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SUMARIO

A formacdo de biofilme é uma caracteristica importante em cepas hospitalares
de Staphylococcus epidermidis. Nosso objetivo foi verificar a capacidade de producgéo
de biofilme entre amostras de S. epidermidis isoladas de sangue, narina, intestino e sitio
de insercdo de neonatos criticos em uso de Cateter Venoso Central. Nove cepas de S.
epidermidis foram avaliadas por ensaio de adesdo inicial, concentracdo de biofilme e
biomassa, por ensaios quantitativos em trés repeticdes e em trés experimentos
independentes. A amostra de sitio de insercdo obteve capacidade de adesdo
significantemente maior quando comparada com o controle e demais amostras. As de
narina exibiram também significantemente (p<0.001) maior capacidade de adesdo que
as amostras de sangue e intestino. Todas as amostras de S. epidermidis apresentaram
contagem de células vidveis apds 24 horas de incubacdo, no entanto, quando realizado a
comparacgdo entre as cepas, duas amostras recuperadas do mesmo paciente em sitios
diferentes (52 sangue e 52 narina) apresentaram contagens de células viaveis
significativamente maiores (p<0.001). Coincidentemente, essas amostras (22,2%) foram
caracterizadas como fortes produtoras de biofilme. Em relacdo as demais amostras,
quatro (44,5%) foram ndo produtoras de biofilme e trés (33,3%) fracas produtoras. A
microscopia eletrénica de varredura corroborou o0s achados, utilizando testes
fenotipicos. Nossos achados sugerem que, sob as condi¢Ges experimentais testadas e
considerando a importancia do Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (gene
mecA positivo) na patogénese de ICS relacionados ao cateter, a maioria das cepas foi
caracterizada como produtoras de biofilme independentemente do clone e da sua
capacidade de adesdo a biomateriais.

Palavras-chave: Biofilme, Staphylococcus epidermidis, Neonatos criticos.



INTRODUCAO

Neonatos prematuros sdo especialmente vulneraveis a infecgdes hospitalares,
estando associadas a mortalidade significativa, além do aumento do tempo de internagéo
e dos custos. As infeccbes de corrente sanguineas estdo entre as mais comuns nessa
populacdo, com frequéncias variando de 20%-40% [1,2]. Em paises industrializados, as
espécies de Staphylococcus coagulase-negativo (SCoN) destacam-se como os principais
agentes dessas infecgdes, principalmente aquelas associadas ao Cateter venoso central,
sendo Staphylococcus epidermidis o patégeno mais frequentemente isolado. Infecgédo
neonatal por SCoN raramente é fatal, entretanto, causa morbidade significativa, e pode
ser ainda mais graves se uma cepa com alta capacidade de formacdo de biofilme
colonizar um dispositivo medico invasivo [3,4].

Tradicionalmente, para a formacdo de biofilme, durante a fase de fixacao
primaria, as bactérias aderem a superficie a ser colonizada, enquanto que durante a fase
acumulativa, as bactérias iniciam o estabelecimento de uma arquitetura tridimensional,
multicelular e multicamada, na qual, intrigantemente, a maioria das bactérias ndo tem
contato com a superficie [5,6]. S. epidermidis, entéo, € capaz de desmontar novamente a
estrutura do biofilme, e acredita-se que as células liberadas permitam que a cepa
colonize locais adicionais do corpo.

A UTI neonatal avaliada nesse estudo apresenta também o S. epidermidis como
principal agente associado a patogénese de infeccdes de corrente sanguinea (ICS),
assim, o objetivo da pesquisa foi verificar a capacidade da producdo de biofilme entre
amostras de S. epidermidis isoladas de sangue, narina, intestino e sitio de inser¢do de

neonatos criticos em uso de cateter venoso central (CVC).



METODOLOGIA

Cepas bacterianas, meios e condi¢des de crescimento

A origem e as caracteristicas epidemioldgicas de nove cepas clinicas de S.
epidermidis utilizadas neste estudo estdo descritas na Tabela 1. Essas cepas foram
recuperadas de neonatos internados na UTI neonatal do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), um hospital publico de atendimento
terciario com 533 leitos no sudeste do Brasil, durante o periodo de janeiro de 2011 a
dezembro de 2012. Foram avaliadas quatro amostras recuperadas de narina, trés de
sangue, uma de intestino e uma de sitio de insercdo. Todas as amostras foram positivas
para 0 gene mecA, portanto, resistentes a oxacilina. Em relacdo a clonalidade todas
pertenceram a clones diferentes, exceto a amostra 52 (Clone G).

A identificacdo microbiana e o perfil de resisténcia das amostras obtidas do
sangue foram realizadas pelo sistema automatizado VITEK Il (bioMérieux), enquanto
que as amostras recuperadas do intestino, narina e sitio de insercdo foram submetidas
aos testes de catalase e coagulase [7], e a caracterizagcdo em Staphylococcus epidermidis
foi também determinadas posteriormente usando o sistema VITEK Il (bioMérieux).

As cepas foram armazenadas a -20°C e subcultivadas em caldo triptona de soja
(TSB) e placas de agar triptona de soja (TSA) (Becton, Dickinson and Company) por 24
horas a 37°C. S. aureus SCCmec SII1156, produtor de biofilme, foi utilizado como
controle para adesdo inicial e formacédo de biofilme [8].

A aprovacdo ética para a coleta das cepas foi fornecida pelo Comité de Etica da

UFU (Protocolo 464/10).



Ensaio de adeséao inicial

A suspensdo celular foi obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) e
lavada duas vezes em solucgdo salina estéril (20 mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos),
posteriormente diluida para uma concentracdo celular de aproximadamente 107
células/mL em TSB. 200 pL dessa suspensdo de células foi inoculada em microplacas
de poliestireno estéreis com 96 pogos, trés pogos para cada amostra testada. As placas
foram incubadas por 2 horas a 37°C sob agitacdo a 120 r.p.m. Apds o periodo de
adesdo, os pocos foram raspados para remocao das células aderidas (scrapping) pelo
tempo de 1 minuto e 30 segundos. Diluicdes seriadas foram realizadas e as suspensoes
celulares plaqueadas em agar TSA para enumeracdo das células. Todos 0s experimentos

foram realizados em triplicatas, em trés experimentos independentes.

NuUmero de células no biofilme

A suspensdo celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi
diluida para uma concentragdo celular de aproximadamente 107 células/mL. Para cada
amostra, 200 pL dessa suspensdo de células foi inoculada consecutivamente em trés
pocos de cada microplaca de poliestireno estéril com 96 pocos. Apds 24 horas de
incubacdo, os pocos foram raspados para remocdo das células aderidas (scrapping).
DiluicGes seriadas foram realizadas e as suspensdes celulares plaqueadas em agar TSA
para enumeracdo das células. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas,

em trés experimentos independentes.



Ensaio de formacéo de biofilme

Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria
testada foi inoculada em oito pogos da microplaca de poliestireno estéril com 96 pocos.
As microplacas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob agitagdo a 120 r.p.m. Os
biofilmes foram lavados trés vezes com solucdo salina estéril e, seguidamente, a cada
poco, foi adicionado 200 pL de metanol por 15 minutos, para fixacdo do biofilme. Ap6s
esse periodo, o metanol foi descartado e a placa enxuta em posicdo invertida a
temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de solucdo de cristal violeta 1% foram
adicionados em cada poco por 5 minutos. Os pogos foram lavados vigorosamente com
agua destilada estéril e enxutos a temperatura ambiente. Posteriormente 200 uL de acido
acetico 33% foram adicionados a cada poco por 10 minutos para solubilizar o corante.
Para 100 pL da solucdo de cristal violeta solubilizado foram transferidos para nova
placa e a absorbancia avaliada em leitor de placas a 570 nm com &cido acético 33%

como branco.

Microscopia eletronica

Duas amostras (52N, 52S) fortemente produtoras de biofilme e duas ( 26N e
22N) caracterizadas como ndo produtoras de biofilme foram selecionadas para avaliacao
pela microscopia eletrdnica de varredura. O ensaio para producdo de biofilme foi
realizado novamente como descrito anteriormente, acrescido de uma esfera de vidro
padronizada em 0,5 cm de didmetro para cada amostra. Apos formacédo de biofilme, as
esferas foram fixadas em glutaraldeido/paraformaldeido 2,5%/8% a 4°C por 18 horas;

lavadas em solugdo PBS (pH 7,4) por trés vezes e posteriormente desidratadas em



alcool 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100% (trés vezes), por 20 minutos cada
a temperatura ambiente e em seguida levadas ao procedimento de secagem (ponto
critico). As esferas foram metalizadas com ouro na espessura de 20 nm, visualizadas e

fotografadas utilizando o microscopio eletronico de varredura (Zeiss).

Analise estatistica

Os ensaios quantitativos foram comparados por meio de analise de variancia
simples (One way ANOVA) e pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando o teste de
comparagdo multipla de Dunn's como pos-testes. Todos os testes foram realizados com
um nivel de confianca de 95%, sendo os resultados obtidos através do software

GraphPad Prism®, versédo 5.01, considerando significativo p<0,01.

RESULTADOS

Todas as amostras analisadas foram capazes de aderir a uma superficie de
poliestireno no periodo de 2 horas. Observou-se que a amostra recuperada de sitio de
insercdo obteve capacidade de adesédo significantemente maior quando comparada com
0 controle e demais amostras. As amostras de narina exibiram significantemente
(p<0.001) maior capacidade de aderir a superficie de poliestireno que as amostras de
sangue e intestino (Figura 1A).

Em comparagdo com o controle, todas as amostras de S. epidermidis
apresentaram contagem de células vidveis ap6s 24 horas de incubacdo, no entanto,
quando realizado a comparacdo entre as cepas, duas amostras recuperadas do mesmo
paciente em sitios diferentes (52 sangue e 52 narina) apresentaram contagens de células

viaveis significativamente maiores (p<0.001). Coincidentemente, essas amostras



(22,2%) foram caracterizadas como fortes produtoras de biofilme de acordo com os
critérios pre-estabelecidos [9] (Figura 1B e 1C).

Em relacdo as demais amostras, quatro (44,5%) foram caracterizadas como ndo
produtoras de biofilme (sendo duas de narina, uma de intestino e uma de sitio de
insercdo) e trés (33,3%) fracas produtoras (duas de narina e uma de sangue). Esses
dados estéo na Tabela 1.

De acordo com os resultados obtidos da producdo de biofilme, foram
selecionadas as amostras 52S e 52 N, fortes produtoras de biofilme, e 22N e 26N, néo
produtoras de biofilme para analise por microscopia eletrénica de varredura. As
imagens obtidas pelo MEYV ratificaram a capacidade das bactérias de aderir e produzir
biofilme na superficie de placas de poliestireno e o contrario também foi confirmado

para as amostras ndo produtoras de biofilme (Figura 2B, 2C, 2D e 2E).

DISCUSSAO

A capacidade de aderir e, consequentemente, formar biofilme é um dos fatores
mais importantes para que micro-organismos epidemiologicamente importantes, entre
eles o S. epidermidis multirresistente, possam induzir infec¢des principalmente aquelas
associadas a procedimentos invasivos como cateteres [6,10]. A deteccdo de cepas de S.
epidermidis formadoras de biofilme por um método apropriado pode ajudar no
entendimento de sua capacidade endémica no ambiente hospitalar [11].

No nosso estudo apesar do pequeno numero de amostras (n=9) a capacidade
estatistica foi corrigida pelo nimero de réplicas realizadas para cada cepa, sendo assim,
para andlise de adesdo, quantificacdo das células vidveis bem como a formagdo do

biofilme, os testes foram realizados em triplicatas em trés experimentos independentes,



totalizando 243 valores de unidades formadoras de coldnia (UFC). Portanto, a analise
estatistica foi baseada nas repeti¢fes dos experimentos, 0 que caracteriza 0 uso de uma
metodologia laboriosa para o estudo de biofilmes com eficécia estatistica. Vale ressaltar
que poucos estudos descritos na literatura utilizam essa metodologia e a maioria dos
trabalhos avalia a producdo de biofilme apenas por meio de experimentos utilizando
agar vermelho Congo ou cristal violeta sem avaliar a concentracdo de células do
biofilme e/ou sua adeséo[12,13].

Em relacdo a neonatos criticos a infeccdo de corrente sanguinea relacionada ao
cateter (ICC) continua sendo o evento adverso mais frequente nesses pacientes em todo
0 mundo e esse problema esté associado ao aumento do tempo de internagdo, dos custos
e ao pior prognostico. Vale ressaltar que estudos sobre a patogénese dessas infeccoes
tem sido limitada em neonatos criticamente doentes, o que ndo acontece no adulto em
que a patogénese dessas infecces € bem definida [14,15]. Em ambos os pacientes a
colonizacdo ou adesdo inicial do cateter pelo micro-organismo, assim como a
capacidade dessas cepas em produzir biofilmes tem papel chave nessa patogénese.

Alguns autores tém proposto que a habilidade do S. epidermidis para produzir
biofilme em combinacdo com a presenca de alguns genes como o operon icaABCD
(operon associado com a formacdo de biofilme) poderia ser usado como marcador de
patogénese para distinguir cepas invasivas das comensais[16]. Embora ndao tenhamos
até o momento avaliado a presenca desse operon no nosso estudo, em relacdo a
producdo de biofilme a maior parte das amostras, independentemente do sitio de
isolamento, apresentaram essa caracteristica. Foi observado ainda que, as amostras de
narina e sangue do mesmo paciente que tiveram o mesmo perfil clonal foram

caracterizadas como fortes produtoras de biofilme, demonstrando a importancia de se



10

determinar as caracteristicas fenotipicas de clones epidemiologicamente importantes
associados com a patogénese dessas infecgdes em neonatos.

Ainda em relacdo a metodologia empregada vale destacar que, diversos estudos
mostram que a producdo de biofilme pode ser estimulada ou inibida pela adicdo de
alguns componentes ao meio de cultura como, por exemplo, a glicose. Um estudo que
testou a capacidade de Staphylococcus sp. em produzir biofilme em meio TSB e TSB
suplementado com 1% de glicose demonstrou resultados com aumento de mais de 48%
de positividade nas cepas[17].

No nosso estudo utilizando TSB sem suplementacéo, cerca de 44% das cepas
ndo produziram biofilme, o que pode ter sido influenciado pelas condigcdes
experimentais utilizadas. Embora as condigdes in vivo dependam das condicbes do
crescimento bacteriano, da capacidade de adesdo e de desenvolvimento do biofilme,
entre outros fatores, os resultados do nosso estudo permitem expandir o conhecimento
de um fenotipo hospitalar dificil de tratar.

De acordo com a literatura, a adesdo bacteriana é essencial para o
estabelecimento de uma infeccdo e o primeiro passo para a formacao do biofilme [18].
No nosso estudo, o potencial de adesdo do S. epidermidis de diferentes origens foi
testado. Embora mdltiplos fatores bacterianos externos influenciem a adesdo desses
micro-organismos, todas as amostras testadas apresentaram essa capacidade, entretanto,
as amostras recuperadas de sitio de insercdo e narina tiveram essa caracteristica mais
acentuada. Quando as cepas foram avaliadas individualmente e avaliadas quanto a
producdo de biofilme ndo observou-se relacdo entre a maior capacidade de adesao e a
forte producdo de biofilme. Esse aspecto foi visivelmente detectado na amostra 49SI de

sitio de insercdo em que sua adesdo foi significativamente maior que as demais,
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entretanto, ndo produziu biofilme. Isso, claramente demonstra que a habilidade em
produzir biofilme ndo necessariamente influencia a capacidade de adeséo de superficie.
N&o foram encontrados na literatura estudos que avaliaram a habilidade de
produzir biofilme e a capacidade de adesdo de S. epidermidis recuperadas de diferentes
sitios relacionados a patogénese de ICS em neonatos criticos. A maioria das pesquisas
com esses objetivos envolvendo esse patdgeno ndo sdo realizadas utilizando amostras

de diferentes origens em um mesmo paciente.

CONCLUSAO

Nossos achados sugerem que, sob as condigbes experimentais testadas e
considerando a importancia do Staphylococcus epidermidis resistente a meticilina (gene
mecA positivo) na patogénese de ICS relacionados ao cateter, a maioria das cepas foi
caracterizada como produtoras de biofilme independentemente do clone e da sua
capacidade de adesdo a biomateriais. Acreditamos que esses resultados sdo importantes

uma vez que essas caracteristicas juntas favorecem um fenotipo dificil de tratar.
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Tabela 1. Caracteristicas das amostras de S. epidermidis utilizadas no estudo da producéo de biofilmes.

Amostras Espécimes Clinicos Clone Gene mecA D.O.™ Producéo de Biofilme

SAIlI156* Ferida operatoria C2 + 0,45 Forte
22N Narina - + 0,11 Né&o-produtor
26N Narina NR + 0,12 Né&o-produtor
49N Narina R + 0,55 Fraco
52N Narina G + 2,17 Forte
22S Sangue Bl + 0,87 Fraco
26S Sangue NR + 0,20 Né&o-produtor
52S Sangue Gl + 1,99 Forte
371 Intestino M + 0,77 Fraco
49S| Sitio de insercédo - + 0,12 N&o-produtor

*Amostra controle; **Média da densidade dptica; NR N&o realizado; - Sem perfil de bandas PFGE.



Figura 1. Avaliacdo do numero de células aderidas, formacdo de biofilme e
biomassa em nove amostras de S. epidermidis. a) Nimero de células aderidas a uma
superficie de poliestireno apds 2 horas de adesdo, expressas como Log UFC/ml; b)
Concentracdo celular do biofilme expresso como Log UFC/mI; c) Biomassa do biofilme
expressa como densidade Optica do cristal violeta (DO570nm). Resultados
representam médias com desvio padrdo (barras de erro) de trés experimentos
independentes. * p<0,01, ** p<0,001, *** p<0,0001, usando Kruskal-Wallis, Teste de

comparagdo multipla de Dunn. S. aureus SCCmec lll foi utilizada como controle.

Figura 2. Microscopia eletronica de varredura da formacdo de biofilmes da
amostras clinicas de S.epidermidis, desenvolvidos na superficie de esferas de vidro apds
24 horas de incubacdo. A) Controle negativo. B, C, D e E) Formacdo de biofilme e

crescimento bacteriano das amostras 525, 52N, 22N e 26N.
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