Congo Red Agar (CRA) test andegje markers for biofilm detection*

Assay Sensitivity 95% CI (%) Specificity 95% CI (%)
CRA plate test 84% 76 to 90 100% 94 to 100
icaAandicaD genes 97% 92 to 99 72% 58 to 83
Aapgene 7% 67 to 84 63% 49to0 76
atlE gene 93% 87 to 97 39% 26 to 52

*Microtiter plate as the gold standard
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Consideracgdes Finais

CONSIDERACAOES FINAIS

Em nosso estudo, pelo método da microplaca, émeoas formacao de biofilme em
64% dos isolados, sendo que a maioria deles cameas genegaA eicaD. Isto confirma a
importancia do operoita na expressao do biofilme. No entanto, alguns dokdos néo
produtores de biofilme possuiam estes genes, dindawassim a sua especificidade.

Em trés isolados, foi verificada a presenca ddilime por um processaca-
independente, uma vez que tal operon néo foi ifieadio nestas amostras. Neste caso, outras
proteinas parecem estar envolvidas na formacadwdibre bacteriano.

A deteccdo de outros genes coamp e atlE apresentaram menor sensibilidade e
especificidade, sugerindo que eles nédo sao essenoias podem colaborar para a formacéo
de biofilme. Ainda, o teste fenotipico com agar @onRed (ACR) apresentou uma
especificidade de 100% e uma sensibilidade de @d¥endo ser utilizado como um método
confirmatario.

Os resultados acima confirmam que a formacéaoiafénie de S. epidermidi€ um
processo multifatorial, que é influenciado por ctedsticas genéticas e ambientais no local
da infecgao.

Até o momento, nenhum tratamento eficaz ou dia@uwgprecoce de infeccdes
associadas a dispositivos implantaveis foi propostanalise microbiol6gica muitas vezes é
negativa, porém nao exclui a infec¢cdo e quanddtaraicolhida é positiva, a infeccéo ja esta
em estado avancado, sendo que a remocdo do digpasat torna inevitavel. Porém, esta
medida nem sempre é adequada, principalmente eaanpegimunocomprometidos. Por isto,
compreender os diferentes mecanismos que contrilpagen a formacdo de biofilme, é de
grande importancia, pois a partir disto podem-siaeolver estratégias de prevencao, como

a producao de biomateriais resistentes a infect@isscomo, cateteres impregnados com
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Consideracgdes Finais

drogas antimicrobianas efetivas, materiais espesifpara repelir adesinas bacterianas ou a
introducdo de novas medidas preventivas ou ter@p8utomo, por exemplo, vacinas ou

estratégias de silenciamento dos genes de viralénci
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Anexos

1. PROTOCOLO MICROPLACA CORADA COM CRISTAL VIOLETA

1° dia)

v" Preencher os pocgos da microplaca com 180ul de daidticase Soy Broth (TSB) e

adicionar 20ul de suspensao bacteriana 0,5 naaddgicaFarland.

v/ Cada amostra deve ser semeada oito vezes no seettdal da microplaca, sendo a
primeira coluna para o controle negativ®. epidermidisATCC 12228 e a segunda
coluna para o controle positivo - &idermidisATCC 35984. A terceira coluna deve
ficar vazia e as amostras devem ser semeadadradpagtiarta coluna.

v Cobrir a placa e incubar por 18h a 35°C.

2° dia)

v Aspirar com pipeta multicanal o caldo TSB com drestito bacteriano

v' Lavar cuidadosamente 3X com salina estéril (208@) encostar a ponta da ponteira
no fundo da placa

v Inverter a placa e bater levemente sobre papehabse

v Fixar com 150ul de metanol (P.A.) por 20 min.

v Inverter a placa e deixar secar por 30 min.

v' Corar com 150pl de Cristal Violeta 0,5% por 15 naitemperatura ambiente

v' Retirar o excesso do corante invertendo a plaeaa kem agua corrente até nao sair
mais cor

v/ Secar a temperatura ambiente

v' Ressuspender o botdo corado com 150ul de etari#l)(9&mpar e repousar por 30
min.

v' Ler a placa em leitora de ELISA com filtro 450niigyra 3)

Figura 3. Formac&o de biofilme pelo método da microplaca castal violeta
1 - Controle negativo S. epidermidiATCC 12228

2 - Controle positivo S. epidermididTCC 35984

3-Vazio

4 a 12- AmostrasS. epidermidissoladas de CVC
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2. PROTOCOLO AGAR CONGO RED

Corante Congo Red..............ccceee 0,8gr.
SACAIOSE.....ceveviiiie e 36,0qr.
Brain Heart Infusion &gar............ 1000ml

121°C por 15 min.

Caracterizacao da producdao de biofilme: em agag€&ed (CRA). Apds semeadura,
as placas foram incubadas por 24- 48h a 35 °C.&al@acdo da coloracédo das colbnias foi
adota uma escala de quatro cores, com tonalidagesap do preto ao vermelho (figura 4).
Foram consideradas como amostras produtoras dém@odquelas com colbnias pretas e
quase pretas, que foram consideradas como indicdéwma fraca atividadémostras que
apresentaram colbnias com cores vermelhas a bord fconsideradas sem a capacidade de
produzir esse fator de viruléncia. Foi utilizadaxepa$S. epidermidisATCC 35984 como
controle positivo e a ce epidermidisATCC 12228 como controle negativo.

Figura 4. Formagcéo de biofilme pelo método fenotipico comrAgango Red
01 a 27- AmostrasS. epidermidissoladas de CVCs

28 a 29- Controle positivo S. epidermidiATCC 35984

30 a 31- Controle negativo S. epidermidi®ATCC 12228

70



3. RESULTADOS METODOS FENOTIPICOS E GENOTIPICOS

Amostra Result. Micropl. ACR icaA icaD Aap AtlE
14 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
16a nao-biofilme negativo positivo positivo negativo negativo
16b néao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
20 fraco positivo positivo positivo negativo negativo
22 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
23a fraco positivo positivo positivo positivo positivo
23b fraco positivo positivo positivo positivo positivo
25 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
26a fraco positivo positivo positivo positivo positivo
26b fraco positivo negativo negativo negativo negativo
31 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
32 fraco negativo positivo positivo negativo positivo
36 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
39 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
44 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
45 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
48 fraco negativo positivo positivo positivo positivo
50 forte positivo positivo positivo positivo positivo
51b néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
55 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
59 fraco negativo positivo positivo negativo positivo
61 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
67 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
68 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
69b néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
70 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
73 forte positivo positivo positivo positivo positivo
74b moderado positivo positivo positivo positivo positivo
80 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
83 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
88 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
91 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
92 forte positivo positivo positivo positivo positivo
94 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
98 fraco positivo positivo positivo negativo negativo
99 fraco positivo positivo positivo positivo negativo
100 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
103a fraco negativo positivo positivo positivo positivo
103b nao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
104a nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
104b néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
106 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
107 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
108 moderado negativo positivo positivo positivo positivo
109a fraco positivo positivo positivo negativo negativo
109b fraco positivo positivo positivo positivo positivo
111 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
112 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
113 forte positivo positivo positivo positivo positivo
115 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
117 forte positivo positivo positivo positivo positivo
121 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
122 forte positivo positivo positivo positivo positivo
123 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
124a forte positivo positivo positivo positivo positivo
124b moderado positivo positivo positivo positivo positivo
125a fraco positivo positivo positivo negativo negativo
125b nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
127a néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
128 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
132 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
134a néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
134b nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
135 nao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
136 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
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Amostra Result. Micropl. ACR icaA icaD Aap AtIE
137 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
138a fraco positivo positivo positivo negativo positivo
138b néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
139b fraco positivo positivo positivo positivo positivo
140 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
143 néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
144b nao-biofilme negativo positivo positivo negativo negativo
146 forte positivo positivo positivo negativo positivo
147 néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
150a fraco positivo positivo positivo positivo positivo
151a néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
151b néao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
152 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
156 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
157 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
159 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
161 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
162a nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
163 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
167a moderado positivo positivo positivo positivo positivo
167b forte positivo positivo positivo positivo positivo
169 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
170a moderado positivo positivo positivo negativo positivo
170b fraco negativo positivo positivo positivo positivo
171 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
172 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
175 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
177 néao-biofilme negativo negativo negativo positivo negativo
178 nao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
180a fraco negativo positivo positivo negativo positivo
180b fraco positivo positivo positivo negativo negativo
181 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
183a néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
183b forte positivo positivo positivo positivo positivo
184a néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
186 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
188 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
190a néao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
190b fraco negativo positivo positivo positivo positivo
193 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
194 fraco negativo positivo positivo negativo positivo
196 forte positivo positivo positivo positivo positivo
197 fraco negativo negativo negativo negativo positivo
198 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
199 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
200 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
201 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
203 fraco negativo negativo negativo positivo positivo
204b néao-biofilme negativo negativo negativo positivo negativo
206 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
207 néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
208 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
210 fraco negativo positivo positivo positivo positivo
211 fraco positivo positivo positivo negativo positivo
212 fraco positivo positivo positivo negativo positivo
213 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
214 forte positivo positivo positivo positivo positivo
215 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
216 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo positivo
217 fraco negativo positivo positivo negativo positivo
218 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
221 néao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
223 fraco negativo positivo positivo positivo positivo
224a fraco negativo positivo positivo negativo positivo
224b fraco negativo positivo positivo positivo positivo
225 fraco positivo positivo positivo negativo positivo
226 néao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
227 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
228 forte positivo positivo positivo positivo positivo
229 forte positivo positivo positivo negativo positivo
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Amostra Result. Micropl. ACR icaA icaD Aap AtIE
230 forte positivo positivo positivo positivo positivo
231 nao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
232 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
233 néao-biofilme negativo negativo negativo positivo positivo
234 moderado positivo positivo positivo positivo positivo

236b moderado positivo positivo positivo negativo positivo
237a forte positivo positivo positivo positivo positivo
238a nao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
240 néao-biofilme negativo positivo positivo negativo negativo
242 nao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
243 néao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
245 néao-biofilme negativo positivo positivo negativo negativo
246 moderado negativo positivo positivo negativo positivo
248 néao-biofilme negativo positivo positivo negativo negativo
249 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
250 nao-biofilme negativo negativo negativo negativo negativo
251 fraco positivo positivo positivo negativo positivo
253 forte positivo positivo positivo positivo positivo
254 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
255a néao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
255b fraco positivo positivo positivo negativo negativo
256 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
257 fraco positivo positivo positivo negativo positivo
258 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
260 néao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
261 moderado positivo positivo positivo positivo positivo
262 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
263 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
264 nao-biofilme negativo positivo positivo positivo positivo
265 néao-biofilme negativo positivo positivo negativo positivo
266 fraco positivo positivo positivo positivo positivo
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4. TERMO DE COMPROMISSO PARA UTILIZACAO DE DADOS

Titulo do Projeto

“Formacao de biofilme d&taphylococcuspp. isolado de cateter | Cadastro no GPPG

venoso central através de métodos fenotipicos @tigeros” 08-224

Os pesquisadores do presente projeto se compronzgef@eservar a privacidade dos
pacientes cujos dados serdo coletados em prorguéribases de dados do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Concordam, igualmentes gstas informacdes serdo utilizadas
Unica e exclusivamente para execucdo do preseojetqrAs informacdes somente poderdo
ser divulgadas de forma anénima.

Porto Alegre, 08 de maio de 2008.

Nome dos Pesquisadores:

Cyntia Lazzarotto
Ana LUcia Peixoto de Freitas
Ana LUcia Souza Antunes

Afonso Luis Barth
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5. APROVACAO COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQ UISA E ETICA
EM SAUDE

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacgéo
COMISSAC CIENTIFICA E COMISSAQ DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comisséo de Pesquisa e Etica em Saude, que é reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board (IRBO000921)
analisaram o projeto:

Projeto: 08-224

Pesquisadores:
AFONSO LUIS BARTH

CYNTIA LAZZAROQTTO

Titulo: FORMAGAO DE BIOFILME DE STAPHYLOCOCCUS SPP. ISOLADO DE CATETER
VENOSO CENTRAL ATRAVES DE METODOS FENOTIPICOS E GENOTIPICOS

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos, de acordo com as Diretrizes e
Normas Internacionais e Nacionais, especialmente as Resolugdes 186/96 e complementares do Conselho
Nacional de Satde. Toda e qualquer alterag@o do Projeto devera ser comunicada aoc CEP/HCPA.

Os membros do CEP/HCPA nao participaram do processo de avaliagao dos projetos onde constam como
pesquisadores.

Porto Alegre, 16 de junho de 2008.
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