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RESUMO

Os Staphylococcus coagulase negativo constituem um importante grupo de
bactérias patogénicas, causando infec¢Bes associadas ao uso de dispositivos
implantaveis, como cateteres venosos centrais (CVCs). A formacgéo de biofilme na
superficie destes dispositivos tem sido o maior fator de viruléncia determinante na
patogénese destas infec¢des. Além disso, o tratamento de infeccbes envolvendo
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) é frequentemente um problema
terapéutico, pois muitos isolados clinicos apresentam resisténcia a multiplos
antibiéticos. Embora Staphylococcus epidermidis seja principal espécie relacionada
a infeccao pelo uso de CVC, outros SCN também estédo envolvidos. O objetivo deste
trabalho foi analisar a capacidade de formacao de biofilme, a susceptibilidade aos
antimicrobianos entre SCN nao epidermdis isolados de CVC. Foram analisadas 19
amostras de SCN isolados de CVC de pacientes internados no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre. A formacao de biofilme foi avaliada através do teste fenotipico da
microplaca e presenca dos genes icaA e icaD do operon icaADBC através da
técnica de PCR. A susceptibilidade aos antimicrobianos foi detectada através da
automacao (MicroScan Walkway). Considerando o teste em microplaca como
padrdo foi observado formacdo de biofime em seis isolados 31,58% (6/19). Os
genes icaA e icaD estavam presentes, respectivamente, em 36,84% (7/19) e 42,11%
(8/19) dos isolados. Houve concordancia entre o resultados da microplaca e a
presenca dos genes icaA e icaD apenas em 63,2% (12/19) das amostras. Os niveis
de resisténcia encontrados aos antimicrobianos foram semelhantes aos niveis ja
reportados na literatura: 89,46% para oxacilina, 84,21% para gentamicina, 78,85%
para levofloxacino, 68,42% para eritromicina, 63,16% para clindamicina, 52,63%
para sulfametoxazol/trimetoprima e 26,32% para rifampicina. A determinacdo da
capacidade de formacdo de biofilme e do perfil de resisténcia envolvidos em
infeccéo relacionada a CVC sao fatores cruciais para o estabelecimento do risco de

desenvolvimento de infecgéo relacionada ao cateter.

Palavras-chave: Staphylococcus coagulase negativo ndo epidermidis, cateter

venoso central, biofilme, resisténcia.
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1 INTRODUCAO

O grupo Staphylococcus coagulase negativo (SCN) corresponde ao maior
constituinte da pele e membranas da mucosa humana, mantendo uma relacao
comensal com seu hospedeiro (VON EIFF et al., 2002; ROGERS et al.,, 2009;
SCHOENFELDER et al., 2010). Para expressar sua patogenicidade, passando de
habitantes normais da pele a protagonista de infeccdo, € necessaria predisposi¢ao
do hospedeiro, como quebra da barreira cutdnea, imunossupressao, presenca de
dispositivos implantaveis (VADYVALOO E OTTO, 2005). O reconhecimento de SCN
em infeccbes nosocomiais tem aumentado nas Ultimas duas décadas,
principalmente pelo aumento de uso de dispositivos médicos (VON EIFF et al., 2002;
ROGERS et al., 2009), sobretudo para a espécie S. epidermidis. Outras espécies
SCN, ndo epidermidis, também tem sido implicadas em infec¢des relacionadas a
dispositivos implantaveis (GATERMANN et al., 2007 e ROHDE et al., 2010).

As superficies poliméricas dos cateteres constituem superficies potenciais
para a formacéo de biofilme e a habilidade dos SCN em formar biofilme representa o
fator mais importante na patogénese das infeccbes que envolvem estes
microrganismos (LOGAUEROVA, 2006). O biofime é composto por densos
agregados de células microbianas embebidas em uma matriz viscosa que se adere
a uma superficie abibtica. O biofilme confere protecdo contra os mecanismos de
defesa do hospedeiro e acdo dos antimicrobianos, fazendo com que o0s
microrganismos tenham importante papel como reservatorio de genes de resisténcia
e viruléncia (STEWART E COSTERTON, 2001; DONLAN E COSTERTON, 2002;
CARGILL E UPTON, 2009). Evidéncias epidemiolégicas mostram relacdo entre
patogenicidade e presenca dos genes ica, que codifica a sintese do polissacarideo
de adeséao intercelular (PIA) presente em biofilmes maduros em Staphylococcus spp.
A formacgé&o de biofilme mediada por PIA parece ser o mecanismo predominante em
S. epidermidis (ZIEBUHR et al., 2006; ROHDE et al., 2010). Entretanto, poucos

estudos abordam outros Staphylococcus coagulase negativo ndo epidermidis.

Considerando a importancia das infeccées que envolvem: i) a produgédo de

biofilme, i) o aumento da resisténcia a antimicrobianos, iii) que comunidades
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bacterianas em biofilme s&o altamente virulentas e menos susceptiveis ao
tratamento com antimicrobianos; a avaliagao da formacao de biofilme e resisténcia a
antimicrobianos sdo importantes para tomada de decisbes quanto ao tratamento.
Neste trabalho foi analisado a capacidade de formagéao de biofilme “in vitro” entre
Staphylococcus coagulase negativo ndo epidermidis isolados de cateter venoso
central e a ocorréncia dos genes icaA e icaD pertencentes ao operon icaADBC,
envolvidos na etapa de acumulacdo do biofilme. Além da determinacéo do perfil de
susceptibilidade destes isolados frente aos antimicrobianos mais utilizados no

tratamento clinico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do género Staphylococcus

O género Staphylococcus é constituido por bactérias gram-positivas, catalase
positivas, da familia Micrococcaceae. O género compreende dois grandes grupos
conforme a capacidade de coagular o plasma sanguineo: os coagulase positivos,
onde Staphylococcus aureus é o Unico reconhecidamente patbgeno para o ser
humano e o grupo Staphylococcus coagulase negativo (SCN) (ROGERS et al.,
2009). Este ultimo com cerca de 40 espécies/subespécies identificadas, sendo que
aproximadamente 21 espécies atuam como agentes etiolégicos em doencas
humanas (LONGAUEROVA, 2006).

Entre os SCN, as espécies mais relacionadas ao homem séo
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus capitis,
Staphylococcus caprae, Staphylococcus sacharolyticus, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus pasteuri,  Staphylococcus hominis,  Staphylococcus lugdunensis,
Staphylococcus auricularis, Staphylococcus xylosus Staphylococcus saprophyticus,
Staphylococcus cohnii, e Staphylococcus simulans (BANNERMAN, 2003). Estas
espécies representam o maior grupo constituinte da microflora normal em seres
humanos, sendo que em sua maioria correspondem a populacdes residentes.
Contudo algumas espécies, como S. xylosus e S.simulans, frequentemente
adquiridos de animais domésticos, sdo considerados apenas transitorios na pele
humana; assim como S. sciuri, comum residente de roedores e animais aquaticos,
podendo ser isolado dos seus produtos alimenticios (STEPANOVIC et al.,2001,
2003; 2007; ROGERS et al., 2009).

Algumas espécies sao relatadas ocupando nichos ecoldgicos preferenciais na
pele, por exemplo, S. capitis subespécie capitis que é encontrado mais
exclusivamente na cabeca, especificamente no couro cabeludo e testa. S. capitis
subespécie ureolyticus, também é encontrado na cabega, e nas axilas, enquanto
S. auriculares € isolado somente a partir do conduto auditivo exterior e

S. lugdunensis encontrado na regido inguinal (ROGERS et al., 2009; FRANK et
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al.,2007). A espécie S. saprophyticus mostra-se como um colonizador em um grande

namero de mulheres em periodo reprodutivo (BANNERMAN, 2003).

2.2 Importancia Clinica e Patogenicidade de Staphylococcus coagulase

negativo

Por muito tempo, os SCN foram considerados apenas como comensais,
habitando pele e membrana de mucosas em individuos saudaveis. Frequentemente
na pratica clinica foram considerados contaminantes encontrados em meios de
cultura microbiolégica (VON EIFF et al., 2002; ROGERS et al, 2009;
SCHOENFELDER et al., 2010). Contudo, seu reconhecimento como um grupo de
bactérias com impacto em infeccBes nosocomiais vem aumentando, principalmente
pelo uso de dispositivos médicos implantaveis, como cateter venoso central e
periférico, valvulas e proteses (VON EIFF et al., 2002; ROGERS et al., 2009).
Pacientes que fazem uso destes dispositivos médicos correspondem ao grupo mais
susceptivel as infeccdes por SCN, especialmente 0s que se encontram em quadros
de imunossupressdo e ou recém nascidos prematuros (HEIKENS et al., 2005).
Outros fatores predisponentes para infec¢do sdo o uso prévio de antibiéticos, o grau
de enfermidade do paciente (oncoldgicos, queimados e maternidades de alto risco),
bem como a estadia em unidades de tratamento intensivo e a ndo aderéncia a

praticas do controle de infec¢do hospitalar (KOKSAL et al., 2009).

O papel dos SCN nas infeccbes nosocomiais tem sido reconhecido nas
tltimas duas décadas. Sobretudo para a espécie S. epidermidis que corresponde a
um dos cinco mais importantes patégenos hospitalar sendo o mais frequente
microorganismo isolado de infeccdes relacionadas a dispositivos médicos
implantaveis (BANNERMAN, 2003; ROHDE et al., 2010). Estima-se que 30% a 40%
das infec¢cdes nosocomiais, na corrente circulatoria, devem-se as espécies SCN
(ROGERS et al., 2009), sendo o segundo maior isolado em hospitais brasileiros
entre 2005-2008, atras apenas do S. aureus (GALES et al., 2009). A alta incidéncia
ocorre pelo fato da bactéria colonizar permanentemente a pele, o que acaba
resultando em alta probabilidade de contaminacdo durante a insercdo dos
dispositivos (UCKAY et al., 2009).
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Outras espécies SCN, nao epidermidis, tem sido relacionadas a determinadas
infeccdes, S. saprophythicus € um importante patdégeno oportunista do trato urinario
em mulheres sexualmente ativas; o S. haemolyticus € o segundo mais prevalente
entre os SCN, sendo implicado em endocardite da valvula nativa, bacteremia,
peritonite, infec¢cdes do trato urinério, feridas, ossos e articulacdes (BANNERMAN,
2003; KOKSAL et al., 2009, FREDHEIM et al.,2009). Staphylococcus lugdunensis,
dentre as espécies do grupo coagulase negativo, € a Unica cuja severidade se
assemelha as infecgdes atribuidas a S. aureus. E responsavel acima de 44% dos
casos de endocardite de vélvula cardiaca, além de infeccbes de cateter, préteses
articulares, bacteremia e infeccdo urinaria (BANNERMAN, 2003; ROGERS et al.,
2009).

Algumas espécies de SCN tém sido apenas ocasionalmente implicadas em
doencas humanas, sendo geralmente menos virulentas que S. epidermidis e néo
identificadas no laboratério clinico (ROGERS et al.,, 2009). Tem sido relatadas
infecgbes por S. capitis, S. simulans, S. warneri em endocardites e bacteremias;
S. warneri e S. simulans em osteomielite; S. capitis, S. warneri em infeccbes de
cateter; S. sciuri tem sido isolado de feridas e infeccGes de tecido mole. A maioria
das infeccbes causadas por SCN € relacionada a pacientes que apresentam
doencas subjacentes que comprometem o0 sistema imune, ou sofreram processos

cirargicos, ou manipulagéo intravascular (BANNERMAN, 2003).
2.3 Infeccdes relacionadas a cateter venoso central

A utilizacdo de dispositivos médicos, como cateter venoso central (CVC) é
amplamente difundida na pratica médica no mundo inteiro. Somente nos EUA, 180
milhdes de cateteres intravasculares periféricos e 7 milhdes de CVC séo utilizados
anualmente (ROGERS et al., 2009). A insercdo do CVC ocorre nas veias centrais,
tais como subclavia, jugular interna ou femoral. Apesar de o cateter venoso
periférico ser mais frequentemente requerido para o0 acesso vascular, apresenta uma
taxa baixa de infeccbes relacionadas, tanto locais ou de corrente sanguinea
(O'GRADY et al., 2002).
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A maioria das infec¢des relacionadas a cateteres esta associada com CVC,
especialmente quando inseridos em unidades de tratamento intensivo (UTI); o longo
periodo de tempo que o paciente fica dependente do acesso vascular central e seu
frequente manuseio facilita a colonizagdo microbiana (O'GRADY et al., 2002). Nas
infecgbes relacionadas a dispositivos médicos invasivos, o CVC confere maior risco
de infec¢ao que qualquer outro (DONLAN E COSTERTON, 2002). As infeccdes de
corrente circulatéria, relacionadas a cateter intravascular resultam em maior
mortalidade, além disso, em maiores custos hospitalares com um aumento no tempo
de internacdo (TEMPLETON et al., 2008; ROGER et al., 2009). As infeccdes se
desenvolvem quando a integridade da barreira cutdnea é rompida, como no
momento da implantacdo, onde as bactérias utilizam os dispositivos médicos
implantaveis, exemplo o CVC, como veiculos para penetrar no organismo
hospedeiro (VON EIFF et al., 2002). Uma vez que o CVC esta em contato direto com
a corrente circulatéria, a superficie do material polimérico torna-se rapidamente
revestida com plaguetas, plasma e proteinas do tecido como a albumina,
fibrinogénio, fibronectina e laminina. Este depdsito forma um filme que da condicdes
a aderéncia das bactérias. A interacdo e adesdo das bactérias a superficie do
cateter sdo possiveis através da acao de adesinas presentes em SCN (DONLAN E
COSTERTON, 2002; ROGERS et al.,2009). Ensaios com microscopia eletronica de
varredura e de transmissdo mostraram a aderéncia bacteriana na forma de biofilme,
estando presente tanto na superficie externa quanto no intralimen do CVC
(DONLAN E COSTERTON, 2002).

O tratamento utilizado na pratica clinica para infeccdes relacionadas a CVC
faz uso de antimicrobianos apropriados para SCN, mas muitas vezes, principalmente
no caso de espécies resistentes a meticilina, € necessaria a remocao do cateter.
Também deve ser considerado que a utilizagcdo destes dispositivos ocorre, na
maioria das vezes, em pacientes criticos que necessitam de monitoragdo
hemodindmica, administracdo de liquidos, produtos sanguineos, medicacdes e
nutricdo parenteral total (TEMPLETON et al., 2008). Desta forma, considerando que
muitas vezes um novo cateter terd que ser recolocado, a retirada do cateter pode

nao ser a melhor opcéo.
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2.4 Formagéo de biofilme em SCN

A habilidade dos SCN em formar biofilme representa o fator mais importante
na patogénese das infeccbes que envolvem estes organismos (LOGAUEROVA,
2006). Biofilmes séo, por definicdo, comunidades de microorganismos que aderem
uns aos outros e/ou a uma superficie (COSTERTON et al., 1999). Sua estrutura é
composta de uma matriz extracelular, contendo polissacarideos e proteinas.
(ZIEBUHR et al., 2006). O biofilme é composto de células bacterianas (15%) e de
uma matriz extracelular amplamente hidratada (85%), apresentando canais de agua
gue possibilitam a passagem de nutrientes para camadas mais internas do biofilme
(COSTERTON, et al., 1999; DONLAN e COSTERTON, 2002). As bactérias vivendo
em biofilme assemelham-se a modelos de organismos multicelulares, comunicando-
se entre si e apresentando variados niveis metabdlicos nas diversas camadas de
biofiilme (SCHOENFELDER et al.,, 2010). Além disso, € sabido que células em
diferentes regides do biofilme podem exibir diferentes expressées génicas
(COSTERTON, 1999).

O biofilme é capaz de ludibriar a resposta imunogénica do hospedeiro
fazendo com que os anticorpos produzidos ndo consigam agir eficazmente nas
células dentro do biofilme. Sendo assim, rarissimas infec¢cdes séo resolvidas apenas
com os mecanismos de defesa do hospedeiro. Além disso, a terapia antibiotica
geralmente age apenas nas células plancténicas liberadas do biofilme, tornando
assim recorrentes 0s sintomas infecciosos até que a comunidade séssil seja retirada
do organismo (COSTERTON, 1999).

A producdo de biofilme por bactérias patogénicas acarreta significativas
implicacdes na pratica clinica; € conhecido que bactérias em biofilme sdo muito mais
resistentes do que suas formas plancténicas (STEWART E COSTERTON, 2001). A
resisténcia aos antimicrobianos da bactéria em biofilme pode chegar ser de 100 a
1000 vezes maior do que em células plancténicas (DONLAN E COSTERTON, 2002;
CARGILL E UPTON, 2009). A maior resisténcia €, em parte, explicada pela
diferenca de atividade metabdlica entre as células no biofilme, onde subpopulagbes

celulares sdo menos ativas e, portanto acabam sendo alvos mais dificeis para
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drogas que agem nas fases de crescimento bacteriano. Além disso, o impedimento
para acdo da droga muitas vezes pode ser fisico onde, a matriz extracelular torna-se
uma barreira de difusdo, ndo permitindo a penetracdo da droga (SCHOENFELDER
et al., 2010). Estudos tém demonstrado que bactérias em biofilme apresentam uma
alta proporcdo de cepas bacterianas hipermutéveis, ja que o ambiente em biofilme
favorece a troca genética (PETRELLI et al., 2008).

s

A formacédo de biofilme é multifatorial, envolvendo, além da regulacdo de
genes envolvidos na formagao do biofilme, condicbes ambientais. O estresse
ambiental como a alta osmolaridade, exposicdo ao etanol, meio de crescimento,
suplementacdo de -carboidratos, oxigénio e diéxido de carbono contidos nha
atmosfera, concentracdo de ferro e concentracdes sub-inibitérias de alguns
antimicrobianos tem sido responsabilizados por influenciar fenotipicamente a
formacéao de biofilme (CONLON et al.,2002; MACK et al., 2006).

O biofilme é uma estrutura altamente dinadmica e a formacédo do biofilme
ocorre em duas etapas fundamentais (Figura 1). A primeira etapa corresponde a
fase de adesdo, onde a bactéria pode se aderir a superficie através de fatores
inespecificos como hidrofobicidade e alteracbes eletrostaticas (ZIEBUHR et al.,
2006; SCHOENFELDER et al., 2010). Estas interacdes sdo possiveis devido a
caracteristica hidrofébica da superficie da célula estafilocécica que permite sua
ligagcdo as superficies hidrofébicas de polimeros de dispositivos médicos
implantaveis (ZIEHBUR et al., 2006; ROHDE et al., 2010). A adesado a superficie
pode ocorrer também envolvendo proteinas da matriz extracelular do hospedeiro
(ECM), como o colageno, fibronectina, fibrinogénio e vitronectina. O depdsito destas
proteinas ocorre prontamente apos a implantacdo de dispositivos médicos,
envolvendo interacdes diretas da superficie da bactéria com os polimeros. Estas
interacdes ocorrem através dos &cidos teicoicos presentes ha membrana bacteriana
e de proteinas, como por exemplo, autolisinas e adesinas, respectivamente Atle e
Aae (ROHDE et al., 2010).

Posteriormente, ocorre a fase de acumulacdo do biofilme, que € caracterizada

pela acumulacdo de fatores que medeiam o contato bacteriano célula - célula. Nesta
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fase ocorre a producdo de uma matriz extracelular na qual as bactérias ficam
envolvidas. Dentre os componentes produzidos nesta etapa, estd o polissacarideo
de adeséo intercelular (PIA), que corresponde ao maior componente do biofilme em
S. epidermidis. Além de PIA, outras proteinas tém sido relacionadas como
mediadoras da formacdo de biofilme também exercendo papel nesta etapa de
acumulacdo, como a proteina associada a acumulagéo, Aap e a proteina associada
a biofilme Bap/Bhp (ZIEBUHR et al.,2006; SCHOENFELDER et al.,2010).

Em Staphylococcus spp. PIA é codificada pelo operon icaADBC, que consiste
de quatro genes estruturais icaA, icaD, icaB e icaC, além de um gene regulatorio
icaR, que antecede o icaA na sequéncia do operon e é responsavel pela regulacédo
da expressédo do icaADBC, e influenciando diretamente na produgdo do biofilme.
Para a producdo funcional de PIA é requerido a expressdo dos quatro genes. O
icaA codifica para enzima N-acetilglicosamil-transferase que utiliza como substrato
UDP-N-acetilglicosamina; estda enzima ”in vitro” ndo é muito ativa, mas a co-
expressao do gene icaD, que atua como uma chaperona posicionando corretamente
o icaA na membrana, aumenta sua atividade. O icaC, uma proteina transmembrana,
supBem-se estar relacionado a externalizacao e elongacdo do polissacarideo, ja o
icaB € responsavel pela deacetilacdo da PIA (GERKE et al.,1998; ROHDE et
al.,2010).

A formacdo de biofime mediada por PIA parece ser 0 mecanismo
predominante em S. epidermidis, sendo que a sua genética epidemiologica
e origens funcionais tém sido intensamente estudas. Estudos epidemiologicos tém
mostrado que isolados S. epidermidis nosocomiais obtidas a partir de infeccdes
associadas a dispositivos apresentam o operon icaADBC como uma caracteristica
tipica; o mesmo foi observado em cateter intravascular e bacteremia. Da mesma
forma, bactérias fora do ambiente hospitalar raramente apresentaram o operon
icaADBC. Também existem estudos que relatam a formacdo de biofilme em cepas
S. epidermidis independente de PIA, sugerindo a existéncia de adesinas
intercelulares adicionais que poderiam substituir funcionalmente PIA, como a
proteina associada acumulacéo, Aap (ZIEBUHR et al., 2006 e ROHDE et al., 2010).
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Alguns trabalhos tem documentado a presenca do operon icaADBC para

espécies SCN nédo epidermidis, como S. caprae, S. lugdunensis e S. haemolyticus,

demonstrando haver homologia com o operon icaADBC de S.epidermidis. (MACK et
al., 2006; FREDHEIM et al.,2009; ROHDE et al., 2010). Justificando assim a

importancia do estudo do operon ica nestas espécies SCN, uma vez que ja foi
observada formacdo de biofilme entre elas (MALES et al.,1985; STEPANOVIC et
al.,2001,2003; FRANK et al.,2007; FREDHEIM et al.,2009).
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envolvendo a aderéncia inicial a superficies e acumulacao do

biofilme em estafilococos (Extraido de Ziebuhr et al.,2006).
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2.5 Resisténcia aos antimicrobianos

O tratamento de infeccbes envolvendo SCN é frequentemente um problema
terapéutico, pois muitos isolados clinicos demonstram resisténcia a multiplos
antibioticos (DIEKEMA et al., 2001; GALES et al., 2009; SCHOENFELDER et al.,
2010). Este grupo de microorganismos tem sido reconhecido, entre as espécies
Staphylococcus, como 0 mais resistente a agentes antimicrobianos superando
sistematicamente S. aureus (GALES et al., 2009). Niveis aumentados de resisténcia
para agentes antimicrobianos, como aminoglicosideos, glicopeptideos, quinolonas,
tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas e sulfametoxazol/trimetoprima utilizados
para o tratamento de infec¢cdes de staphylococcus multiresistentes tem sido
reportados (BANNERMAN, 2003).

Além da resisténcia apresentada por estas espécies dificultar o tratamento
antimicrobiano, estes organismos podem agir como reservatorios e transmissores de
genes de resisténcia para outros microorganismos no ambiente hospitalar (MONSEN
et al., 1998). Estudos tém mostrado evidéncias da transferéncia génica horizontal de
genes de resisténcia entre espécies estafilococicas (GALES et al., 2009;
SCHOENFELDER et al., 2010). Além disso, a vida em comunidade facilita a
passagem de plasmideos que podem codificar para genes de resisténcia a multiplos
agentes antimicrobianos (DONLAN, 2002). A multiresisténcia tem sido notada mais
frequentemente em algumas espécies como, S. haemolyticus, S. epidermidis e
S. hominis do que em outras espécies deste grupo (BANNERMAN, 2003; GALES et
al., 2009; SCHOENFELDER et al., 2010).

A multiresisténcia aos antimicrobianos € uma das principais caracteristicas
observadas entre amostras hospitalares de SCN, destacando-se principalmente a
resisténcia a meticilina (oxacilina) dentre os demais antimicrobianos (DIEKEMA et
al., 2001; GALES et al., 2009). Segundo estudo realizado pelo SENTRY, as taxas de
resisténcia para oxacilina observadas no mundo inteiro no periodo de 1997-1999
(DIEKEMA et al., 2001) foram de 77.3% — 76.9%. Estudo mais recente do SENTRY,
avaliando apenas hospitais brasileiros no periodo de 2005-2008, corroboram estes

resultados, encontrando-se uma resisténcia a oxacilina de 78,7% (GALES et al.,
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2009). Dentre as espécies de SCN, S. haemolyticus (86,4%), S. hominis subsp.
(80%), S. epidermidis (55,9%) e S. warneri (55,6%) foram 0s que apresentaram
maiores taxas de resisténcia a oxacilina. Sendo que neste estudo, nenhuma
resisténcia a oxacilina foi encontrada em S. lugdunensis, S. schleiferi e
S. saprophyticus (GATERMANN et al., 2007).

A resisténcia a oxacilina da-se devido a producdo de uma proteina ligante a
penicilina mutante chamada PBP2 que apresenta baixa afinidade de ligacdo em
relacdo aos B-lactamicos (HACKBARTH & CHAMBERS, 1989; GIESBRECHT et al.,
1998). O gene que codifica para esta proteina é o mecA, que € localizado em um
anico vetor molecular chamado cromossomo cassete staphylococal (SCCmec).
SCCmecs carreiam genes moveis e integram-se de modo sitio especifico dentro de
um locus altamente conservado no DNA cromossomal de Staphylococcus
(SCHOENFELDER et al.,, 2010). A transferéncia de SCCmec, entre espécies
estafilocdcicas tem sido mostrado para S.aureus e S. epidermidis (ZIEBUHR et al.,
2006).

Isolados resistentes a oxacilina sdo ainda mais probleméticas devido a
potencial existéncia de resisténcia cruzada com todos os [B-lactamicos, além de
outros antimicrobianos. Além disso, as cepas resistentes a B-lactamicos tém
apresentado heteroresisténcia, ou seja, subpopulacdes bacterianas onde apenas
algumas conseguem expressar fenotipicamente a resisténcia enquanto a maioria se
apresenta susceptivel “invitro”, o que dificulta a deteccdo laboratorial desta
resisténcia (BANNERMAN, 2003).

O gene mecA apresenta altos niveis de homologia entre as espécies de
MRSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente) e de MR-SCN (Staphylococcus
coagulase negativo resistentes a meticilina). Dentre SCN, a espécie S. sciuri tem a
peculiaridade de apresentar um gene mecA nativo homodlogo que difere do gene
mecA encontrado em MRSA e outros MR-SCN, que se mostra susceptivel ou com
resisténcia “boderline”. Alguns isolados clinicos de S. sciuri, tem sido descrito com
ambos 0s genes, 0 nativo mecA e 0 mecA MRSA (BANNERMAN, 2003). Um fato

interessante é que este gene homologo € ubiquo nesta espécie, mas seu genotipo é
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de susceptibilidade. Este e outros dados sustentam a hipétese de que o gene mecA
€ originario de espécies de SCN, possivelmente uma espécie evolucionariamente
proxima do S. sciuri (CHAMBERS, 1997).

Para outras classes de antimicrobianos, os SCN tém também mostrado
avangos na resisténcia. Em um estudo multicéntrico de monitoramento da
resisténcia antimicrobiana realizado pelo SENTRY, no periodo de 2005 a 2008,
foram verificadas altas taxas de resisténcia dos SCN para a maioria dos
antimicrobianos nos hospitais brasileiros. Além da resisténcia de cerca de 80% a
oxacilina, aproximadamente 70% destes isolados foram resistentes também a
eritromicina, 56% a ciprofloxacino, cerca de 50% a sulfametoxazol/trimetoprima e
clindamicina e 45% resistentes a levofloxacino (GALES et al., 2009). Estudos
anteriores ja haviam divulgado dados semelhantes sobre o aumento da incidéncia
de resisténcia dos SCN aos antimicrobianos (DIEKEMA et al.,2001 e SADER et al.,
2004).

Estudo realizado na Alemanha mostrou 62% de resisténcia a eritromicina
entre isolados de hospitais, variando entre espécies estafilococicas, desde nenhuma
resisténcia em S.lugdunensis até cerca de 90% em S. haemolyticus. Para
S. epidermidis e S. hominis subespécie hominis a resisténcia foi de 62,5% e 51,4%
respectivamente, e ndo foi detectada resisténcia nas espécies S.lugdunensis,
S. sciuri e S. chromogenes. A resisténcia a eritromicina (83,5%) foi observada mais

frequentemente em isolados resistentes a oxacilina (GATERMANN et al., 2007).

O aumento da resisténcia a outros antimicrobianos tem contribuido para o uso
de glicopeptideos nas ultimas duas décadas. O antimicrobiano de escolha para o
tratamento de infec¢cdes causadas por MR-SCN € a vancomicina. Embora estudo do
SENTRY, no periodo de 2005-2008 (GALES et al., 2009), ndo tenha encontrado
resisténcia a vancomicina em hospitais brasileiros entre isolados de SCN, do mesmo
modo que foi relatado em estudo mundial no periodo de 1997-1999 (DIEKEMA et al.,
2001), atualmente ha relatos de isolados de S. haemolyticus com resultados entre
susceptivel e resisténcia intermediaria (FREDHEIM et al.,2009).
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Recentemente, relato de reduzida suscetibilidade aos glicopeptideos, além
de, heteroresisténcia a vancomicina tem sido descritos (NUNES et al.,2006;
D'MELLO et al.,2008). A resisténcia dos SCN aos glicopeptideos pode, entretanto
ser um importante problema quando diante de dispositivos médicos, por isto é
imprescindivel conhecer os niveis de resisténcia a vancomicina entre estes isolados
(CREMNITER et al., 2010). Este agente antimicrobiano tem sido amplamente
utilizado nos udltimos anos, como alternativa ao tratamento de isolados MR-SCN,
contudo, a concentracdo necessaria para inibir o crescimento de estafilococus vem
aumentando progressivamente, podendo-se verificar o aumento na concentragdo
inibitéria minima (MIC) (TACCONELLI et al., 2001; CREMNITER et al., 2010). Em
vista disso, em 2006, o CLSI reduziu o ponto de corte de susceptibilidade do
S. aureus frente & vancomicina de 4 ug/ml para 2 ug/ml, contudo, ainda neste
documento, manteve o ponto de corte de suscetibilidade < 4 pug/ml para SCN (CLSI,
2006). Em 2009, este comité, em vista de estudos relatando o aparecimento de
isolados de MRSA com valores de MIC < 2 ug/ml, e resposta clinica diminuida a
vancomicina (SORIANO et al., 2008), houve uma nova alteragdo nos critérios do
CLSI quanto a determinacdo da MIC de vancomicina. Assim, passando a
recomendar a utilizacdo do ensaio de determinacdo da MIC de vancomicina através
da técnica de microdiluicdo em caldo para todos os isolados de estafilococos (CLSI
2009).

A emergéncia de cepas resistentes a vancomicina aumenta o interesse em
novos agentes antimicrobianos como alternativa necesséria ao tratamento destas
infeccbes. A atividade “in vitro” de novos agentes como a daptomicina (um
ciclolipopeptideo), linezolida (uma oxazolidinona) e quinupristina-dalfopristina (uma
combinacdo de espreptograminas) frente a espécies SCN tem demonstrado uma
atividade satisfatoria (DIEKEMA et al., 2001; SADER et al.,2006; CHAUDHERY e
KUMAR,2007; GALES et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS

Avaliar a formacdo de biofilme em Staphylococcus coagulase negativo nao
epidermidis isolados de cateter venoso central através da técnica da microplaca e da
deteccado dos genes icaA e icaD.

Avaliar a resisténcia aos antimicrobianos pela determinacdo da Concentracdo

Inibitdria Minima.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Isolados bacterianos e identificacdo das espécies

Foram estudados 19 isolados de Staphylococcus coagulase negativo (SCN)
nao epidermidis, de cateteres venoso central (CVC), coletados no periodo de janeiro
de 2008 a maio de 2009, de pacientes distintos, hospitalizados no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, um hospital de atendimento terciario. As amostras foram
submetidas ao teste da coagulase e os isolados negativos foram submetidos ao
teste de fosfomicina e desferroxamina, para identificacdo de S. epidermidis segundo
Antunes e colaboradores (2008). As amostras ndo S. epidermidis foram
encaminhadas para identificacdo da espécie pelo sistema automatizado WalkAway®
(Siemens, NY, USA).

4.2 Resisténcia bacteriana

Os testes de susceptibilidade foram realizados pelo sistema automatizado
WalkAway® (Siemens, NY, USA) para os seguintes antibiéticos: clindamicina,
eritromicina, gentamicina, levofloxacino, oxacilina, rifampicina,
sulfametoxazol/trimetoprima e vancomicina. A resisténcia a oxacilina foi confirmada

pela presenca do gene mecA através da reacao de PCR (VANUFFEL et al.,1998).
4.3 Deteccao da formacao de biofilme pelo teste da microplaca

A determinacdo semiquantitativa de produgcao de biofilme foi desenvolvida
usando o ensaio da microplaca como descrito previamente por Stepanovic e
colaboradores (2007). Os experimentos foram realizados em oitoplicata.
Resumidamente, numa microplaca de poliestireno de fundo chato (COSTAR 3599,
Corning, NY, USA), contendo 96 pocos (12x8), foi adicionado no primeiro dia, em
cada poco 20 pl de suspenséao bacteriana (0,5 McFarland) com 180 pl de meio TSB
(Tryptone Soya Broth) (Oxoid, Basingstoke, UK). A placa foi encubada durante 18 h
a 35°C. ApOGs este periodo, realizaram-se trés lavagens com 200 pl de salina estéril
para a remocao das células bacterianas ndo aderidas a superficie polimérica da

placa. As células bacterianas aderidas foram fixadas com 150 pl de metanol por 20
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minutos. Apds este periodo a placa foi invertida e submetida & secagem por 30
minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado cristal violeta 0,5% durante 15
minutos para corar as células bacterianas aderidas a placa. Depois, as placas foram
lavadas em agua corrente, e, ap0s sua secagem a temperatura ambiente, o biofilme
corado foi eluido com 150 ul de etanol por 30 min. A absorbancia foi medida em
450nm em um leitor de ELISA (Behring EL 311- HOECHST, Akasaka, Japan). Cada
placa continha S. epidermidis ATCC 35984 como controle positivo e como branco foi
utilizado apenas meio TSB sem bactéria. Os valores medidos e desvios padrdes
foram calculados segundo Stepanovic e colaboradores (2007). O valor da DO
utilizado foi o valor médio obtido nas oito leituras para cada isolado menos o valor
medido para o controle branco; desta forma foi possivel excluir os valores mais
discrepantes e controlar a variabilidade. Considerou-se produtor de biofilme as
amostras, cuja média de leitura DO para cada isolado, subtraida da seguinte formula
[B + 3(s)] foi maior que zero (STEPANOVIC et al., 2007), onde B é a média da
leitura do branco e s é o desvio padrao das leituras do branco. Os isolados foram
classificados como forte produtores de biofilme quando obtido valor > 2 e < 3,
moderado quando > 1 e < 2, fraco quando obtido valor >0 e < 1 e ndo produtor de

biofilme quando valor obtido for negativo ou igual a zero.

4.4 Reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo dos genes icaA, icaD e
mecA

A extracdo do DNA das amostras isoladas foi realizada através do método da
lise térmica, para isso as bactérias foram primeiramente semeadas em Mueller
Hinton (Oxoid, Basingstoke, UK) e incubadas na estufa por 24 horas. Apos,
preparou-se uma suspensao das bactérias com TE (10mMTris—HCl e ImMEDTA, pH
8.0). Esta suspensao foi aquecida em banho-maria a 100° C por 10 min e
posteriormente submetida a um choque térmico de 24 horas no freezer a - 20°C. No
dia seguinte, realizou-se uma centrifugacao a 15 RPM por 3 min onde foi utilizado o

sobrenadante que continha o material de DNA.

Para a detecgcdo dos genes icaA e icaD pela técnica de PCR foi utilizado o

protocolo da reacdo (Tabela 1) e os seguintes primers ja descritos por Arciola e
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colaboradores (2001): icaA primer senso 5-3’ : TCTCTTGCAGGAGCAATCAA e
primer antisenso 5’-3": TCAGGCACTAACATCCAGCA produzindo um fragmento de
188pb; icaD primer senso 5-3: ATGGTCAAGCCCAGACAGAG e primer antisenso
5-3": CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA produzindo um fragmento de 198pb. Foram
utilizados como controle positivo S. epidermidis ATCC 35984 e controle negativo
S.epidermidis ATCC 12228. As condicdes de reacéo foi realizada conforme Arciola
e colaboradores (2001) com algumas modificacbes. As condi¢des incluiram a
desnaturacao inicial a 94°C por 5min, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo (94°C
por 30s), anelamento (55,5°C por 30s), e extensao (72°C por 1min), seguido de uma
extensao final de 72°C por 4min. Os produtos amplificados foram visualizados sob a
luz ultravioleta, apos a eletroforese em gel de agarose a 1,2% corado previamente

com brometo de etidio, utilizando um marcador de peso molecular de 100pb.

Tabela 1. Protocolo da PCR para genes icaA e icaD

Reagente utilizados Concentracéo Volume utilizado Concentracéo final (25pl)
Solucgéo de Dntp 25mM 0,1pl 100puM

Solugéo de Primers 25uM 1l 1uM

Tampao (10x) 15mM MgCI2 4,2ul 2,5mM MgClI2

Taq polimerase Super-therm 5U/ul 0,25ul 1U

DNA 5ul 150ng

Agua 14,45l

A deteccéo do gene mecA gene foi realizada utilizando os seguintes primers:
mecA': 5 TGG CTA TCG TGT CAC AAT CG, mecA* 5 CTG GAA CTT GAG CAG
AG (VANUFFEL et al.,1998). O protocolo utilizado para a preparacgao esta detalhado
na tabela 2. O programa de temperaturas e ciclagens no PCR foi utilizado segundo
Vanuffel e colaboradores (1998), as condi¢Ges incluiram uma desnaturacgao inicial a
94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de desnaturacéo (94° C por 1min), anelamento
(55° C por 1 min) e extenséo (72°C por 1. 30min), seguido de uma extensao final de
72°C por 4 min. O fragmento de DNA amplificado apresentando 310pb foi revelado
apos a eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio sob luz

ultravioleta.
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Tabela 2. Protocolo da PCR para o gene mecA

Reagentes utilizados Concentracdo Volume utilizado Concentracdo final (25ul)
Solucéo de Dntp 2,5 mM 2l 200pM

Solucéo de Primers 25uM ul 1uM

Tampdao (10x) 15mM MgCI2 2,5ul 1,5mM MgCI2

Taq polimerase Super-therm  5U/ul 0,25ul 1U

DNA 5ul 150ng

Agua 14,250l

4.5 Analise da relacdo de identidade dos genes icaA e icaD entre as espécies
SCN néo epidermidis comparadas aos genes presentes em S. epidermidis

A porcentagem de identidade determinada para os genes icaA e icaD das
espécies SCN ndo epidermidis quando comparado ao gene icaA e icaD de
S.epidermidis, foi realizado através do alinhamento das sequéncias, utilizando o
programa Geneious (Basic 5.1.6, Biomatters). Para as espécies no qual o operon ica
estava apenas parcialmente seqtienciado no banco de dados do GenBank, utilizou-
se um fragmento de 372 pb do gene icaA previamente sequenciado. Os numeros de
acesso do GenBank (Database of the National Center for Biotechnology Information)
utiizados para andlise das sequéncias, foram o0s seguintes: S. haemolyticus,
FJA472951.2; S. capitis, AY146582; S. caprae, AF246926.1; S. lugdunensis,
EF546621.1; S. cohnii, AF500268; S.saprophyticus, AF500270; S. condimenti
AF500266; S. simulans, AF500263.1; S. sciuri AF500259.1; S. epidermidis RP62A
NC_002976.3.
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5 RESULTADOS

Um total de 19 isolados Staphylococcus coagulase negativo (SCN) nao
epidermidis foram selecionados de uma amostragem de 224 Staphylococcus spp.
obtidos de CVC pacientes internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA).

Entre as amostras estudadas, foram identificadas cinco diferentes espécies,
sendo uma delas composta de duas subespécies. A espécie mais frequente foi
S. haemolyticus (10 isolados), seguido de S. capitis ureolyticus (3 isolados),
S. capitis capitis (2 isolados), S.simulans (2 isolados), S. sciuri (1 isolado) e
S. warneri (1 isolado). A grande maioria dos isolados (11/19) foi obtida de pacientes
de diferentes UTIs (Tabela 3). A maioria dos casos era relacionada a cateteres de
curta permanéncia (16), dois foram relacionados a procedimentos de hemodialise e
apenas um caracterizado como sendo de longa permanéncia. Em 12/19 casos foi
considerado presenca de infeccao relacionada ao cateter, conforme os parametros
do Servigo de Controle de Infeccdo Hospitalar do HCPA, sendo os demais isolados
(7/19) colonizacgao (Tabela 5).

As maiores taxas de resisténcia foram encontradas para oxacilina,
correspondendo a 89,46%; somente dois isolados foram susceptiveis a oxacilina
sendo um S. warneri e outro S. capitis capitis. As taxas de resisténcia aos demais
agentes antimicrobianos foi de 84,21% para gentamicina, 78,85% para levofloxacino,
68,42% para eritromicina, 63,16% para clindamicina, 52,63% para
sulfametoxazol/trimetoprima e 26,32% para rifampicina. O Unico antibidtico para o
qual ndo foi detectada resisténcia foi a vancomicina. Embora, dois isolados de
S. haemolyticus tenham apresentado valores de MIC de 4 pg/ml pelo sistema
automatizado, que € o valor de corte entre susceptivel e resisténcia intermediaria, a
confirmacéo pelo teste de microdiluicdo (considerado padrao ouro) apresentou MIC
de 2 pg/ml. A multirresisténcia, aqui considerada como resisténcia a pelo menos trés

classes de antibioticos, foi observada em 16 amostras (Tabela 4).
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A analise da resisténcia a oxacilina foi através do teste de susceptibilidade
realizado pelo sistema automatizado Walkway® e a deteccdo do gene mecA por

PCR revelou concordancia em todos os testes, positivos e negativos.

Analisando a formacédo de biofilme pelo método fenotipico em microplaca,
seis (31,58%) isolados foram biofilme positivo (Tabela 5). Nenhum dos isolados
apresentou como resultado fenotipico ser fortemente formador de biofilme; duas
amostras foram classificadas na categoria moderada e quatro fracas.

A andlise genotipica para o operon ica, através do PCR para a deteccdo dos
genes icaA e icaD, mostrou que 36,8%(7/19) das amostras portavam o gene icaA e
42,1% (8/19) o gene icaD. Contudo, apenas 31,6% (6/19) tiveram ambos 0s genes
presentes. Em 52,6% (10/19) néo foi verificado a presenca de nenhum dos genes, e
para trés (15,8%) amostras foi detectado apenas um dos genes (Tabela 5). Dentre
os nao formadores de biofilme (13/19) pela microplaca, nove amostras néao
apresentaram nenhum dos genes pesquisados, ou seja, em quatro amostras foi
detectado pelo menos um dos genes associados a formacéo de biofilme. Por outro
lado, entre os formadores de biofilme (6/19), apenas trés apresentaram ambos 0s
genes (Tabela 5).

Os resultados quanto a similaridade encontrada entre as sequéncias dos
genes icaA e icaD de SCN néao epidermidis com o0s genes de S. epidermidis estdo
na tabela 6. Para algumas espécies 0s genes ndo foram totalmente sequenciados;

foi realizada uma estimativa de similaridade pela comparac¢éo deste fragmento.

Tabela 3. Distribui¢cdo dos isolados de acordo com setores hospitalares.

Divisdo hospitalar N° de isolados (total=19)

UTI

UTI neonatal

UTI pediatrica

UTI p@s cirlirgica cardiaca
Internacéo clinica

Internacao cirdrgica

Internacado pediatrica

Unidade de ambiente protegido

PRPNRPREPNMNNO
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Tabela 4. Perfil de Susceptibilidade Antimicrobiana entre os isolados SCN néo

epidermidis
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S. sciuri R
R=resistente; S=susceptivel; I=intermediario

OXA= oxacilina; CLI= clindamicina; ERI= eritromicina; GE= gentamicina; LEVO= levofloxacino;

RIFA= rifampicina; SULFA-TRIM= sulfamethoxazol-trimetoprima; VANCO= vancomicina



Tabela 5. Comparacéo dos resultados de biofilme através do método da microplaca

e da deteccdo dos genes icaA e icaD

Isolados Microplaca icaA icaD colonizacao* x infeccéo*
S. haemolyticus fraco positivo positivo Infeccdo
S. haemolyticus fraco negativo negativo Infeccéo
S. haemolyticus nao biofilme negativo positivo Infeccdo
S. haemolyticus nao biofiime negativo negativo Infeccéo
S. haemolyticus nao biofilme negativo negativo Infeccdo
S. haemolyticus nao biofiime negativo negativo Infeccéo
S. haemolyticus nao biofilme negativo negativo Colonizacéo
S. haemolyticus nédo biofiime negativo negativo Colonizacao
S. haemolyticus nao biofilme negativo negativo Colonizacéo
S. haemolyticus nédo biofiime positivo positivo Colonizacao
S. capitis ureolyticus moderado positivo negativo Infeccé@o
S. capitis ureolyticus nédo biofiime negativo negativo Infeccéo
S. capitis ureolyticus nao biofilme negativo negativo Infeccao
S. capitis capitis moderado positivo positivo Infeccéo
S. capitis capitis ndo biofiime negativo negativo Infeccé@o
S. simulans fraco positivo positivo Infeccéo
S. simulans ndo biofiime positivo positivo Colonizacao
S. warneri nao biofiime positivo positivo Colonizacao
S. sciuri fraco negativo positivo Colonizacédo

*infecgdo relacionada a cateter venoso central(CVC) ou colonizagdo

Tabela 6. Similaridade entre as sequéncias dos genes icaA e icaD de

SCN néo epidermidis com os genes de S. epidermidis

Espécie icaA icaD parcial icaA
S. haemolyticus 98% 100% -

S. capitis 80% 76% -

S. caprae 79% 78% -

S. lugdunensis 68% 59% -

S. cohnii NS NS 82%

S. saprophyticus NS NS 82%

S. condiment NS NS 100%

S. simulans NS NS 75%

S. sciuri NS NS 72%

parcial icaA = sequéncia de 372pb do gene icaA

NS= néo sequenciado
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6 DISCUSSAO

A utilizacdo de cateteres intravasculares € um procedimento indispensével na
pratica médica moderna, especialmente em unidades de terapia intensiva (UTIs),
onde os cateteres sdo de extrema importancia para o controle do paciente, incluindo
0 manejo de medicamentos (O°"GRADY et al., 2002). Ainda assim estes dispositivos
aumentam o potencial de colonizacéo e infec¢ao, principalmente por SCN; de fato
observamos que 58% dos cateteres com SCN nao epidermidis eram de pacientes
hospitalizados em UTI.

InfeccBes sanguineas sdo uma complicacao frequente do uso de CVC, com
taxas de incidéncia de 2,9-11,3 casos por 1000 CVC dia (O'GRADY et al.,2002).
Neste trabalho observamos que a maioria dos casos avaliados (63%), foi
relacionada a infecc¢des, conforme critérios do CCIH do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre.

A maioria dos estudos realizados em isolados de dispositivos médicos se
refere apenas com S.epidermidis e S. aureus (ARCIOLA et al.,2001; CAFISO et
al.,2004; ROHDE et al.,2007; PETRELLI et al.,2008), havendo uma lacuna
importante de informa¢des quanto as demais espécies. Em nosso estudo, foram
identificadas cinco espécies distintas SCN ndo epidermidis, o que correspondeu a

8,5% (19/224) dos isolados de Staphylococcus spp de CVC avaliados.

A espécie mais frequente isolada foi S. haemolyticus, concordando a
prevaléncia descrita em CVC e hemocultura (GOLDSTEIN et al.,1990;
GATERMANN et al.,2007; FRANK et al., 2007). A presenca das demais espécies
também foi verificada por Gatermann e colaboradores (2007) em isolados de
hemocultura e CVC. Diemond-Hernandez e colaboradores (2010) em um estudo
relacionado a infecgcbes de dispositivos meédicos, de sitios que ndo cateter
(hemocultura, fluido cerebroespinhal), encontraram S.haemolyticus, S.sciuri e
S.warneri, embora, diferentemente de nés ndo tenham encontrado S. simulans e
S. capitis. Por outro lado, S. capitis também foi isolado de pacientes com infeccao

relacionada a CVC em outros estudos (NABI et al.,2009; RAAD et al.,2009).
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A capacidade de formacdo de biofilme tem sido considerada um marcador
crucial de viruléncia em SCN; em vista disso, tem se relacionado isolados SCN
formadores de biofilme com maior incidéncia de infeccbes (KOTILAINEN,1990;
GALDBART et al.,2000; FREBOURG et al.,2000; DIEMOND-HERNANDEZ et
al.,2010; YUE QU et al., 2010). Embora neste trabalho ndo tenha sido possivel
observar uma correlagcdo significativa entre formacdo de biofiime e infeccao,
possivelmente devido ao pequeno niamero de amostras aqui estudadas, foi possivel
verificar que na maioria dos casos, os isolados de CVC formadores de biofilme

(83,33% ou 5/6) foram relacionados a infeccao.

A capacidade de formar biofilme tem sido relatada para as espécies:
S. simulans, por Males e colaboradores (1985), S.sciuri por Stepanovic e
colaboradores (2003), S. haemolyticus por Foka e colaboradores (2006) e Fredheim
e colaboradores (2009), S. capitis por QU e colaboradores (2010). Em nosso
trabalho, foi possivel detectar a formacdo de biofilme, para as espécies

S. haemolyticus, S. capitis ureolyticus, S. capitis capitis, S. sciuri, S. simulans.

Observamos que apenas 31,6% dos SCN nédo epidermidis foram formadores
de biofilme, um valor muito inferior ao descrito para as espécies S. epidermidis
(69%) e S. aureus (100%), reconhecidamente formadores de biofilme, em um estudo
em isolados de dispositivos médicos (ROHDE et al.,2007). Comparando nossos
resultados da espécie mais prevalente, S. haemolyticus, foi visto que apenas 20%
das amostras formaram biofilme, um numero inferior aos 74% relatados por
Fredheim e colaboradores (2009) em isolados de hemocultura. Esta discrepancia
pode ser devida ao menor niumero de isolados presente neste estudo, assim como

pela origem dos isolados.

O método fenotipico reconhecido como o padréo para detecgédo de biofilme
por estafilococos é o teste de quantificacdo em microplaca. Deste modo os
resultados obtidos através deste teste foram aqui considerados categolricos na
avaliagdo da formacéo de biofilme. A avaliagcdo da producao de biofilme “in vitro” e a
otimizacdo da técnica da microplaca tem sido investigada, particularmente para

S. epidermidis e S. aureus, por Stepanovic e colaboradores (2007) que
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apresentaram consideracdes pontuais. A padronizacdo de técnicas e as condi¢cdes
do teste para as outras espécies estafilocécicas permanecem ainda menos
elucidadas. Nosso trabalho utilizou as mesmas condicbes preconizadas por

Stepanovic e colaboradores (2007) para S. epidermidis.

E importante lembrar que a formacdo de biofilme é influenciada pelas
condicbes de cultura, em virtude disso certo grau de variabilidade pode ocorrer
dependendo do meio de incubacdo. Assim sendo, bactérias podem ndo expressar
seu fendtipo de formacdo de biofilme em um meio sem suplementacéo, enquanto
com suplementacdo adequada de acucares, sal e etanol podem demonstrar
producao de biofilme. A formacéo de biofilme para as espécies SCN néo epidermidis
tem sido avaliada em diferentes condicbes de teste. Fredheim e colaboradores
(2009) para S. haemolyticus, mostraram que 72% formavam biofilme em condicdes
semelhantes as utilizadas em nosso trabalho (meio TSB suplementado com glicose),
contra 31% em condi¢cdes de crescimento com NaCl. Os autores também relataram
a observacao visual de biofilme na interface liquido-ar, o que néo foi observado por
nos, embora tenha sido realizado teste nas mesmas condicbes (FREDHEIM et
al.,2009). Em outro estudo onde também foi testada a capacidade de formacéo de
biofiilme em diferentes condicbes, com isolados de cultura de sangue de bebés
utilizando CVC, S. warneri formou biofilme em meio TSB suplementado com glicose
1% e S. capitis em TSB com 4% de NacCl, utilizando método para quantificar
conforme Cualtieri et al. (2006, 2007), diferente do nosso. A producdo de biofilme
por S. capitis em outro estudo foi induzida por estresse externo como altos niveis de
NaCl através da inducéo da expressao do locus ica pela repressao do ciclo do acido
tricarboxilico (QU et al.,2010).

A analise molecular dos genes do operon ica tem sido utilizada como uma
ferramenta na deteccdo da formacdo de biofilme, porém devido a varios
mecanismos regulatorios envolvendo a expressdo deste operon, desde condi¢gbes
ambientais até insercdes e excisdes de elementos moveis como 1S256, a presenca
destes genes ndo garante a sua expressao fenotipica (ZIEBUHR et al.,1999;
KNOBLOCH et al.,2001, 2002; CAFISO et al.,2004).
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Em nosso estudo houve concordancia entre os resultados da detecgcédo de
genes ica e microplaca para 63,2% (12/19) isolados: nas seis amostras formadoras
de biofilme pela microplaca, trés também portavam ambos o0s genes icaA e icaD
(50% dos positivos), enquanto em 9/13 amostras ndo formadoras de biofilme os
genes nao foram detectados. A auséncia dos genes parece fornecer maior
probabilidade de ndo formacdo de biofilme. No entanto, foi observada discrepancia
em trés isolados que eram biofilme negativos e apresentavam ambos 0s genes,
demonstrando que a formacdo de biofiime esta relacionada a condicbes

multifatoriais.

A formacdo de biofilme independente da producdo de PIA tem sido
demonstrada em muitos estudos com S. epidermidis (VANDECASTEELE et al.,2003;
ROHDE et al.,2007; QU et al.,2010); podendo ocorrer fraca formacdo de biofilme
mediada por proteinas, enquanto a producdo de PIA estaria mais relacionada a
amostras forte produtoras de biofilmes (WEISSER et al.,2010). Em nosso estudo,
trés isolados formadores de biofilme apresentaram discrepancia quanto aos genes:
um S. haemolyticus ndo portava nenhum dos genes, um S. capitis ureolyticus
portava apenas o icaA, e um S. sciuri tinha apenas o icaD. A presenca apenas de
um dos genes ica ja tinha sido relatada entre isolados SCN ndo epidermidis
(BRADFORD et al.,2006; FOKA et al.,2006).

Entre S. haemolyticus, tem sido verificada uma baixa prevaléncia do operon
icaADBC, cerca de 4% entre isolados formadores de biofilme (ica independente).
Nesta espécie, a PIA teria supostamente um papel menor na fase de acumulacéo,
onde o DNA extracelular e as proteinas exerceriam o papel mais importante
(FREDHREIM et al.,2009). A formacao de biofilme em S. capitis tem sido reportada
na auséncia do gene icaD (QU et al.,2010), como ocorreu em nosso trabalho
embora tenha sido detectado a presenca do icaA em nossos isolados. Bradford e
colaboradores (2006), utilizando os mesmos primers aqui descritos encontraram 0

gene ica na espécie S. capitis, mas ndo em S. haemolyticus e S. warneri.

Um isolado S. warneri biofilme negativo apresentou ambos 0s genes, 0 que
nao foi observado em outros trabalhos (DA SILVA et al.,2002; BRADFORD et
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al.,2006; QU et al.,2010). Em S.sciuri foi detectado apenas o icaD, enquanto
Diemond-Hernandez e colaboradores(2010) ndo detectaram nenhum dos genes

nesta espécie.

A deteccdo dos genes ica em SCN tem sido realizada tomando por base
estudos com primers ndo especificos para cada espécie, considerando assim
primers universais para todos os Staphylococcus (DA SILVA et al.,2002;
BRADFORD et al.,2006; DIEMOND-HERNANDEZ et al.,2010). Neste trabalho,
assim como ocorre na maioria dos estudos na deteccdo do operon ica para espécie
estafilocécicas, os primers utilizados foram baseados na sequéncia do operon do
S. epidermidis ATCC 35984 (RP62A) (ARCIOLA et al.,2001). A porcentagem de
identidade das sequéncias dos genes icaA e icaD para as espécies SCN nao
epidermidis disponiveis no GenbanK, comparadas ao S.epidermidis RP62A, mostrou
uma alta homologia para a espécie S. haemolyticus, aproximadamente 100%. Este
alto grau de similaridade ja havia sido relatado por Fredheim e colaboradores (2009).
Para S. capitis e S. caprae os valores ficaram acima de 75%, enquanto para
S. lugdunensis a média da porcentagem de identidade apresentada para os dois
genes foi menor, ficando em torno de 64%. A andlise do fragmento de 372pb,
sequenciado para algumas espécies, permitiu uma estimativa da porcentagem de
similaridade do gene icaA com S. epidermidis. Baseado neste fragmento,
S. condimenti apresentou similaridade de 100%, enquanto valores inferiores foram
observados para S. saprophyticus e S.cohnii com aproximadamente 82%, seguido

de 75% para S. simulans, 72% para S. sciuri.

Os resultados discrepantes quanto a deteccdo dos genes icaA e icaD para
trés espécies, S. haemolyticus, S. capitis ureolyticus e S.sciuri pode ser devido as
diferencas quanto a similaridade dos genes entre as espécies SCN nao epidermidis.
A analise da regido de anelamento dos primers na sequencia dos genes icaA e icaD
para as espécies S. haemolyticus e S. capitis buscou avaliar o quanto as diferencas
apresentadas entre os genes podem comprometer a deteccdo dos mesmos. NoO
caso de S. haemolyticus no qual foi detectado apenas o gene icaD, foi possivel
verificar que o0s primers utilizados para este gene apresentaram uma
complementariedade total com a regido de anelamento do gene. J4 0s primers icaA ,
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apresentou a troca de um nucleotideo em cada primer senso e antisenso, causando
desencontro no anelamento em duas bases nitrogenadas dentro da sequéncia do
gene icaA, com uma similaridade de 95%. A troca de apenas uma base
provavelmente ndo impede o anelamento do primer e, portanto ndo explica a ndo

deteccao do gene.

J& para espécie S. capitis ureolyticus, onde foi detectado apenas o gene icaA,
a analise da regido de anelamento mostrou uma similaridade de 82,5% no gene
icaA, somando 7 desencontros de bases nitrogenadas. Na regido referente ao
anelamento dos primers icaD, 78,26% de similaridade foi encontrado para a
sequéncia senso e antisenso, sendo que o primer senso foi 100% similar e o
antisenso apenas 56,52%, apresentando dez bases nitrogenadas desencontradas, o
gue provavelmente dificultou o reconhecimento da sequéncia do gene icaD através
do primer utilizado, comprometendo a amplificacdo e deteccdo deste gene.
Consideracdes a respeito da utilizacdo de primers desenhados para S. epidermidis,
para outras espécies estafilococicas, ja haviam sido feitas por Rohde e
colaboradores (2001) em relacdo ao S. aureus e por Fredheim e colaboradores

(2009) em relacdo ao S. haemolyticus.

Os primers utilizados neste trabalho também foram testados com o programa
DDBJ (DNA Data Bank of Japan). O programa identificou anelamento significativo
com regibes reconhecidas dos primers icaA apenas para S.epidermidis e
S.haemolyticus, com respectivamente 100% e 95% de identidade. Para os primers
icaD, o primer senso reconheceu com identidade de 100% as espécies:
S.epidermidis, S.haemolyticus, S.capitis, S.caprae, e com 0 antisenso com
identidade de 100% S. epidermidis e S. haemolyticus e com 78,26%
S. saprophyticus. Sendo assim, fica claro a necessidade de primers adequados para
deteccdo dos genes pertencentes ao operon ica para estas espécies. O
desenvolvimento de um primer que reconheca uma regido presente em todas as
espécies, anelando em regibes de similaridade permitiria maior garantia para

resultados negativos.
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Como neste trabalho foram utilizados primers desenhados para a sequéncia
do gene de S. epidermidis RP62A, e como ndo ha homologia total entre as espécies,
nao se pode excluir a possibilidade de falha do primer no reconhecimento das
sequéncias do DNA dos SCN néao epidermidis. Novos trabalhos sdo necessarios
para identificacdo de primers para o operon icaADBC de outras espécies de SCN,
bem como o sequenciamento deste operon para as novas espécies SCN ainda nao

sequenciadas.

A importancia dos SCN como bactérias patdogenas multi-resistentes tem sido
demonstrado amplamente. Neste trabalho foi possivel verificar uma alta prevaléncia
de isolados SCN nado epidermidis resistentes a classes de antimicrobianos [-

lactdmicos, aminoglicosideos e fluorquinolonas.

Resisténcia a oxacilina foi encontrada em cerca de 90%, superando 0S menos
de 80% descritos em hospitais brasileiros e mundiais, esta diferenca possivelmente
€ devida a presenca de S. epidermidis naqueles estudos, a espécie mais prevalente,
e gue apresenta menores taxas de resisténcia a oxacilina que as outras espécies de
SCN (DIEKEMA et al., 2001; GATERMANN et al., 2007; GALES et al., 2009).

Tem sido verificada maior resisténcia a outros antimicrobianos entre isolados
MR-SCN (DIEKEMA et al.,2001). Neste trabalho, ndo foi possivel fazer uma analise
de significancia quanto a resisténcia a outros antimicrobianos em isolados MS-SCN
e MR-SCN, devido ao pequeno nimero de MS-SCN (2/19). Porém verificou-se que
os dois isolados suscetiveis a meticilina, ndo apresentaram resisténcia aos outros
sete antimicrobianos testados. Da mesma forma, a média de resisténcia para MR-
SCN foi de quatro classes de antimicrobianos, demonstrando haver um maior indice

de resisténcia entre MR-SCN.

A segunda maior taxa de resisténcia, 84,21%, foi para gentamicina, superior
aos 60%relatado no estudo do SENTRY na América Latina (DIEKEMA et al.,2001),
também Mohan e colaboradores (2002) encontraram indices de 46,3% para todo
grupo de SCN. Dentre os antimicrobianos testados, um dos maiores niveis de
resisténcia foi para levofloxacino, que surpreendeu devido aos valores anteriormente

relatados (GALES et al.,2009) de 45% contra cerca de 79% em nosso estudo.
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Os isolados clinicos apresentaram também resisténcia consideravel frente ao
antibiético pertencente ao grupo dos macrolideos, nossos resultados frente a
eritromicina foram similares ao reportado anteriormente em outros estudos
(DIEKEMA et al.,2001; GATERMANN et al.,2007; GALES et al., 2009). Embora
pertencam a grupos quimicos distintos, a eritromicina e a clindamicina agem pelo
mesmo mecanismo de acdo, de modo que isolados resistentes a eritromicina tem
sido considerados como potencialmente resistentes para clindamicina. A maioria dos
13 isolados resistentes a eritromicina (84,62%) apresentaram também resisténcia a
clindamicina, superior ao reportado por Gatermann e colaboradores (2007) que era
de 55%.

A resisténcia para sulfametoxazol/trimetoprima foi similar a anteriores
(DIEKEMA et al.,2001; GALES et al., 2009). Também a resisténcia a rifampicina foi
semelhante ao estudo do SENTRY na América Latina (DIEKEMA et al.,2001). A
importancia deste farmaco estd relacionada com a capacidade de agir frente
estafilococos em biofilme (WEISSER et al.,2010 e QU et al.,2010), ainda mais
considerando a taxa relativamente baixa de resisténcia detectada, cerca de 26%.
Cabe salientar que os testes de determinacdo de resisténcia neste trabalho, como

usualmente nos laboratério clinicos, ndo foi feito com crescimento em biofilme.

Embora nado tenha havido deteccéo de resisténcia plena a vancomicina, dois
isolados S.haemolyticus apresentaram MICs de 4ug/ml pelo método automatizado
Walkway, que € o valor de corte entre susceptivel e resisténcia intermediaria (CLSI
2010). Contudo estes valores nao se confirmaram, uma vez que na microdiluicdo em
microplaca, considerado padréo-ouro, foi encontrado MIC de 2ug/ml.
Staphylococcus haemolyticus foi o primeiro dentre os SCN a exibir diminuida
susceptibilidade aos glicopeptideos (ROGERS et al.,2009; FREDHEIM et al., 2009).

Houve relativa concordancia para a maioria dos antimicrobianos testados
guanto aos niveis de resisténcia relatados anteriormente. Cabe ressaltar que os
dados utilizados como comparativo foram originados de estudos com o grupo SCN,

qgue inclui majoritariamente a espécie S. epidermidis, ndo presente neste estudo, e
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que apresenta niveis de resisténcia menores que os demais SCN, o que pode levar

a subestimar estes valores.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A identificagdo dos isolados presentes em CVC, assim como a avaliacao da
capacidade de formacdo de biofiime e a determinacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos séo ferramentas que permitem o estabelecimento do risco potencial
da presenca de certos patdgenos nestes dispositivos implantaveis. Embora bem
menos frequentes em CVC que S. epidermidis, os isolados SCN ndo epidermidis,
demonstraram através deste trabalho, ser clinicamente relevantes e envolvidos em

infeccdo relacionada a cateter.

Os isolados SCN nao epidermidis apresentaram altas taxas de resisténcia a
antimicrobianos, incluindo varios isolados multiresistentes. A capacidade de
formacao de biofilme em microplaca e a presenca dos genes ica foram detectadas
em menos da metade dos isolados. Assim, ainda sdo necessarios maiores estudos
quanto ao mecanismo de viruléncia destas espécies. Para isso, parece importante a
padronizacdo de métodos para deteccao de biofilme “in vitro” bem como a utilizagcéo
de primers adequados para investigar o papel dos genes ica que sintetizam a PIA na

estrutura destes biofilmes.
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