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“People are always blaming their circumstances for what they are. | don't believe in
circumstances. The people who get on in this world are the people who get up and

look for the circumstances they want, and if they can't find them, make them.”

George Bernard Shaw

Mrs. Warren's Profession, 1894
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RESUMO

Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) é um dos principais patdgenos humanos
em todo o mundo e sua epidemiologia tem sido foco de numerosos estudos de vigilancia
unicéntricos e multicéntricos ao longo dos ultimos anos. Neste estudo utilizamos abordagens
fenotipicas e genotipicas para determinar os fatores que influenciam a adeséo inicial e producéo
de biofilme em cepas clinicas de MRSA carreando o0s tipos de cassete cromossémico
estafilococico (SCCmec) mais frequentes nos hospitais brasileiros, e sua relagdo com resisténcia,
genes de viruléncia e perfil clonal. As cepas de MRSA utilizadas neste estudo foram selecionadas
a partir de uma colecdo de amostras clinicas recuperadas de pacientes internados no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, isoladas de infeccdes em diversos sitios
anatdomicos. Foram selecionadas para o estudo quinze cepas carreando diferentes cassetes
cromossémicos, cinco SCCmec Il, cinco SCCmec Il e cinco SCCmec IV, recuperadas
predominantemente de sangue (67%), sitio cirdrgico (27%) e pneumonia (6,0%). O tipo de
SCCmec, o grupo agr e a presenca de genes de viruléncia (bbp, clfA, icaA, icaD, fnbB, bap, sasC
e 1S256) foram avaliados por PCR. A relacdo genética entre as amostras e a possivel associacao
com a capacidade de formacdo de biofilme foram investigadas por eletroforese em gel de campo
pulsado (PFGE). A adesao inicial e a capacidade de formacdo de biofilme foram examinadas por
ensaios quantitativos. Adicionalmente, a associacdo entre a hidrofobicidade e a capacidade da
célula de MRSA aderir a uma superficie de poliestireno ndo modificada, foi avaliada através da
medida dos angulos de contato. Houve associacdo entre o grau de hidrofobicidade e a capacidade
de adesdo. Cepas clinicas de MRSA carreando SCCmec IIl e IV foram menos hidrofilicas,
apresentaram valores mais altos de tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons e
aderiram melhor do que as cepas SCCmecll. As analises da producédo de biofilme mostraram que
cepas carreando SCCmec 111 foram caracterizadas como fortemente produtoras de biofilme, com
a média da biomassa do biofilme de 0,53 + 0,12 em comparacdo com 0,04 £+ 0,04 daquelas nao-
produtoras/fraco produtoras (SCCmec Il e SCCmec IV). A tipagem molecular por PFGE
evidenciou cinco pulsotipos (A-E) com uma grande diversidade clonal observada pelo nimero de
subtipos em cada pulsotipo. Entretanto, a producdo de biofilme esteve relacionada a
disseminacdo de um clone especifico (Clone C). Os genes agrl, fnbB e 1S256 em cepas clinicas
de MRSA carreando SCCmec Ill, foram considerados marcadores genéticos de risco para forte
producdo de biofilme por uma via independente de ica. Nosso estudo contribui para a
compreensdo da producéo de biofilme como um fator de viruléncia, potencialmente envolvido na
severidade e persisténcia de infecces causadas por S. aureus pertencentes a este genotipo.

Palavras-chave: MRSA, SCCmec, biofilme, hidrofobicidade, PFGE
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ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is one of the major human pathogens
worldwide and its epidemiology has been the focus of numerous single and multicenter
surveillance studies over the past years. In this study, a phenotypic and genotypic approach were
used to determine the factors that influence adherence and biofilm production of the most
common MRSA SCCmec types, and its relationship with antimicrobial resistance, virulence
genes and the genetic background of S. aureus isolates. The strains used in this study were
selected from a collection of clinical MRSA strains recovered from patients hospitalized in the
Teaching Hospital of the Federal University of Uberlandia, isolated from infections at various
anatomical sites and evaluated for SCCmec type. Fifteen strains carrying different chromosomal
cassettes were selected, five SCCmec IlI, five SCCmec IIl and five SCCmec IV, recovered
predominantly from blood (67%), surgical site infections (27%) and pneumonia (6.0%). The
SCCmec type, agr group and the presence of the virulence genes (bbp, clfA, icaA, icaD, fnbB,
bap, sasC and 1S256) were assessed by PCR. The genetic relationship between the isolates and a
possible association with the ability to form biofilm were investigated by pulsed field gel
electrophoresis (PFGE). The initial adhesion and biofilm formation were examined by
quantitative assays. To evaluate the association between the hydrophobicity and the ability of
MRSA cell to adhere to an unmodified polystyrene surface, the surface tension and
hydrophobicity of the strains were measured by contact angle technique. There were association
among the values of the electron acceptor parameter, the degree of hydrophobicity and adhesion
ability. SCCmec 11l and IV strains were less hydrophilic, showed higher values of the electron
acceptor parameter and adhered better than SCCmec 11 strains. The analysis of biofilm production
showed that SCCmec Il strains were characterized as strong biofilm producers; with the average
biomass of biofilm from 0.53 £+ 0.12 compared with 0.04 + 0.04 those non-producers/weak
producers (SCCmec Il e 1V). The analysis of this study showed five major pulsotypes according
to the PFGE (A-E) with a large genomic diversity observed by the number of subtypes in each
pulsotype. However, biofilm production was related to the dissemination of one specific PFGE
clone (Clone C). The presence of the genes agrl, fnbB and 1S256 in clinical MRSA SCCmec Il
strains, were considered as genetic risk markers for strong biofilm-formation by an ica-
independent biofilm pathway. This study contributes for the understanding of biofilm production
as a virulence factor potentially involved in the persistence and severity of infections caused by
Staphylococcus aureus belonging to this genotype.

Keywords: MRSA, SCCmec, biofilm, hydrophobicity, PFGE
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1 INTRODUCAO

A epidemiologia de Staphylococcus aureus € dinamica, tem sido foco de numerosos
estudos de vigilancia unicéntricos e multicéntricos, e ttm mudado significativamente nos Gltimos
anos (CHAMBERS; DELEO, 2009). Esse micro-organismo € considerado o patdégeno gram-
positivo clinicamente mais importante nos hospitais, responsavel por infecgdes superficiais e
invasivas destacando-se aquelas de corrente sanguinea, ferida cirargica, pneumonia, endocardite
e osteomielite. A maior frequéncia dessas infeccOes estd associada ao uso de dispositivos
médicos invasivos como cateter venoso central, ventilagdo mecénica, sonda vesical, valvulas
artificiais, marcapasso e implantes ortopédicos (LOWY, 1998; AL-RAWAJFAH; STETZER,;
BEAUCHAMP, 2009; JORGE; CHUEIRE; ROSSIT, 2010; MALACARNE et al., 2010;
ROSENTHAL et al., 2010, 2012; DAMASCO et al., 2014).

O tratamento das infecgbes causadas por esse micro-organismo € frequentemente
complicado pela elevada prevaléncia de cepas multirresistentes, selecionadas pelo uso
indiscriminado e inadequado de antimicrobianos, associado a transferéncia vertical e horizontal
de genes de resisténcia (CHAMBERS; DELEO, 2009; STEFANI; GOGLIO, 2010).

Nas ultimas décadas o Staphylococcus aureus com fenotipo de resisténcia a meticilina
(MRSA, Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) tornou-se um problema clinico e
epidemiolégico em todo o mundo, representando um desafio as préaticas de prevencédo e controle
de infec¢bes nos hospitais da maioria dos paises (CHAMBERS; DELEO, 2009; STEFANI;
GOGLIO, 2010; ROSENTHAL et al., 2012). No Brasil, esse fendtipo ocorre numa frequéncia de
30% a 60%, particularmente em hospitais de assisténcia terciaria e de ensino (CARVALHO;
MAMIZUKA; GONTIJO FILHO, 2010; ROSENTHAL et al., 2010; ROSSI, 2011).

O MRSA produz uma proteina ligadora de penicilina (PBP, Penicillin Binding Protein)
com baixa afinidade aos beta-lactamicos, chamada PBP2a ou PBP2’ (HARTMAN; TOMASZ,
1984; REYNOLDS; BROWN, 1985; UTSUI; YOKOTA, 1985). Essa proteina € codificada pelo
gene cromossomico mecA (MATSUHASHI et al., 1986; SONG et al., 1987), carreado por um
elemento genético movel denominado de cassete cromossdmico estafilocdcico (SCCmec,
Staphylococcal cassette chromosome mec) (ITO et al.,, 1999; KATAYAMA et al., 2000). O
SCCmec é uma ilha gendmica e desde o descobrimento do primeiro elemento genético, varios

outros foram identificados por meio de sequenciamento de nucleotideos. Até 0 momento, onze
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tipos de SCCmec foram descritos com base nas classes dos complexos dos genes mec e ccr
(cassette chromosome recombinase) (HIRAMATSU et al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura basica dos 11 tipos de SCCmec descritos até 0 momento. As setas vermelhas
indicam o local de integracdo no cromossomo bacteriano. A localizagdo das classes do complexo
do gene mec (rosa), do gene ccr (azul), sequéncias de insercao e transposons (amarelo) e genes
relacionados a resisténcia a metais pesados estdo representados na imagem. Adaptado de

Hiramatsu et al., 2013.
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Os SCCmec dos tipos I, 1l e Il carreiam multiplos determinantes de resisténcia e estdo
presentes predominantemente em amostras hospitalares de MRSA (HA-MRSA, Healthcare-
associated methicillin-resistant Staphylococcus aureus), enquanto os tipos IV e V séo
encontrados em amostras de origem comunitaria (CA-MRSA, Community-associated methicillin-
resistant Staphylococcus aureus) e, geralmente, codificam resisténcia apenas aos beta-lactamicos
(CHAMBERS; DELEO, 2009; HIRAMATSU et al., 2013; OTTO, 2013a; SOWASH,;
UHLEMANN, 2014 . Entretanto, recentemente, amostras de MRSA SCCmec IV, muitas vezes
multirresistentes, tém surgido nos hospitais, e essa mudanca na sua epidemiologia passa a ter
impacto sobre as escolhas terapéuticas em infeccOes relacionadas a essas cepas e seu controle
(SEYBOLD et al., 2006; NAVES, 2011).

Embora a resisténcia tenha papel importante no prognostico das infeccdes e na
probabilidade de falha terapéutica, a viruléncia do MRSA ¢ o resultado de uma multiplicidade de
fatores que agem simultaneamente para evadir das defesas do hospedeiro. A capacidade
patogénica desse micro-organismo é produto do efeito combinado da producdo de fatores de
viruléncia, tais como enzimas e toxinas, capacidade de invasdo e multiplicacdo intracelular,
disseminacdo nos tecidos e 6rgdos e, particularmente, sua habilidade de produzir biofilme
(GORDON; LOWY, 2008; GARZONI; KELLEY, 2009; SCHLIEVERT et al., 2010;
GARZONI; KELLEY, 2011; EDWARDS; MASSEY, 2011; HEILMANN, 2011; LAABEI et al.,
2014).

Biofilmes sdo comunidades bacterianas nas quais as células se aderem umas as outras e a
uma superficie viva ou inerte. Estas células sdo envolvidas em uma matriz de polimero
extracelular composta principalmente por polissacarideos, proteinas e &cidos nucléicos
(AZEVEDO; CERCA, 2012). Estima-se que mais de 80% das infecgdes bacterianas cronicas
estejam associadas a producao de biofilme (DAVIES, 2003).

A formacdo do biofilme tem como primeira etapa interagdes fisico-quimicas que
permitem a adesdo das células diretamente a superficie (Figura 2). Essas interagcbes s&@o
classificadas como de longo alcance e curto alcance. As forcas de interacdo inespecificas de
longo alcance que atuam sobre a adesdo bacteriana inicial incluem as forcas de Lifshitz-van der
Waals, forcas eletrostaticas de dupla camada elétrica, interagbes &cido-base e movimentos
brownianos. Interacbes especificas de curto alcance operam em regides altamente localizadas das

superficies de interacdo e incluem pontes de hidrogénio, interacfes idnicas e dipolos. Bactérias
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sdo transportadas a superficie por interagdes de longo alcance e quando em contato com ela
(distéancias > 1,5 nm), as interagdes de curto alcance se tornam mais importantes (BUSSCHER,;
WEERKAMP, 1987; KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004; ARMENTANO et al. 2014). A
hidrofobicidade da superficie de adesdo e da célula bacteriana desempenha papel importante na
remocdo do filme de &gua entre as superficies de contato permitindo que as interacdes de curto
alcance ocorram (SOUSA, 2009). De fato, a hidrofobicidade é uma das propriedades mais
importantes envolvidas no fenémeno de adesdo e pode ser definida como atracao entre moléculas
apolares ou fracamente polares quando imersas em um meio aquoso (BUSSCHER;
WEERKAMP, 1987; VAN OSS; GIESE, 1995; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013;
ABDALLAH et al., 2014). Células bacterianas desenvolveram diversas maneiras para usar o
efeito hidrofébico com o objetivo de aderir a um substrato. Um micro-organismo pode aderir a
uma superficie via efeito hidrofébico se os sitios de ligacdo ao substrato possuem grandes
densidades de areas apolares (DOYLE, 2000). Em espécies de Staphylococcus, as areas
hidrofébicas sdo formadas por proteinas ligadas covalentemente a parede celular (HOGT;
DANKERT; FEJENMEYER, 1983; MEYER; GATERMANN, 1994; FOSTER et al., 2014).

Adesao inicial a superficie
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Forcasdevan Forcas de van der Forcas de van der Waals, interacoes
der Waals Waals e interagdes eletrostaticas, hidrofobicidade e

eletrostaticas interagoes especificas

Figura 2: InteragOes fisico-quimicas envolvidas com a adesdo inicial acordo com a distancia
entre a célula bacteriana e a superficie de adesdo. Fonte: BUSSCHER; WEERKAMP, 1987;
KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004; ARMENTANO et al. 2014.
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Embora essas interacfes ndo especificas iniciais sejam importantes, a adesdo estavel a
superficie depende de interagdes especificas entre as adesinas da parede celular dos micro-
organismos e macromoléculas do préprio ambiente. Esta adesdo é quase sempre mediada por
polimeros extracelulares. Apéndices celulares externos, como flagelos, fimbrias e pili, também
desempenham papel significativo na adesdo celular inicial, além de formarem pontes entre as
células e a superficie (MARSHALL; STOUT; MITCHELL, 1971; LAVERTY; GORMAN;
GILMORE, 2013; FOSTER et al., 2014). O contato com a superficie e a instalacdo microbiana, é
seguido pela fase de crescimento e divisao celular. Material extracelular é agregado fortalecendo
as ligacBes entre as células e a superficie. Dentro de dias a meses, a adesdo de outros micro-
organismos é facilitada, bem como a liberacdo de novos colonizadores capazes de formar novos
biofilmes, que se desprendem do biofilme maduro iniciando novo ciclo (Figura 3) (OTTO, 2008;
2009; 2013b).

Liberacdo de células

do biofilme
Maturacao ®)

Adesdo estavel a Adesao intercelular,

macromoléculas crescimento e
presentes sobre a divisdo celular
superficie

LD R —

FnBPs, CIfA, CIfB, Bbp PIA, Bap, SasG,

e outras MSCRAMMs FnBPs, Proteina A,

SasC

Figura 3: Dindmica da formag&o de biofilme em S. aureus. Na parte inferior da figura estéo
indicados 0s principais componentes bacterianos envolvidos em cada fase do processo de
formacéo de biofilme. FnBPs, Proteinas ligadoras de fibronectina; CIfA, CIfB, fator clumping A
e B, respectivamente; Bbp, proteina de ligacdo ao &cido sidlico 6sseo; MSCRAMMSs,
componentes microbianos de superficie que reconhecem moléculas da matriz do hospedeiro;
PIA, adesina intercelular polissacaridica; Bap, proteina associada ao biofilme; SasG, proteina G
de superficie de Staphylococcus aureus. Adaptado de Otto, 20009.
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Até recentemente, a formacdo de biofilme em espécies do género Staphylococcus era
essencialmente atribuida a producgéo da adesina intercelular polissacaridica (PIA). A PIA envolve
e conecta as celulas no biofilme e sua producdo é o resultado da expressdo dos genes que
constituem o locus ica (ica, Intercellular adhesion), o qual compreende o operon icaADBC e 0
gene regulatério icaR (Figura 4b). O operon icaADBC codifica as proteinas IcaA e IcaD, N-
acetilglicosamina transferases responsaveis pela sintese da cadeia de N-acetilglicosamina; IcaC
parece estar envolvida no alongamento e consequente externalizacdo do polissacarideo crescente.
A proteina IcaB, é responsavel pela desacetilacao parcial da PIA, produzindo residuos carregados
positivamente essenciais para a ligacdo do polissacarideo a superficie e outras funcées bioldgicas
envolvidas na formagdo do biofilme (Figura 4) (O'GARA, 2007; OTTO, 2008; 2009;
LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013).
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Figura 4: Sintese da adesina intercelular polissacaridica (PIA). (A) A imagem evidencia o
processo de sintese (1), alongamento e exportacédo (2) e desacetilagdo da cadeia polissacaridica
(3). (B) Estrutura do locus ica em espécies do género Staphylococcus. Os reguladores de
viruléncia SigB, SarA e LuxS tém acdo importante sobre a expressdo desse locus. Sombras
verdes representam cargas negativas enquanto as azuis cargas positivas. C, grupo carboxila; N,
grupo amina. Adaptado de Otto, 2009.
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Apesar da importancia da PIA, hoje é reconhecido a participacdo de outras proteinas de
superficie associadas com a formacédo de biofilme, o que tem se tornado cada vez mais relevante
em amostras clinicas de MRSA. Neste contexto, varios estudos tém relatado a participacdo de
proteinas da parede celular, tais como a proteina associada ao biofilme (Bap) (CUCARELLA et
al. 2001); a proteina G de superficie de Staphylococcus aureus (SasG) (GEOGHEGAN et al.,
2010); as proteinas ligadoras de fibronectina dos tipos A e B (O'NEILL et al., 2008; VERGARA-
IRIGARAY et al., 2009; MCCOURT et al., 2014); a proteina A quando expressa em niveis
elevados (MERINO et al., 2009) e a proteina C de superficie de Staphylococcus aureus
(SCHROEDER et al., 2009).

O primeiro exemplo de uma proteina de superficie capaz de mediar a producdo de
biofilme foi a Bap, cuja funcdo é mediar a fixacdo as superficies abioticas e a adesao intercelular
(CUCARELLA et al. 2001; LASA; PENADES, 2006). Até 0 momento, a presenca da Bap tem
sido descrita somente em amostras de S. aureus isoladas de mastite bovina (CUCARELLA et al.,
2004; DARWISH; ASFOUR, 2013). O segundo exemplo foi a proteina SasG, muito semelhante
a proteina associada a acumulacdo (Aap, accumulation associated protein) de S. epidermidis.
Essa proteina esta envolvida na adesdo as células epiteliais descamadas e sua hiperexpressao
induz a formacdo de estruturas fibrilares de varias densidades sobre a parede celular, envolvidas
no processo de formacéao de biofilme (GEOGHEGAN et al., 2010; GRUSZKA et al., 2012). Para
algumas amostras de HA-MRSA, a fase de acimulo do biofilme é mediada por proteinas
ligadoras de fibronectina (FnBPs). As FnBPs sdo proteinas multifuncionais que promovem a
ligacdo das células bacterianas ao fibrinogénio, elastina e fibronectina, o que é extremamente
importante em pacientes submetidos a utilizacdo de dispositivos médicos invasivos, rapidamente
recobertos por essas proteinas (O'NEILL et al.,, 2008; O'NEILL et al., 2009; VERGARA-
IRIGARAY et al., 2009; MCCOURT et al., 2014). A hiperexpressdo da proteina A em amostras
com sistema agr quorum sensing disfuncional também parece contribuir com o processo de
formacéo de biofilme (MERINO et al., 2009). Mais recentemente, a proteina SasC foi descrita
como um fator envolvido na agregacéo de celulas e na formacdo de biofilme em algumas cepas
de S. aureus (SCHROEDER et al., 2009).

Fica claro a partir de evidéncias epidemioldgicas que o biofilme de S. aureus desempenha
um papel importante nas doengas infecciosas, com destaque para aquelas de corrente sanguinea e

trato urinario, devido a sua habilidade de colonizacdo e multiplicacdo em dispositivos médicos
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invasivos (CHATTERJEE et al., 2014; DONELLI; VUOTTO, 2014). O tratamento de infec¢Oes
associadas aos biofilmes é especialmente problematico, uma vez que utilizando uma variedade de
mecanismos, bactérias em biofilmes podem ser de 10 a 1000 vezes mais resistentes a um
antibidtico quando comparadas as mesmas células plancténicas (MAH; O'TOOLE, 2001;
GIRARD et al., 2010; HENGZHUANG et al., 2011). Além dessa dificuldade, a frequéncia
crescente de resisténcia aos antibidticos entre as bactérias formadoras do biofilme torna o
tratamento ainda mais dificil (KWON et al., 2008).

Embora a relacdo entre a formacéo de biofilme e diferentes fenotipos de S. aureus ainda
ndo esteja devidamente caracterizada, sabe-se que esse processo é controlado por reguladores
globais de viruléncia tais como SigB, LuxS, SarA (SarA, staphylococcal acessory regulator) e
agr quorum sensing (agr, acessory gene regulator) (VALLE et al., 2003; CEGELSKI et al.,
2008; OTTO, 2008; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013). O locus agr é um agrupamento
de genes com atividade de quorum sensing, constituido por dois operons divergentes, controlados
pelos promotores P2 e P3, que regulam a expressdo de varios fatores de viruléncia (Figura 5). O
operon cujo promotor é o P2 codifica quatro proteinas (AgrA, AgrB, AgrC e AgrD) enquanto o
operon com promotor P3 codifica a molécula efetora do sistema agr (RNAIII). Os produtos dos
genes agrB e agrD, respectivamente as proteinas AgrB e AgrD, formam o peptideo auto-indutor
(AIP). AgrC é uma proteina transmembranica com receptor para AIP. Quando a densidade
celular bacteriana critica € atingida, altas concentracfes do AIP se ligam ao receptor AgrC,
resultando na sua ativacdo e subsequente fosforilacdo de AgrA. Fosforilada, AgrA induz os
promotores P2 e P3, ativando a transcricdo das proteinas ja descritas e, particularmente, do
RNAIIL. O RNAIII atua como fator de transcri¢cdo de diversos genes de viruléncia e parece ter
duas funcgdes: a regulacdo negativa de genes que codificam as proteinas associadas ao processo
de colonizacdo e a regulacdo positiva de genes que codificam exoproteinas bacterianas associadas
com o dano celular do hospedeiro. A regulacdo negativa e positiva dos genes envolvidos nos
processos descritos promove o estabelecimento e desenvolvimento de infec¢cbes por MRSA
(GEORGE; MUIR, 2007; CEGELSKI et al., 2008; ARYA; PRINCY, 2013; LAVERTY,;
GORMAN; GILMORE, 2013)
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Figura 5: Estrutura e fungéo do locus agr. Adaptado de Cegelski, 2008.

Amostras de S. aureus podem ser divididas em quatro grupos agr (agrl, I1, 11l e IV) com
base no polimorfismo dos genes agrC e agrD (SHOPSIN et al., 2003). Embora muitos trabalhos
estabelecam a relacéo entre o tipo de agr com a viruléncia e producdo de biofilme, a maioria dos
resultados foi obtido com cepas controle, em diferentes sistemas de crescimento, estatico ou
dindmico (PRATTEN et al, 2001; SHENKMAN et al, 2002; YARWOOD et al, 2004), e apenas
poucos trabalhos investigaram a associacdo entre o tipo de agr, sua funcionalidade e a capacidade
de formagdo de biofilmes em amostras clinicas (VUONG et al., 2000; VUONG et al., 2003;
CAFISO et al., 2007; FERREIRA et al., 2013; INDRAWATTANA et al., 2013; LIM et al.,
2013).

Além dos genes responsaveis pela sintese de proteinas, o papel das sequéncias de insercao
na viruléncia e produgéo de biofilme tem sido cada vez mais estudado. Trabalhos recentes tém

demonstrado que o0 genoma do S. aureus contém diversas copias de sequéncias de inser¢édo, como
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a 15256, que tem sido associada a producdo de biofilme (KWON et al., 2008; LIM et al., 2013).
A 1S256 é comum em cepas hospitalares de MRSA e foi inicialmente descrita como a regiéo
flanqueadora do transposon Tn4001 responsavel por mediar resisténcia aos aminoglicosideos
(LYON et al., 1987). Entretanto, esse elemento também ocorre em mdltiplas copias
independentes no genoma bacteriano (LI et al., 2011; COSTA et al., 2013; SCHREIBER et al.,
2013). Estudos prévios tém relatado a insercdo desse elemento mdvel em genes como agrC com
consequente disfuncdo do sistema agr quorum sensing (KWON et al., 2008; MCEVOQY et al.,
2013). Cepas de S. aureus com sistema agr disfuncional parecem diminuir a producdo de
proteases extracelulares responsaveis pela digestdo da matriz extracelular do biofilme, diminuir a
expressdo da d-toxina (proteina que atua como surfactante e limita a capacidade de agregacdo em
biofilmes), além de superexpressar proteina A e as FnBPs (VERGARA-IRIGARAY, 2009).

Os estudos sobre a epidemiologia de S. aureus, incluindo prevaléncia, viruléncia das
cepas, resisténcia aos antimicrobianos e mecanismos de adaptacdo ambiental, como a formagéo
de biofilmes, podem contribuir efetivamente com o controle desse micro-organismo. Por essa
razdo, varios sistemas de vigilancia epidemiologica tém incorporado técnicas de tipagem
molecular com objetivo de incluir informacBes adicionais Uteis ao melhor entendimento da
patogenicidade, propagacdo e trajetoria evolucionaria de micro-organismos com potencial de
disseminacéo no ambiente hospitalar.

Métodos de tipagem molecular, como Pulsed Fiel Gel Electrophoresis (PFGE) e
Multilocus Sequence Typing (MLST), sdo fundamentais para determinar se 0S organismos
epidemiologicamente relacionados sdo também geneticamente relacionados, além de auxiliar na
deteccdo de surtos, na identificacdo da transmissdo cruzada e fontes de infec¢do, como também
no monitoramento e controle das infec¢des relacionadas a assisténcia a saude. O método de
PFGE tem sido amplamente utilizado para classificacdo dos isolados em linhagens clonais e é
descrito em diversos estudos de epidemiologia molecular, considerando o seu alto poder
discriminatorio, tipabilidade e reprodutibilidade (GOERING, 2010). O método de MLST envolve
0 sequenciamento de genes housekeeping e, a partir da designacéo de perfis alélicos, a definicéo
dos tipos sequenciais e dos respectivos complexos clonais de patdgenos de interesse clinico
(ENRIGHT et al., 2000; FEIL et al., 2004).

A maioria das infec¢des hospitalares causadas por MRSA em todo 0 mundo s&o derivadas
de uma entre cinco linhagens importantes, pertencentes aos complexos clonais (CC): 5, 8, 22, 30
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e 45. Dados de vigilancia coletados entre 1994 e 2000 identificaram cinco clones predominantes
(Brasileiro, Ibérico, Hungaro, Pediatrico e Nova lorque/Japdo) pertencentes a esses complexos
clonais. Esses clones representavam quase 70% dos isolados de MRSA em todo o mundo
(RODRIGUEZ-NORIEGA,; SEAS, 2010). No Brasil, desde o primeiro relato em 1994 (SADER
et al., 1994), o clone brasileiro (ST239-SCCmec tipo I11) vem sendo isolado em hospitais de todo
pais além de ja estar disseminado em outros lugares do mundo (OLIVEIRA et al., 2001;
RODRIGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010; ROSSI, 2011; DABUL; CAMARGO, 2013). Foram
identificadas diversas variantes genéticas do clone brasileiro, que em conjunto sdo conhecidas
como complexo clonal epidémico brasileiro (BECC). A patogenicidade do BECC é resultante da
sua multirresisténcia, capacidade de adesdo e invasao de células epiteliais humanas, producdo de
toxinas, além da habilidade de formar biofilmes (AMARAL et al., 2005; SOUZA et al., 2009;
RODRIGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010). Por essa razdo, estudos utilizando estas técnicas
moleculares para esclarecimento de questdes relevantes, como a caracterizacdo génica dos clones

epidémicos de alto risco associados a formacao de biofilme sdo extremamente relevantes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

e Investigar a producdo de biofilme por cepas clinicas de MRSA carreando os tipos de
SCCmec mais comuns (SCCmecll, Il e 1V) e sua relacio com a resisténcia

antimicrobiana, os genes de viruléncia e o perfil clonal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a capacidade de adesdo e producdo de biofilme em cepas clinicas de MRSA
carreando SCCmec dos tipos I, Il e 1V.

e Avaliar a relacdo entre multirresisténcia e producéo de biofilme.

¢ Avaliar o grau de hidrofobicidade da parede celular e sua relacdo com a adesao inicial e a
formacéo de biofilme em cepas clinicas de MRSA.

e Investigar a presenca dos genes da adesina intercelular polissacaridica (icaA e icaD), fator
clumping A (clfA), proteina de ligacdo ao acido sialico 6sseo (bbp), proteina ligadora de
fibronectina do tipo B (fnbB), proteina associada ao biofilme (bap) e proteina C de
superficie de Staphylococcus aureus (sasC).

e Determinar o tipo de agr (agrl, II, 1l e V) de cada cepa.

e Determinar a presenca de marcadores genéticos de risco para producdo de biofilme em
cepas fortemente produtoras.

e Investigar a expressdo da adesina intercelular polissacaridica em amostras fortemente
produtoras de biofilme através do teste de hemaglutinacdo e a constituicdo do biofilme
através do tratamento com proteinase K e metaperiodato de sodio.

e Determinar a relacdo clonal entre as linhagens produtoras e ndo produtoras de biofilme

por eletroforese em campo pulsado (PFGE)
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS BACTERIANAS

As amostras utilizadas no estudo foram selecionadas a partir de uma colegédo recuperada
de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-
UFU) no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008, previamente tipadas quanto ao
SCCmec e gentilmente cedidas pela Professora Dra. Karinne Spirandelli Carvalho Neves. A
identificacdo e os testes de resisténcia aos antimicrobianos foram realizados pelo Laboratério de
Microbiologia do HC-UFU, utilizando o sistema automatizado VITEK 2® (bioMérieux)
conforme descrito abaixo. As caracteristicas epidemioldgicas das amostras utilizadas no estudo
sdo apresentadas na Tabela 1. As linhagens controle utilizadas no estudo estdo descritas na
Tabela 2.

Tabela 1: Caracterizacao epidemioldgica das amostras utilizadas no estudo quanto ao tipo de SCCmec,
origem, sitio de infec¢do, unidade de internacédo e evolucéo clinica do paciente infectado

Amostras STcl:Fé?rr?eec Origem Sitio de Infeccéo Unidade de Internagdo Evolugéo
SAII68 [ IRAS! Sangue Clinica Médica Obito
SAII207 I IRAS Sangue UTI? Neonatal Obito
SAII376 I IRAS Sangue Moléstia Infecciosa Alta
SAII397 I IRAS Sangue Clinica Médica Obito
SAII483 Il IRAS Sangue Clinica Cirurgica Obito
SAIlI06 I IRAS Sangue Clinica Médica Obito
SAIII29 i IRAS Ferida Operatodria UTI Adulto Obito
SAIlI32 I IRAS Sangue Unidade de Queimados Alta
SAINI108 I IRAS Ferida Operatdria Pronto Socorro Alta
SAIII156 i IRAS Ferida Operatdria Clinica Cirurgica Alta
SAIV70 v IRAS Pulméo UTI Adulto Alta
SAIV321 v IRAS Sangue Pediatria Alta
SAIV333 v IRAS Sangue UTI Neonatal Alta
SAIV495 v IRAS Sangue Moléstia Infecciosa Alta
SAIV533 v IRAS Ferida Operatdria Pronto Socorro Alta

'IRAS, Infeccdo relacionada & assisténcia & sadde; “UTI, Unidade de Terapia Intensiva
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Tabela 2: Linhagens controle utilizadas em cada experimento

Linhagem - controle Experimento
Staphylococcus aureus N315 PCR para 0s genes icaA, icaD, agrll
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Biofilme, PCR para os genes bbp, clfA, agrlll, sasC
Staphylococcus aureus NCTC 8325 PCR para o gene fnbB

3.1.1. Identificacdo das espécies

As amostras bacterianas utilizadas no estudo foram identificadas pelo Laboratorio de
Microbiologia do HC-UFU através do sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux). As culturas
testes foram suspensas em solucdo salina 0,45% com objetivo de obter uma suspensdo com
turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de McFarland utilizando turbidimetro. Em
seguida, os cartBes foram inseridos no aparelho e cada teste bioquimico foi preenchido, selado e
incubado. Durante o periodo de incubacdo (7-10 horas) os cartdes foram lidos a cada 15 min
através de um sistema Optico de transmitancia usando diferentes comprimentos de onda no
espectro visivel. Os resultados foram analisados pelo software do aparelho através de algoritmos
e reportados automaticamente.

As cepas bacterianas identificadas foram preservadas a -20°C em caldo Brain Heart

Infusion (BHI) acrescido de 15% de glicerol.
3.1.2 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de diluicdo em
gel, através do sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux), no Laboratério de Microbiologia
do HC-UFU. As culturas teste foram suspensas em solucdo salina 0,45% com objetivo de obter
uma solugdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de McFarland e em seguida,
diluidas conforme as recomendacgdes do fabricante. Os cartdes foram inseridos no aparelho e
automaticamente preenchidos com as suspensdes bacterianas. No cartdo, os antimicrobianos séo
encontrados em duas a quatro concentracfes diferentes. Cada po¢o com o antibidtico teste foi
avaliado automaticamente a cada 15 minutos durante 18 horas de maneira a gerar uma curva de

crescimento e, por comparacdo com um controle, a concentracdo inibitoria minima (CIM) de
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cada antibidtico foi estimada. Esse calculo foi realizado com um algoritmo especifico para cada
antimicrobiano.

Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: Benzilpenicilina, Oxacilina,
Ciprofloxacina, Eritromicina, Clindamicina, Gentamicina, Vancomicina, Tetraciclina,

Rifampicina, Sulfametoxazol/Trimetoprima.

3.2. TECNICAS MOLECULARES

3.2.1. Extracao de DNA das cepas de Staphylococcus aureus

O DNA genbmico das amostras bacterianas foi extraido utilizando o kit comercial
QlAamp DNA mini kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as instrucfes do fabricante.

As amostras de MRSA foram cultivadas em agar BHI a 37°C por 24 horas. Duas a trés
coldnias bacterianas de cada amostra foram ressuspendidas em 500uL de &gua ultrapura e
centrifugadas por 10 minutos a 5000xg (7.500rpm). O pellet bacteriano foi ressuspendido em 180
uL da solugdo de lisozima (20 mg/mL de lisozima; 20mM Tris-HCI, pH8,0; 2mM EDTA,; 1,2%
Triton) e incubado por 30 minutos a 37°C. Ap6s o periodo de incubagdo, adicionou-se a cada
tubo 20 uL de proteinase K e 200 pL do tampédo AL. Os tubos foram homogeneizados e a mistura
incubada a 56°C por 30 minutos e, em seguida, por mais 15 minutos a 95°C e entdo centrifugada
brevemente para remocdo de goticulas formadas na tampa. 200uL do tampdo AL foram
adicionados a cada tubo e a mistura foi novamente homogeneizada e incubada a 70°C por 10
minutos. A solucdo foi centrifugada brevemente, adicionou-se 200ulL de etanol (96-100%) e
homogeneizou-se por vortex por 15 segundos seguido de outra centrifugacgéo breve.

A mistura foi aplicada a coluna Mini spin QlAamp e centrifugada a 6000xg (8.000rpm)
por Iminuto. A coluna foi transferida para um tubo limpo e o contetdo filtrado foi descartado.
Adicionou-se a coluna 500uL de tampdo AWL1 e centrifugou-se a 6000xg (8.000 rpm) por
I1minuto. A coluna foi novamente transferida para outro tubo descartando o filtrado. 500uL de
tampdo AW2 foi entdo adicionado seguido de centrifugacdo a velocidade maxima (20.000xg;
14.000 rpm) por 3minutos. O filtrado foi descartado e uma outra centrifugagéo foi realizada a
velocidade maxima por 1 minuto com objetivo de se eliminar totalmente a contaminagcdo com o
tampdo AW?2.
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Para a eluicdo do DNA a coluna foi transferida a outro tubo, adicionou-se 100uL de
tampéo AE (tampdo de eluicdo) e incubou-se a temperatura ambiente por 1minuto. Em seguida, a
coluna foi centrifugada a 6000xg (8.000rpm) por 1minuto. O processo foi repetido, adicionando-
se 100uL de tampao AE prolongando a incubagdo por 5 minutos seguindo-se outra centrifugacéo.

O DNA extraido foi entéo conservado a -20°C até a utilizag&o.

3.2.2 Multiplex PCR para deteccao do gene mecA e identificacdo dos tipos de SCCmec

A presenca do gene mecA e o tipo de SCCmec foram confirmados para todas as cepas
utilizadas nesse estudo através de PCR multiplex conforme descrito por Kondo et al. (2007). A
técnica consiste de duas PCR multiplex: M-PCR1, que amplifica genes dos cinco tipos de ccr; e a
M-PCR2 que detecta as classes do gene mec. Na Tabela 3, estdo descritas as sequéncias dos
primers utilizados, o tamanho dos amplicons e a especificidade para cada tipo de SCCmec.

A reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 50uL utilizando os seguintes
reagentes: 10 ng de DNA bacteriano, tampéo da Taq 1X, Mix dNTP a 0,2mM, RED Taq® DNA
Polimerase (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) com MgCl, a 0,05U/uL, 0,5uM de cada primer e
agua ultrapura estéril para completar a reacdo. A amplificacdo foi realizada no termociclador
Eppendorf Mastercycler, programado de acordo com as seguintes etapas: pré-desnaturacdo a
94°C/2min, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo (94°C/2 min); anelamento (57°C/60s para M-
PCR1 e 60°C/60s para M-PCR2), extensdo (72°C/2min) e extensao final (72°C/2min).

A eletroforese foi realizada a 100V por cerca de 60 minutos em agarose 3% preparada em
TBE 0,5X. O gel foi corado com SYBR® Safe (Invitrogen, Brasil) e entéo fotografado utilizando

o sistema de fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).
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Tabela 3: Sequéncias dos primers utilizados na reacdo de PCR para identificagdo dos tipos de SCCmec e
variantes.

Produto
Primer Sequéncias (5'-3") Gene Alvo amplificado
(pb)
M-PCR1
mA1L TGCTATCCACCCTCAAACAGG
A (MAL-MA2 2
mA2 AACGTTGTAACCACCCCAAGA mecA (mAL-mA2) 86
al AACCTATATCATCAATCAGTACGT cerd l-cerB (al-fe) 695
a2 TAAAGGCATCAATGCACAAACACT cerd2-cerB (a2-fc) 937
a3 AGCTCAAAAGCAAGCAATAGAAT cerd3-ccrB (a3-fc) 1,791
e ATTGCCTTGATAATAGCCITCT
ad.2 GTATCAATGCACCAGAACTT
4.2 TTGCGACTCTCTIGGCGTTT ccrA4-ccrB4 (04.2-4.2) 1,287
JR CCTTTATAGACTGGATTATICAAAATAT 518
VF CGTCTATTACAAGATGTTAAGGATAAT Py
M-PCR2
mi6 CATAACTTCCCATTCTGCAGATG mecA-mecl (MA7-ml6) 1,963
157 ATGCTTAATGATAGCATCCGAATG mecA-1S1272 (MA7-157) 2827

IS2(iS-2)  TGAGGTTATTCAGATATTTCGATGT

mA7  ATATACCAAACCCGACAACTACA MecA-IS431 (mAT-IS2 [1S-2]) 804

3.2.3 Multiplex PCR para detec¢ao do grupo agr

A reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo dos alelos agr foi realizada de acordo
com o protocolo descrito por Shopsin et al. (2003) usando as sequéncias de primers descritas na
Tabela 4. A reacdo foi preparada para um volume final de 25uL utilizando os seguintes
reagentes: 10 ng de DNA bacteriano, tampéo da Taq 1X, Mix dNTP a 0,2mM, RED Taq® DNA
Polimerase (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) com MgCl, a 0,05U/uL, 0,25uM de cada primer e
agua ultrapura estéril para completar a reacdo. A amplificacdo foi realizada no termociclador
Eppendorf Mastercycler, sob as seguintes condic¢fes: desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos,
25 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 60 segundos, anelamento a 58,4°C por 60 segundos,
extensdo a 72°C por 60 segundos e extensdo final a 72°C por 4 minutos. Com 0 objetivo de
distinguir produtos amplificados de tamanho similar, duas reagdes duplex foram realizadas para
cada isolado, a primeira usando os primers pan-agr, agrl e agrll e a segunda usando os primers

pan-agr, agrlll e agriV.
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A eletroforese foi realizada a 100V por cerca de 60 minutos em agarose 1,5% preparada

em TBE 0,5X. O gel foi corado com SYBR® Safe (Invitrogen, Brasil) e entdo fotografado

utilizando o sistema de fotodocumentacgéo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).

Tabela 4: Sequéncias dos primer sutilizados nas reacdes de PCR para identificagcéo dos alelos agr

Produto

Primer Sequéncias (5'-3") Gene Alvo amplificado

(pb)
pan-agr ATGCACATGGTGCACATGC - -
agr | GTCACAAGTACTATAAGCTGCGAT agrD (alelo agrl) 440
agr 1l GTATTACTAATTGAAAAGTGCCATAGC agrC (alelo agrll) 572
agrlll  CTGTTGAAAAAGTCAACTAAAAGCTC agrD (alelo agrlll) 406
agrlv. CGATAATGCCGTAATACCCG agrC (alelo agrlV) 588

3.2.4 Deteccao dos genes associados a formacao de biofilme

A deteccdo dos genes associados com a producdo de biofilme em S. aureus foi realizada
de acordo com os protocolos descritos por Martin-Lopez et al. (2004) para o gene icaA; Arciola,
Baldassarri e Montanaro (2001) para o gene icaD; Cucarella et al. (2001) para o gene da proteina
associada ao biofilme (bap); Tristan et al. (2013) para os genes do fator clumping A (clfA),
proteina de ligagcdo ao acido sialico dsseo (bbp) e proteina ligadora de fibronectina do tipo B
(fnbB); Gu et al. (2005) para a sequéncia de insercdo 15256 e Schroeder et al. (2009) para o gene
da proteina C de superficie de Staphylococcus aureus.

Em todos os casos, a reacdo foi preparada para um volume final de 25uL utilizando os
seguintes reagentes: 10 ng de DNA bacteriano, tampédo da Tag 1X, Mix dNTP a 0,2mM, RED
Taq® DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) com MgCl, a 0,05U/uL, 0,5uM de
cada primer e agua ultrapura estéril para completar a reacdo. As condi¢bes de amplificacdo, a
sequéncia dos primers utilizados e o tamanho do produto amplificado de cada gene estdo
descritas na Tabela 5.

A eletroforese foi realizada a 100V por cerca de 60 minutos em agarose 1,5% preparada
em TBE 0,5X. O gel foi corado com SYBR® Safe (Invitrogen, Brasil) e entdo fotografado

utilizando o sistema de fotodocumentagdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia, Brasil).
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Tabela 5: Sequéncia dos primers, condi¢cGes de amplificacdo e tamanho do produto amplificado nas reacdes de PCR para identificacdo dos
genes associados a formacéo de biofilme em S. aureus

Produto
Gene alvo Primer Sequéncias (5'-3") Condicdes da reacéo Amplificado
(pb)
icaA - Adesina intercelular 1C2AS AAACTTGGTGCGGTTACAGG ggsc 5-75°le_n;3%2 cn7czlgé: ?44(;3-_ o
polissacaridica icaA-E TCTGGGCTTGACCATGTTG 72°C - 10 min

) 94°C - 5 min; 30 ciclos: 94°C -
icaD1 ATGGTCAAGCCCAGACAGAG 30s, 55°C - 30s, 72°C - 30s:

icaD - Adesina intercelular Pausa na reacdo/ Adicdo de Taq 198
polissacaridica ) DNA polimerase; 20 ciclos 94°C
icaD2 CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA - 30s, 55°C - 30s, 72°C - 30s:

72°C -2 min

bap - Proteina associada bap F CCCTATATCGAAGGTGTAGAATTG ggsc 5-7§le_n;33(’)2 CI7CZIO€3 5?4 7?33-' 671
ao biofilme bap R GCTGTTGAAGTTAATACTGTACCTGC 720’(: L3 i ’ ’
_ CLFA-1 ATTGGCGTGGCTTCAGTGCT 94°C - 5 min; 25 ciclos: 94°C -

ClfA - Fator clumping A ) £ 5 CGTTTCTTCCGTAGTTGCATTTG ng’c ?610Cm;n605, 12°C - 60s; 292

bbp -_Protgjr!a dg ligacao BBP-1 AACTACATCTAGTACTCAACAACAG ggSC 5-2§le-n;6%)55 CI702|02: 5?4 6((3)5-' -
ao acido sialico 6sseo BBP-2 ATGTGCTTGAATAACACCATCATCT 720’(: 0 ’ ’

fnbB - Proteina ligadorade "NBB-1 GTAACAGCTAATGGTCGAATTGATACT ggsc 5-65°Cm|_n;6%i cn;:zlgsé: ?46%3-_ e
fibronectina do tipo B FNBB-2 CAAGTTCGATAGGAGTACTATGTTC 720’(: - 10 min ’ ’

15256 - Sequ &ncia de IS256F AGTCCTTTTACGGTACAATG ggSC 5-541le_n;3%55 CI702|02: 934 6((3)5-' 26
insercdo 256 IS256R TGTGCGCATCAGAAATAACG 72°C - Amin ’

sasC - Proteina de CHsasClfor ~GCAACGAATCAAGCATTGG 2386 5—45°le_n;3?62 cn;:zlgé: 934 6%; 450
superficie SasC CHsasClrev TGACAGCACTTCGTTAGG ’ ’ ’

72°C - 10 min
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3.2.5 Tipagem molecular pela técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

O protocolo experimental utilizado nesse estudo para tipagem molecular pela técnica de
PFGE foi formulado a partir das metodologias propostas por Goering (2010) e McDougal et al.
(2003).

Uma Unica coldnia de cada amostra teste de S. aureus foi inoculada em 3 mL de caldo
TSB e incubada overnight (16-18 horas) a 37° C, sob agitacdo vigorosa a 200 rpm. Apds o
periodo de incubacdo, a medida da densidade Optica da suspensdo bacteriana resultante foi
ajustada para 0,9 a 1,10 (ODg4onm). Uma aliquota de 200 pL da suspensdo celular foi transferida
para um tubo eppendorf, centrifugada a 12.000xg, 4°C por 2 minutos e o sobrenadante
completamente descartado.

O pellet foi gentilmente ressuspendido em 200 pL do tampéo de lise - EC (6mM Tris HCI,
1 M NacCl, 100 mM EDTA, Brij 58 0,5%, deoxicolato de sodio 0,2%, lauril sarcosinato de sodio
0,5%). Imediatamente, 200 uL de agarose low melting point (Ludwig Biotecnologia, Brasil) 2%
(p/v) preparada em tampdo EC e previamente equilibrada a 55°C foram adicionadas a suspensao
celular, seguido por 30 uL de lisostafina (solugdo estoque a 1 mg/mL em 20 mM de tampdao
acetato de sédio [pH 4,5] [L-7386, Sigma Aldrich, Estados Unidos). A solucdo foi rapidamente
homogeneizada, dispensada em moldes e mantida a temperatura ambiente por aproximadamente
15 minutos até a solidificacéo.

Os blocos de agarose foram removidos e transferidos para tubos contendo 10 mL de
tampdo EC e incubados a 37° C, sob leve agitacdo (50 rpm), durante 1 hora. Apds a incubacéo, o
tampdo EC foi substituido por tampéo Tris-EDTA (TE, 10 mM Tris HCI, 1 mM EDTA [pH 8,0])
e 0s tubos novamente incubados a 55°C, sob agitacdo a 50 rpm por 1 hora. O TE foi entéo
descartado, substituido por uma nova solucédo do tampdo e os tubos incubados overnight, a 37° C,
sob agitacdo a 50 rpm. A etapa de lavagem se repetiu por pelo menos mais 2 vezes, a 37° C, sob
agitacdo a 50 rpm durante 1 hora cada. Os blocos foram entdo estocados a 4° C, em tampéo TE,
até a digestdo enzimatica.

Para digestdo do DNA, uma pequena parte do bloco de agarose (~2 mm) foi incubada em
40 pL da solugdo tampao da enzima Smal 1X (Ludwig Biotecnologia, Brasil) e mantida a 25° C
por 2 horas. Essa solucdo foi desprezada, e uma nova solucdo acrescida de 30 U da enzima de
restricdo Smal foi adicionada em cada tubo. A reacgéo foi incubada a 25° C por 10 horas.
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A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1% (Agarose Campo Pulsado, Agargen,
Brasil) preparado em TBE 0,5X. Os blocos de agarose ja digeridos foram dispostos no pente e o
peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker, New England Biolabs) carregado diretamente nos
pocos somente apos a solidificacdo do gel. A corrida eletroforética foi realizada no aparelho
CHEF DR®III (BioRad, Estados Unidos), utilizando-se a solucdo tamponante TBE 0,5X, nas
seguintes condigdes: pulso inicial de 5 segundos e final de 40 segundos, angulo de 120°, 200 V
(6V/cm), a temperatura de 12° C durante 21 horas. Apds a eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etidio 1ug/mL sob leve agitacdo por 45 minutos, e descorado em agua destilada pelo
mesmo periodo de tempo.

O perfil eletroforético de macrorrestri¢do foi analisado utilizando o software BioNumerics
versdo 5.01 (Applied Maths, Bélgica). A similaridade genética dos isolados foi determinada pelo
indice de similaridade de Dice e o dendrograma foi construido segundo o método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages). Isolados com similaridade genética
superior a 80% foram considerados do mesmo tipo clonal, os pardmetros de tolerancia e

otimizacdo foram de 1,25 e 0,5%, respectivamente.
3.3 ENSAIO DE ADESAO INICIAL E FORMAQAO DE BIOFILME

Os ensaios de adesdo inicial e formagéo de biofilme foram realizados de acordo com o
protocolo proposto por Cassat et al. (2004), com modificagdes conforme descrito abaixo. Todos
os experimentos foram realizados em pelo menos trés ensaios independentes. Como controle
positivo foi utilizada a cepa padréo S. aureus ATCC 25923, produtora de biofilme. O meio de

cultura puro, sem in6culo bacteriano, foi utilizado como controle negativo nos ensaios.
3.3.1 Preparacéo do indculo bacteriano

Uma col6nia bacteriana de cada amostra teste de S. aureus foi inoculada em 20mL de
caldo TSB (Tripticase Soy Broth) e incubada a 37°C, durante 18 horas, sob agitacdo a 120 rpm. A
suspensao celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada duas vezes em
solucéo salina estéril (20 mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos) e utilizada nos ensaios de

adesdo e formacao de biofilme.
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3.3.2 Ensaio de adesdo a superficie inerte

A suspensdo celular de cada isolado contendo aproximadamente 10° células/mL foi
diluida para uma concentracéo celular de aproximadamente 10’ células/mL em TSB. 200 pL
dessa suspensdo de células foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96
pocos, 3 pocos para cada isolado testado. As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sob
agitacdo a 120 rpm. ApGs o periodo de adesdo, os pogos foram raspados por 90 segundos para
remocao das células aderidas (scrapping), diluicdes seriadas foram realizadas e as suspensfes

celulares plaqueadas em agar TSA para enumeracao das células.
3.3.3 Ensaio de formacéo de biofilme

A suspensdo celular de cada isolado contendo aproximadamente 10° células/mL foi
diluida para uma concentracéo celular de aproximadamente 10’ células/mL em TSB. 200 pL
dessa suspensdo de células foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96
pocos. Para os ensaios de quantificacdo de biomassa por cristal violeta, cada bactéria teste foi
inoculada em 8 pogos da placa, enquanto para 0s ensaios de enumeracdo de células do biofilme, 3
pocos foram inoculados com cada isolado. As placas foram incubadas por 24 horas a 37°C sob
agitacdo a 120 rpm.

Para quantificacdo da biomassa, os biofilmes foram lavados trés vezes com solucéo salina
estéril e, em seguida, 0s pocos preenchidos com metanol por 15 minutos para fixacdo do
biofilme. ApGs esse periodo, 0 metanol foi descartado e as placas secas em posi¢do invertida a
temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de uma solucdo de cristal violeta 1% foram
adicionados em cada poc¢o por 5 minutos. Os poc¢os foram entdo lavados vigorosamente com agua
destilada estéril e secos a temperatura ambiente. 200 pL de acido acético 33% foram adicionados
a cada pogo para solubilizar o corante. As microplacas foram incubadas por 10 minutos, 100 pL
da solucédo de cristal violeta solubilizado foram transferidos para novas placas e a absorbancia
avaliada em leitor de placas a 570 nm com acido acético 33% como branco.

Para quantificacdo das células do biofilme, os pogos foram raspados por 90 segundo para
remocao das células aderidas (scrapping). Dilui¢Oes seriadas realizadas e as suspensdes celulares

plaqueadas em &gar TSA para enumeracao das células.
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3.3.3.1 Classificacao do biofilme

A classificagdo das amostras testadas nas categorias de ndo produtor/fraco produtor,
moderado produtor e forte produtor de biofilme, foi realizada de acordo com os critérios descritos
por Stepanovic et al. (2007) (Tabela 6).

Tabela 6: Critério para classificacdo da producdo de biofilme

Valor médio da DO Producao de biofilme
DO,* < DO? ou DOc < DO, < 2x DO¢ Né&o produtor/Fraco produtor
2x DO, < DO;<4x DOc¢ Moderado produtor
DO, > 4x DOc Forte produtor

Valor de cutoff da densidade ética (DO): média da DO do controle negativo + 3x desvio padréo; DO,
do isolado; 2DOc do controle negativo.

34 AVALIACAO DE COMPONENTES DA TENSAO INTERFACIAL E
HIDROFOBICIDADE DA CELULA BACTERIANA ATRAVES DA MEDIDA DO ANGULO
DE CONTATO

Os parametros de hidrofobicidade da superficie da célula bacteriana foram avaliados
através da técnica de medida do angulo de contato de gota séssil, utilizando um gonidémetro
(OCA 15 Plus; Dataphysics, Alemanha) de acordo com o protocolo descrito por Sousa et al.,
(2009) com algumas modificagdes. Uma colbnia bacteriana de cada amostra teste de S. aureus foi
inoculada em 20mL de caldo TSB e incubada a 37°C, durante 18 horas, sob agitacdo a 120 rpm.
A suspensdo celular obtida pelo crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada duas vezes
em solucdo salina estéril (20 mL NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos). O pellet bacteriano foi
entdo ressuspendido em solucdo salina e depositado sobre um filtro de acetato de celulose com
poros de 0,45 um e 47 mm de diametro (Pall-Life Sciences, Estados Unidos) por filtracdo a
vacuo. Para uniformizar o contetdo de umidade, os filtros foram mantidos em Placas de Petri
contendo 1% de agar (p/v) e 10% de glicerol (v/v) por pelo menos 3 horas. Para a realiza¢éo das
medidas foram utilizados dois liquidos polares (agua e formamida) e um apolar (o-
bromonaftaleno), dos quais sdo conhecidos todos os valores dos componentes de tensdo

interfacial. O angulo de contato (6) formado por uma gota do liquido sobre a superficie teste é
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considerado o angulo entre o plano tangente a gota e a superficie onde o liquido encontra-se
depositado (Figura 6).

Figura 6: Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie teste. ys tensdo
interfacial do sélido; y.v, tensdo interfacial do liquido em equilibrio com o vapor; ysi, tensdo
interfacial superficie/liquido.

Foram realizadas a temperatura ambiente, para cada amostra bacteriana, ao menos 25
determinacbGes do angulo de contato para cada liquido de referéncia testado. A medida dos
angulos de contato permitiu o calculo dos parametros da tensdo interfacial e hidrofobicidade da
célula bacteriana utilizando a abordagem matematica proposta por van Oss (VAN OSS; GIESE,
1995; VAN OSS, 1997; BERNARDES, 2008) e descrita resumidamente a seguir.

(@ / 4 +a.,— —asT
(1+ cos@)y, " = 2y v +\Jyfvr +vori)

(Equacéo 1)

A equacdo de Young-Good-Girifalco-Fowkes (Equacgéo 1) relaciona o angulo de contato

(6) formado pelo liquido de referéncia sobre uma superficie solida com os componentes da tensao
interfacial do liquido (yi*%, yi*, yi’; ja conhecidos) e da superficie teste (no caso, a superficie
bacteriana). Na equacdo 1, y'°' é a tensdo interfacial total do liquido teste; y|"" é a tensdo
interfacial das forcas de interaces apolares de Lifshitz-van der Waals; y,* ¢ a tensdo interfacial
do componente aceptor de elétrons e y, € a tensdo interfacial do componente doador de elétrons
(y" e y sdo componentes das interacdo acido-base de Lewis). Os subscritos s e | indicam
superficie e liquido, respectivamente. Apds a medicdo do angulo de contato da superficie com
trés liquidos de polaridades diferentes, cujos parametros anteriormente mencionados séo
conhecidos, usando-se a equagdo 2 podem ser obtidos os valores das tensbes superficiais da

superficie testada (superficie bacteriana).
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A energia livre global de interacdo (AGiwi "

) entre moléculas da superficie (i) e a &gua
(w) (grau absoluto de hidrofobicidade), é calculada pelo somatério das componentes apolar
(AGiwi "V - interacBes de Lifshitz-van der Waals) e polar (AGiwi"® - interacBes acido base de
Lewis) da energia livre global de interacdo (Equacéo 2).

AGIOT = AGEV + AG 22

iwi iwi iwi
(Equacéo 2)

A componente apolar é determinada pela equacdo 3 enquanto a componente polar é

AG:";:V =—2(+/ 7’;LW - ?’iw ) (Equagdo 3)

AG2 ==a\yiv 7 e )

calculada pela equacéo 4.

(Equacéo 4)

Os componentes da tensdo interfacial dos liquidos utilizados no ensaio estdo descritos na
Tabela 7.

Tabela 7: Componentes da tenséo interfacial dos liquidos a 25°C utilizados no ensaio

Componentes de tensdo interfacial ( mJ/m?)

Liquido T N v v
a-Bromonaftaleno 44.4 44,4 0 0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58 39 2,28 39,6

y'°" tenséo interfacial total do liquido; y-"; tensdo interfacial das forcas de interacdes apolares de

Lifshitz-van der Waals; y", tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons; y', tensdo interfacial do
componente doador de elétrons.
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35 INVESTIGACAO DA EXPRESSAO DA ADESINA INTERCELULAR
POLISSACARIDICA E DA NATUREZA DA MATRIZ DO BIOFILME

3.5.1 Ensaio de Hemaglutinacédo

O ensaio de hemaglutinagéo foi realizado conforme protocolo descrito por Cerca et al.
(2005), com algumas modificacbes. Os eritrdcitos utilizados foram recuperados a partir de sangue
humano coletado com EDTA. Para recuperacdo das células, 5 mL de sangue foram adicionados
em 45 mL de solucdo salina e centrifugados duas vezes a 2500xg por 10 minutos para lavagem e
remocdo de componentes plasmaticos. 100 uL do pellet de células foram adicionados em 10 mL
de solucdo salina, obtendo uma suspensao de eritrdcitos a 1% para ser utilizada nos ensaios.

As amostras de S. aureus submetidas ao experimento foram cultivadas em 20 mL de caldo
TSB a 37°C, durante 18 horas, sob agitagdo a 120 rpm. A suspensdo celular obtida pelo
crescimento overnight (~10° células/mL) foi lavada duas vezes em solucdo salina estéril (20 mL
NaCl 0,9%, 7800 rpm, 10 minutos). Cinco dilui¢bes seriadas na razdo 1:2 (1:2, 1:4, 1:8, 1:16,
1:32) de cada suspensdo bacteriana foram adicionadas em placas de 96 poc¢os com fundo
redondo. Entdo, 100 pL da suspensdo de eritrocitos a 1% foram adicionados a cada pogo e
homogeneizados delicadamente com a pipeta. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
por 2 horas e a hemaglutinagdo avaliada macroscopicamente. Os resultados negativos para
hemaglutinacdo foram também avaliados microscopicamente. Todos 0s ensaios foram feitos em

duplicata em dois experimentos independentes.

3.5.2 Ensaio de estabilidade do biofilme frente ao tratamento com proteinase K e

metaperiodato de sodio

O ensaio de estabilidade do biofilme foi realizado de acordo com o protocolo descrito por
Chaignon et al. (2007), com algumas modificagdes. Os biofilmes foram formados em placas de
96 pocos conforme descrito anteriormente. Apds 24 horas de crescimento, 0 meio de cultura foi
removido, os pocos foram lavados duas vezes com solucdo salina estéril e, em seguida,
preenchidos com 200 pL de uma solucdo de proteinase K (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) na
concentracdo de 1 mg/mL em 20 mM de Tris (pH 7,5) e 100 mM de NaCl ou 200 pL de uma
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solucdo de metaperiodato de sodio (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) a 10 mM preparado em 50
mM de tampéo acetato de sodio (pH 4,5). As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C sem
agitacdo. Apos o tratamento, os biofilmes foram lavados com 200 pL de salina estéril, fixados
com metanol por 15 minutos e entdo corados com cristal violeta 1%. A absorbancia foi avaliada
em leitor de placas a 570 nm com &cido acético 33% como branco. O ensaio foi realizado
somente com as amostras fortemente produtoras de biofilme. Pocos tratados apenas com tampé&o
foram utilizados como controle. Pelo menos 8 pogos foram avaliados para cada amostra e agente

de tratamento, em dois ensaios independentes.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados usando o GraphPad Prism, versdo 5.01. Os
ensaios quantitativos foram comparados por meio de anélise de variancia simples (One way
ANOVA) ou pelo teste de Kruskal-Wallis, utilizando como po6s-testes os testes de comparacéo
maultipla de Holm-Sidak's, Bonferroni ou Dunn's, quando apropriado. Todos os testes foram
realizados com um nivel de confianca de 95%, sendo os resultados considerados significantes
quando P < 0,05.

3.7 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA
As amostras utilizadas nesse estudo, foram recuperadas durante a vigéncia do projeto

218/06 aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia
(ANEXO 1).
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO EPIDEMIOLOGICA DAS AMOSTRAS E PERFIL DE
RESISTENCIA

As caracteristicas epidemioldgicas das amostras utilizadas no estudo séo apresentadas na
Tabela 1. As amostras foram recuperadas de sangue (66,7%), ferida operatoria (26,7%) e pulméo
(6,6%) de pacientes internados no HC-UFU no periodo de setembro de 2006 a setembro de 2008.
Embora ndo tenha sido atribuida a mortalidade a infeccdo por MRSA neste estudo, 40% dos
pacientes evoluiram para 6bito, a maioria deles internados na unidade de clinica médica.

Os antibiéticos testados pelo sistema automatizado Vitek®2 foram aqueles utilizados nos
esquemas terapéuticos convencionais para casos de infeccdo por S. aureus. Baseado nos testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, quatro antibiotipos (R1-R4) foram identificados entre as
amostras resistentes a meticilina. Cinco cepas foram classificadas no antibiotipo R1 e seis no
antibiotipo R2, ambos classificados como MRSA multirresistentes (mrMRSA). Os outros
antibiotipos (R3 e R4) foram classificados como MRSA nao multirresistentes (nmMRSA). Todas
as amostras multirresistentes carrearam 0s SCCmec dos tipos Il e Ill, exceto uma amostra de
pulmao, também multirresistente, pertencente ao SCCmec do tipo IV. A maioria das amostras
multirresistentes foi isolada do sangue (70%). A tabela 8 evidencia a relacdo entre o perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, o tipo de SCCmec e o sitio de isolamento das 15 amostras

clinicas de MRSA usadas no estudo.
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Tabela 8: Relacao entre o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, o tipo de SCCmec e o sitio de isolamento
das 15 amostras clinicas de MRSA usadas no estudo

Antibiotipo Perfil de Resisténcia Ntmero (%Z;’I mostras Sitio de Infeccéo (N) SC-IC-:irFr)](()ege(N)
RL CricL e RIE STX (39 eidaopertorn O
2o 6 (40 maimio () VG
R3 PEN, MET, ERI 3 (20) Sangue (3) IV (3)

R4 PEN, MET 1(6,7) Ferida Operatoria (1) IV (1)

PEN, Penicilina; MET, Meticilina; GEN, Gentamicina; CIP, Ciprofloxacino; ERI, Eritromicina; CLI,
Clindamicina; TET, Tetraciclina; RIF, Rifampicina; STX, Sulfametoxazol/Trimetoprima

4.2 RELACAO ENTRE HIDROFOBICIDADE E CAPACIDADE DE ADESAO INICIAL DE
CEPAS CLINICAS DE MRSA

Com o objetivo de avaliar a associacdo entre a hidrofobicidade e a capacidade de adeséo
inicial de células de MRSA a uma superficie de poliestireno, os parametros de tensdo interfacial e
hidrofobicidade foram medidos. Conforme demonstrado na tabela 9, as 15 amostras clinicas de
MRSA estudadas apresentaram valores similares de angulos de contato para dgua, todos menores
do que 65°, variando de 16,6° (SAIII29) a 29,6° (SAIV70), o que é indicativo de uma superficie
hidrofilica. Estes valores foram muito semelhantes aos obtidos para a formamida, que também ¢é
um solvente polar, com valores entre 16,3° (SAII108) a 29,6° (SAI1483). Os angulos de contato
determinados usando o liquido apolar a-bromonaftaleno, evidenciaram variagdo entre as
linhagens com valor minimo de 48,5° (SAII376) e maximo de 89,1° (SAIV333). Além disso,
todas as amostras apresentaram valores positivos AGjy €, portanto, foram consideradas
hidrofilicas. Em relagdo aos componentes de tensdo interfacial, todas as células analisadas
mostraram, predominantemente, capacidade de doacdo de elétrons, com valores maiores do
parametro doador de elétrons (y-) em comparagdo com valores menores do parametro aceptor de

elétrons (y +). E também possivel estimar o caréter hidrofobico ou hidrofilico de superficies a
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partir dos componentes da tensdo interfacial. O componente polar de energia livre de superficie

doador de elétrons (y) pode ser um indicador semiquantitativo do grau de hidrofobicidade.
Valores de y” < 25,5 mJ/m? sdo indicativos de superficie hidrofobica (AZEREDO; OLIVEIRA,

2000). Mais uma vez, de acordo com os resultados, todas as células testadas sdo hidrofilicas por

apresentarem valores de y” superiores a esse limite.

Tabela 9: Média dos angulos de contato (em graus) da agua (0a), formamida (8), e o-
bromonaftaleno (0,.), componentes de tensdo interfacial e grau de hidrofobicidade (em
mJ/m?) da superficie celular de amostras clinicas de MRSA, diferenciadas individualmente e

de acordo com o tipo de SCCmec

Angulos de Contato + SD (°)

Componentes de tenséo

interfacial ( mJ/m?)

Amostras AGiyi
0a OF 0,8 v Y Y

SAIlI68 20,43+1,90 18,48+2,76 51,70+4,36 29,12 3,74 49,60 23,78
SAIlI207 25,39+4,91 19,95+2,34 48,49+2,15 30,69 3,29 46,07 20,97
SAII376 23,14+3,86 18,31+1,65 48,48+2,59 30,69 3,36 47,38 22,07
SAII397 21,47+2,81 22,19+3,07 52,88+2,86 28,54 3,49 50,59 25,36
SAII483 21,33+2,28 29,63+4,93 55,544,000 27,24 2,71 55,56 32,13
SAIII06 20,85+4,76 17,31+3,99 64,31+4,38 22,81 6,80 47,95 18,30
SAIlI29 16,59+3,48 17,32+1,55 56,64+4,32 26,66 4,66 51,64 24,21
SAIlI32 20,41+4,74 17,65+2,4 57,53+3,83 26,22 5,02 48,89 21,42
SAIII108 16,65+2,72 16,37+2,78 59,93+4,39 25,01 5,54 50,97 22,32
SAIlI156 18,58+4,82 18,43+3,35 61,32+4,17 24,31 5,68 50,44 21,75
SAIV70 29,55+4,67 19,97+2,89 64,22+4,87 2285 7,07 40,99 12,91
SAIV321 24,83+4,91 25,33+4,10 66,7445,97 21,60 6,20 48,53 19,62
SAIV333 20,39+2,53 20,89+3,38 89,06+4,86 11,47 15,10 48,32 5,57
SAIV495 23,84+3,57 17,65+2,21 63,83+4,87 23,05 6,84 45,56 16,52
SAIV533 21,58+43,98 21,55+2,65 63,58+4,79 23,18 5,90 49,47 20,75
Tipo de
SCCmec

I 22,12+3,58 21,25+4,88 50,12+3,83 29,90 3,19 49,67 24,80

1] 18,31+4,40 17,4+2,94 60,38+4,96 24,78 5,59 50,22 21,68

\Y; 23,77+5.04 20,92+3.99 66,58+7.88 21,67 7,01 4700 17,35

SD, desvio padrio; y-", tenséo interfacial das forcas de interacdes apolares de Lifshitz-van der
Waals; y*, tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons; y, tensdo interfacial do

componente doador de elétrons; AGiwi, grau de hidrofobicidade
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Todas as amostras de MRSA avaliadas foram capazes de aderir a uma superficie de
poliestireno ndo modificada (Fig. 7A), no entanto, a analise estatistica evidenciou que as cepas
que carreiam SCCmec Il apresentam taxas mais baixas de adesdo quando comparadas aquelas
carreando os SCCmec Il e IV (P <0,001). Embora diferencas tenham sido observadas entre as
amostras SCCmec Ill e IV (P <0,001), ambas mostraram melhor capacidade de adesdo em
relacdo as cepas com SCCmec Il (Fig.6B). Quando a avaliagéo foi realizada de acordo com o tipo
de SCCmec, foi observada associacdo entre o grau de hidrofobicidade (AGii) e capacidade de
adesdo inicial, ou seja, amostras com SCCmec tipo II apresentaram um AGiyi = 24,8 portanto,
foram mais hidrofilicas e menos aderentes quando comparadas com as amostras SCCmeclV que
sendo menos hidrofilicas (AGiyi = 17,35) apresentaram maior capacidade de adesdo ao
poliestireno. Também sob esta perspectiva de analise, houve associacdo entre os valores da
tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons (y') e a capacidade de adesdo inicial.
Quanto maior os valores do componente y* mais alto foi o nimero de células aderidas (Tabela 9,
Figura 7B e Figura 8).
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Figura 7: Numero de células aderidas a uma superficie de poliestireno apds 2 horas de adeséo,
expressas como Log UFC/mI para 15 amostras clinicas de MRSA (A) e de acordo com o tipo de
SCCmec (B). Resultados representam médias com desvio padrdo (barras de erro) de trés
experimentos independentes. *** P<0,001, usando Kruskal-Wallis, Teste de comparagédo
multipla de Dunn. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como controle.
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Componentes da tensdo superficial e hidrofobicidade

Figura 8: Componentes da tensdo interfacial e hidrofobicidade da superficie celular de amostras
clinicas de MRSA apresentadas de acordo com o tipo de SCCmec. y-", tensdo interfacial das
forcas de interaces apolares de Lifshitz-van der Waals; y*, tensdo interfacial do componente
aceptor de elétrons; y’, tensdo interfacial do componente doador de elétrons; AGiui, grau de
hidrofobicidade.

4.3 ASSOCIACAO ENTRE O TIPO DE SCCmec E PRODUCAO DE BIOFILME

Amostras de MRSA que carreiam SCCmec Il mostraram aumento significativo na
capacidade de formacdo de biofilme em comparacdo com as amostras SCCmec Il e IV que
apresentaram valores de biomassa inferiores ao cutoff calculado de acordo com os critérios
estabelecidos por Stepanovic et al. (2007) (Fig. 9A e B). Em relacdo ao nimero de células viaveis
no biofilme (Log UFC/mI), as amostras carreando SCCmec Il apresentaram também diferencas

significativas com relagdo aos demais tipos de SCCmec (Fig. 9C e D).
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Figura 9: Biomassa do biofilme expressa como densidade Optica do cristal violeta (DOs7onm) para
15 amostras clinicas de MRSA (A) e de acordo com o tipo de SCCmec (B). Concentracéo celular
do biofilme expresso como Log UFC/ml para 15 amostras clinicas de MRSA (C) e de acordo
com o tipo de SCCmec (D). Resultados representam médias com desvio padrdo (barras de erro)
de trés experimentos independentes. A linha pontilhada na Fig. 3A representa o cutoff calculado
de acordo com os critérios estabelecidos por Stepanovic et al (2007) *** P<0,001, usando
Kruskal-Wallis, Teste de comparacdo multipla de Dunn. Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi
utilizada como controle.

A classificacdo das amostras como fortemente produtoras de biofilme ocorreu em 33,3%
das cepas, todas carreando o SCCmec tipo Il com valores de biomassa média de 0,53 £ 0,12 em
comparacdo com 0,04 + 0,04 naquelas classificadas como n&o-produtoras/fraco produtoras. A
associacdo entre a producao de biofilme e a multirresisténcia em amostras clinicas de MRSA é

mostrada na tabela 10.
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Tabela 10: Associagéo entre a producdo de biofilme e a multirresisténcia em
amostras clinicas de MRSA

Amostras D.0.! Producao de biofilme Fenotipo de
resisténcia
Controle Negativo 0,05 Nao produtor/Fraco produtor --

SAIlI68 0,05  Na&o produtor/Fraco produtor mrMRSA?
SAII207 0,16 Moderado produtor mrMRSA
SAII376 0,02 Nao produtor/Fraco produtor mrMRSA
SAII397 0,06 Né&o produtor/Fraco produtor mrMRSA
SAI1483 0,06 Né&o produtor/Fraco produtor mrMRSA
SAIII06 0,37 Forte produtor mrMRSA
SAIII29 0,55 Forte produtor mrMRSA
SAINI32 0,60 Forte produtor mrMRSA
SAIII108 0,56 Forte produtor mrMRSA
SAIII156 0,53 Forte produtor mrMRSA
SAIVT70 0,05 N&o produtor/Fraco produtor mrMRSA
SAIV321 0,03 N&o produtor/Fraco produtor nMMRSA3
SAIV333 0,03 Né&o produtor/Fraco produtor nmMMRSA
SAIV495 0,03 Né&o produtor/Fraco produtor nmMMRSA
SAIV533 0,04 Nao produtor/Fraco produtor NMMRSA

'Média da densidade 6ptica; ‘mrMRSA, MRSA multirresistente; nmMRSA,
MRSA ndo multirresistente.

Nenhuma associacdo entre multirresisténcia e producdo de biofilme foi observada
considerando que amostras ndo produtoras/fraco produtoras de biofilme pertencentes ao
SCCmecll e IV (SAIV70) também apresentaram perfil de multirresisténcia.

4.4 ASSOCIACAO ENTRE A PRESENCA DOS GENES bbp, clfA, icaA, icaD, bap, fnbB, sasC,
A SEQUENCIA DE INSERCAO 15256, O GRUPO agr E A CAPACIDADE DE FORMACAO
DE BIOFILME

Para analisar as caracteristicas genéticas associadas com a formacéo de biofilme em cepas
clinicas de MRSA, foram avaliadas a presenca de genes associados com as vias de producdo de
biofilme dependentes e independentes do operon icaADBC, além da relagdo com o grupo agr e a

sequéncia de insercdo 1S256.



52

Tabela 11: Classificacdo das cepas clinicas de MRSA usadas no estudo quanto as caracteristicas genotipicas relacionadas a viruléncia
e producao de biofilme

Tipagem Molecular Tipo de Genes associados a producéo de biofilme
Pulsotipo Subtipo Numero de scCmec  CMUPOAY" oA icaD fibB 15256 cIfA bbp sasC bap
amostras
A 2 Il I + + - - + - + -
A Al 1 1| I + + - - + - + -
A2 1 I I + + - - + - + -
A3 1 v I + + - - + - + -
B B 1 1| I + + - - + - + -
C 1 Il I + + + + + - + -
C1 1 Il I + + + + + - + -
C C2 1 I I + + + + + - + -
C3 1 Il I + + + + + - + -
C4 1 Il I + + + + + - + -
D D 3 v I + + - - + - + -
E E 1 vV I - + - + - + -
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Através da PCR, quatro determinantes genéticos foram encontrados exclusivamente
em amostras classificadas como fortemente produtoras de biofilme: fnbB, 1S256, agrl e
SCCmec Ill. As demais amostras foram associadas ao grupo agrll e apresentaram
resultados negativos para 0s genes testados. Todas as amostras, produtoras ou ndo
produtoras/fraco produtoras de biofilme, foram positivas para os genes clfA, sasC e icaD e,
apenas uma amostra (SAIV70) foi negativa para o gene icaA. Nenhuma das amostras
testadas apresentou ou genes bbp e bap. A presenga de genes associados a viruléncia e a
producdo de biofilme entre as 15 cepas clinicas de MRSA estudadas é mostrada na Tabela
11 (ANEXO 11).

Em nosso estudo, apesar do numero pequeno de amostras avaliadas, observou-se
que todas as cepas resistentes a gentamicina possuiram o elemento de insercdo 15256 e
foram concomitantemente resistentes a ciprofloxacina, eritromicina, clindamicina,
tetraciclina, rifampicina e sulfametoxazol/trimetoprima (Figura 10). Além desse perfil de

resisténcia, todas estas cepas foram fortemente produtoras de biofilme.
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Figura 10: Frequéncia de resisténcia antimicrobiana entre amostras clinicas de MRSA
positivas (1S256 POS) e negativas (1S256) para a sequéncia de insercdo 1S256. GEN,
Gentamicina; CIP, Ciprofloxacino; ERI, Eritromicina; CLI, Clindamicina; TET,
Tetraciclina; RIF, Rifampicina; STX, Sulfametoxazol/Trimetoprima.
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45 INVESTIGACAO DA EXPRESSAO DA ADESINA INTERCELULAR
POLISSACARIDICA E DA NATUREZA DO BIOFILME

Com o objetivo de investigar a natureza dos biofilmes produzidos pelas amostras de
MRSA, o ensaio de hemaglutinacdo foi utilizado para inferéncia indireta dos niveis de
expressdo da adesina intercelular polissacaridica. Nenhuma das amostras avaliadas foi
capaz de causar hemaglutinagdo. Para validar os resultados obtidos no ensaio de
hemaglutinacéo, o biofilme das amostras fortemente produtoras foi tratado com proteinase

K e metaperiodato de sodio para degradacdo proteica e oxidacdo de carboidratos,
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respectivamente. Os resultados sdo apresentados na Figura 11.
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Figura 11. Efeito do tratamento com proteinase K (1mg/mL em solugdo com 20 mM Tris
[pH 7.5], 100 mM NaCl10 mM) e metaperiodato de sodio (10 mM em solu¢do com 50 mM
tampdo acetato de sddio [pH 4,5]) sobre o biofilme de amostras clinicas de MRSA
SCCmeclll fortemente produtoras de biofilme. Os pogos evidenciam o efeito desses agentes
sobre os biofilmes pré-formados sobre placas de poliestireno. Resultados representam
médias com desvio padrdo (barras de erro) de trés experimentos independentes. ***
P<0,001; ** P < 0.01; * P < 0.05 usando Andlise de Variancia simples (One way
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ANOVA)/Teste de comparagdo mdaltipla de Bonferroni ou Kruskal-Wallis/Teste de
comparacdo maltipla de Dunn quando apropriado.

O tratamento com proteinase K removeu quase completamente os biofilmes pré-
formados pelas amostras de MRSA SCCmeclll testadas. No entanto, o oxidante de
carboidratos, metaperiodato de sodio, apresentou pouco ou nenhum efeito sobre o biofilme

produzido por esses isolados.

4.6 TIPAGEM MOLECULAR

A relacdo genética entre as amostras e sua possivel associacdo com a capacidade de
formacéo de biofilme foi investigada por eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). As
caracteristicas geneticas de 15 amostras clinicas de MRSA analisadas por PFGE estéo
resumidas na Tabela 11.

Foram identificados cinco pulsotipos (A-E) usando a técnica de PFGE. As amostras
SCCmec Il pertenceram aos pulsotipos A e B, com os subtipos A, com dois isolados, Al e
A2 e B, com um isolado de cada. As amostras SCCmec Il foram classificadas como do
pulsotipo C, com cinco subtipos (C-C4) com um isolado de cada. As amostras SCCmec IV
pertenceram a trés pulsotipos (A, D e E); o subtipo D foi 0 mais frequente nessas cepas com
trés amostras. Uma das amostras (SAIV333) apresentou maior similaridade com aquelas
carreando o SCCmecll sendo classificada como do pulsotipo A, subtipo A3. O pulsotipo E
foi representado por apenas uma amostra (SAIV70) (Tabela 11, Figura 12, ANEXO II1).
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Figura 12. Dendrograma gerado por analise computadorizada de perfis clonais de DNA de
15 amostras clinicas de MRSA baseado na eletroforese em campo pulsado (PFGE). A
analise foi realizada pelo método de Dice/UPGMA (parametro de toleréncia de 1,25%,
otimizacdo 0,5%, similaridade > 80%).
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5 DISCUSSAO

Pesquisas recentes tém mostrado que a resisténcia aos antibioticos, a producéo de
enzimas e toxinas, a capacidade de formacdo de biofilme e a evasdo do sistema
imunolodgico sao fatores que, juntos, contribuiram para o surgimento e disseminacédo global
de Staphylococcus aureus, particularmente no ambiente hospitalar (FOSTER, 2005;
GORDON; LOWY, 2008; CHAMBERS; DELEO, 2009; VELDKAMP; VAN STRIJP,
2009; SCHILIEVERT et al., 2010; FOSTER et al., 2014).

Amostras de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA), principalmente aquelas de
origem hospitalar, possuem diversos elementos genéticos, méveis ou ndo, que conferem
resisténcia a varias classes de antimicrobianos e, nessas cepas, esses elementos estdo
principalmente associados com 0 SCCmec (CHAMBERS; DELEO, 2009; HIRAMATSU
etal., 2013).

A maioria dos estudos sobre formacdo de biofilmes em amostras clinicas sdo
limitados e controversos quando se trata da associacdo entre a producdo de biofilme e a
presenca de elementos genéticos associados com a resisténcia, como 0 SCCmec (ATSHAN
et al., 2012; MIRANI et al., 2013; PULCRANO et al., 2013). Com 0 objetivo de elucidar
essa questdo, nosso trabalho avaliou a capacidade de amostras clinicas de MRSA,
recuperadas de uma colecdo previamente caracterizada para o tipo de SCCmec, de produzir
biofilmes utilizando os testes fenotipicos de quantificacdo de biomassa total por coloracao
com cristal violeta e avaliacdo do nimero de células viaveis no biofilme.

Quinze amostras de MRSA carreando SCCmec dos tipos Il (n =5), Il (n =5) ou IV
(n =5) foram selecionadas para este estudo. Todas as cepas caracterizadas como fortemente
produtoras de biofilme carrearam SCCmec do tipo 1l e apresentaram valores de biomassa
média de 0,53 £ 0,12 em comparacdo com 0,04 + 0,04 daquelas ndo-produtores/fraco
produtores. Estes resultados sdo consistentes com os de Lim et al (2013), que encontraram
0 SCCmec Il como marcador genético para forte producéo de biofilme em S. aureus. Além
disso, a literatura mostra que a capacidade de formar biofilme tem sido frequentemente
observada em cepas multirresistentes (KWON et al., 2008), o que difere do nosso estudo
uma vez que cepas de MRSA carreando SCCmec tipo Il e IV (SAV70), também

caracterizadas como multirresistentes, ndo apresentaram a formacéo de biofilme como uma
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caracteristica marcante, entretanto experimentos com um numero maior de amostras séo
necessarios para comprovar esses resultados.

Até recentemente, a formacdo de biofilme em espécies do género Staphylococcus,
especialmente Staphylococcus epidermidis, era essencialmente atribuida a producdo da
adesina intercelular polissacaridica (PIA) codificada pelo operon icaADBC. Essa adesina
medeia a adesdo intercelular e o acimulo em multicamadas no biofilme (OTTO, 2008;
2009; LAVERTY; GORMAN; GILMORE, 2013). Uma vez que todas as cepas em nosso
estudo foram positivas para 0s genes icaA e/ou icaD, uma avaliacdo adicional da
capacidade de hemaglutinacéo foi usada para inferir indiretamente o nivel de expressao da
PIA entre as amostras, entretanto nenhuma das cepas testadas foi capaz de causar
hemaglutinagdo. Para comprovar os resultados obtidos nesse ensaio, os biofilmes das
amostras fortemente produtoras foram tratados com proteinase K ou metaperiodato de
sodio com o objetivo de promover a degradacdo de proteinas ou da adesina intercelular
polissacaridica, respectivamente. Apenas a proteinase K apresentou efeito sobre os
biofilmes testados. Estes resultados corroboram a ideia de que embora as cepas apresentem
0 operon icaADBC os produtos codificados por esses genes nao estdo sendo expressos nas
condicdes experimentais avaliadas e o biofilme produzido é essencialmente proteico e
portanto, independente da PIA.

E amplamente conhecido que o biofilme pode desempenhar papel significativo na
patogénese de infeccBes associadas a dispositivos médicos invasivos, principalmente em
cateteres recobertos por proteinas do plasma e, portanto, em infeccbes da corrente
sanguinea relacionadas ao uso desses dispositivos (DONELLI; VUOTTO, 2014).
Alternativamente a PIA, inimeras proteinas podem promover a adesdo a matriz celular do
hospedeiro e/ou 0 acimulo de células no biofilme, tais como: o fator clumping A (CIfA), a
proteina de ligacdo ao acido sialico dsseo (Bbp) (FOSTER et al., 2014), a proteina ligadora
de fibronectina do tipo A e B (O'NEILL et al., 2008; VERGARA-IRIGARAY et al., 2009;
MCCOURT et al., 2014); a proteina associada ao biofilme (Bap) (CUCARELLA et al.
2001); a proteina C de superficie de Staphylococcus aureus (SCHROEDER et al., 2009); a
proteina A (MERINO et al., 2009) e a proteina G de superficie de Staphylococcus aureus
(SasG) (GEOGHEGAN et al., 2010).
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As proteinas ligadoras de fibronectina (FNBPs) podem mediar a adeséo a diferentes
componentes da matriz extracelular do hospedeiro tais como fibronectina, fibrinogénio e
elastina e, além disso, também podem promover a agregacdo intercelular e
desenvolvimento de biofilme em S. aureus (WANN et al., 2000; ROCHE et al., 2004;
KEANE et al., 2007; VERGARA-IRIGARAY et al., 2009). Os nossos resultados reforcam
a importancia da formagéo de biofilme por via independente de ica em amostras clinicas de
MRSA carreando 0 SCCmec tipo Ill, uma vez que somente estas cepas foram fortemente
produtoras de biofilme e positivas para gene fnbB. Isso ressalta a importancia dos diferentes
genes associados a viruléncia dessas amostras em infec¢Bes graves no ambiente hospitalar.

No nosso estudo, todas as cepas avaliadas apresentaram 0s genes para o fator
clumping A e para a proteina C de superficie de Staphylococcus aureus. Com relagdo a
proteina associada ao biofilme (Bap), os resultados apresentados sdo consistentes com a
literatura, uma vez que este gene ainda ndo foi descrito em S. aureus de origem humana
(CUCARELLA et al., 2004; DARWISH; ASFOUR, 2013).

Um outro aspecto a ser considerado na avaliacdo da formacdo de biofilme é a
adesdo inicial do micro-organismo a superficie. Esta etapa é considerada essencial e critica
na patogénese de infeccBes associadas aos dispositivos médicos invasivos tais como
cateteres venosos centrais, tubo endotraqueal e cateter urinario, estando envolvidas forcas
ndo especificas, tais como forcas de Van der Waals, interacGes hidrofébicas e eletrostaticas,
permitindo a adesdo de células diretamente a superficie, levando a formacdo de um
ambiente ideal para a instalacdo do biofilme propriamente dito (BUSSCHER,;
WEERKAMP, 1987; KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004; SOUSA, 2009;
ARMENTANO et al. 2014).

Todas as amostras clinicas de MRSA estudadas foram caracterizadas como
hidrofilicas (y> 25,5 mJ/m? AGiwi> 0) e, em diferentes niveis, aderiram a superficie de
poliestireno ndo modificada (Figura 1A). Além disso, a superficie celular de todas as
células analisadas predominantemente mostrou capacidade de doacdo de elétrons, com
maiores valores de parametro doador de elétrons (y-) em comparagao com os baixos valores
do pardmetro aceptor de elétrons (y +). O y- tem papel importante entre 0s parametros
termodindmicos da superficie. Trabalhos tém demonstrado que y~ € sempre superior ao

parametro aceptor de elétrons na maioria dos micro-organismos. Isso reforca a teoria
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segundo a qual superficies bioldgicas tem predominantemente carater doador de elétrons
em consequéncia da presenca do oxigénio na atmosfera e da hidratacdo da superficie
celular microbiana (VAN DER MEI; BOS; BUSSCHER, 1998; STREVETT; CHEN, 2003;
BERNARDES, 2008; SOUSA et al., 2009).

Quando analisadas individualmente, ndo foi possivel estabelecer qualquer relacéo
entre o grau de hidrofobicidade e capacidade de adesé&o inicial. N&o foi observada diferenca
na capacidade de adesdo entre 0 MRSA mais hidrofilico (SAI1483) e o menos hidrofilico
(SAIV333). Este fato € confirmado por estudos anteriores (CERCA et al. 2005; OLIVEIRA
et al., 2007; SOUSA et al., 2009) e sugere que outros fatores de superficie celular, tais
como adesinas bacterianas, contribuam para 0 processo de adesdo inicial, como
mencionado anteriormente.

No entanto, quando a avaliacao foi realizada de acordo com o tipo de SCCmec, uma
associacdo entre o grau de hidrofobicidade e a capacidade de adesdo foi observada uma vez
que as cepas carreando SCCmec dos tipos Il e IV foram menos hidrofilicas e aderiram
melhor do que as amostras SCCmec Il, mais hidrofilicas. Uma associacdo semelhante foi
observada entre a tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons (y*) e a capacidade
de adesdo inicial. Esta diferenca pode ter sido observada porque a analise das amostras de
acordo com o tipo de SCCmec aumentou o nimero de réplicas, o que pode ter melhorado a
sensibilidade da técnica, torna-se mais evidente a diferenca na capacidade de adesdo entre
0s grupos. De fato, um micro-organismo pode aderir a um substrato por meio do efeito
hidrofébico quando areas apolares numa superficie bacteriana interagem com sitios
hidrofébicos dos substratos, entretanto, a adesdo estavel a superficie depende de interacdes
especificas entre as adesinas bacterianas e seus receptores presentes nas moléculas na
superficie do substrato. A associacdo entre valores mais altos da tensdo interfacial do
componente aceptor de elétrons (y*) e a maior capacidade de adesdo inicial pode ser
justificado pelo aumento das interacGes entre os grupos doadores de elétrons do substrato e
grupos aceptores na superficie celular, o que favoreceria a interacdo entre a célula
bacteriana e o suporte de adeséo (SOUSA et al., 2009).

A capacidade de adeséo inicial também n&o foi relacionada a disseminacdo de um
clone especifico. Apesar do nosso estudo demonstrar uma associacdo entre o tipo de

SCCmec, maiores valores da tensdo interfacial do componente aceptor de elétrons e o grau
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de hidrofobicidade da superficie celular ndo conseguimos atribuir essa caracteristica
exclusivamente ao cassete cromossémico, por essa razdo mais estudos precisam ser
realizados com o objetivo de elucidar essa questéo.

A complexidade da disseminacdo e persisténcia do MRSA no ambiente hospitalar
também envolve a aquisicdo de elementos genéticos moveis de resisténcia tais como
sequéncias de insercdo, transposons e ilhas gendmicas que ddo ao micro-organismo uma
vantagem seletiva sobre outros patégenos hospitalares (MALACHOWA; DELEO, 2010).
Alguns transposons, como o Tn4001 que confere resisténcia a gentamicina, tobramicina e
canamicina, sdo flanqueados por sequéncias de insercdo, tais como 1S256 (LYON et al,
1987; BYRNE et al, 1989). Essa sequéncia de insercao pode estar presente como Unica ou
multiplas copias no cromossomo bacteriano de isolados clinicos de MRSA pertencentes ao
ST228 (1 copia), ST239 (8 a 21 cdpias) e ST247 (pelo menos 14 copias) (SCHREIBER et
al., 2013). Em nosso estudo, observou-se que todas as cepas resistentes a gentamicina
possuiram o elemento de inser¢do 1S256 e também foram resistentes a ciprofloxacina,
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, rifampicina e sulfametoxazol/trimetoprima o que
ndo foi observado para as amostras negativas para 1S256.

A associacdo entre a producdo de biofilme e a presenca do elemento de insercao
IS256 € claramente demonstrada em estudos como os de Kown et al (2008) e Lim et al
(2013), que relataram uma alta frequéncia deste gene em cepas produtoras de biofilme.
Outros estudos tém associado mutaces causadas pela presenca da sequéncia de insercédo
IS256 e a ocorréncia de um sistema agr quorum sensing ndo funcional (KWON et al., 2008;
MCEVOY et al., 2013). Como resultado, as cepas com agr disfuncional tém uma maior
capacidade de formar biofilmes in vitro, o que tem sido atribuido, entre outros fatores, a
diminuicdo da producdo de proteases extracelulares responsaveis pela digestdo da matriz
extracelular do biofilme, a superexpressdo da proteina A e o aumento da producdo de
FnBPs (VERGARA-IRIGARAY, 2009). Embora ndo tenhamos avaliado a insercdo da
I1S256 nos genes do locus agr, todas as amostras fortemente produtoras de biofilme foram
positivas para esse gene e classificadas como do grupo agrl.

Poucos estudos investigaram a associagéo entre o tipo de agr, sua funcionalidade e a
capacidade de formacdo de biofilmes em amostras clinicas (VUONG et al., 2000; VUONG
et al., 2003; CAFISO et al., 2007; FERREIRA et al., 2013; INDRAWATTANA et al.,
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2013; LIM et al., 2013). Em nosso estudo, todas as amostras fortemente produtoras de
biofilme foram classificadas como do grupo agrl enquanto os isolados né&o
produtores/fracamente produtores pertenceram ao grupo agrll.

Epidemiologicamente, as infec¢des causadas por cepas de MRSA capazes de formar
biofilme sdo de natureza hospitalar. Portanto, torna-se essencial investigar a propagacéao de
clones de MRSA nesse ambiente. No Brasil, o complexo clonal epidémico brasileiro
(BECC, do inglés Brazilian epidemic clonal complex) estd disseminado na maioria dos
hospitais 0 que pode ser justificado, em parte, por sua maior capacidade de adesdo e
producdo de biofilmes (AMARAL et al., 2005; RODRIGUEZ-NORIEGA; SEAS, 2010). A
comparacdo dos resultados obtidos no nosso estudo com outros descritos na literatura, nos
leva a considerar que o clone C do PFGE (SCCmeclll, agrl, icaA™, icaD", sasC™, fnbB™,
1S256"), estd intimamente relacionado ao BECC e esta amplamente disseminado a nivel
local. Estudos complementares com essas amostras podem fornecer informacdes valiosas
sobre a presenca e disseminacdo de clones bem adaptados e capazes de persistir no
ambiente hospitalar.

Em resumo, nés mostramos que o MRSA pertencente ao clone C do PFGE
apresenta perfis de genes de viruléncia especificos o que poderia indicar a capacidade que
determinadas linhagens apresentam em adquirir uma vantagem seletiva que permitiria a sua
disseminacdo global. Essas caracteristicas podem contribuir para disseminacdo e

manutencdo dessa linhagem nos hospitais brasileiros.
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7 CONCLUSOES

e Todas as amostras de MRSA avaliadas foram capazes de aderir a uma superficie de
poliestireno ndo modificada com taxas de adesdo estatisticamente mais baixas

naquelas que apresentaram SCCmecll (cepas mais hidrofilicas e menos aderentes).

e Apesar de ndo observar diferencas individuais na adesao inicial entre as cepas foi
observada associacdo entre o grau de hidrofobicidade e a capacidade de adeséo
inicial quando analisadas por tipo de SCCmec.

e Nossos resultados sugerem que SCCmec tipo 11, agrl, fnbB e 15256 sdo possiveis
marcadores genéticos de risco para forte producdo de biofilme por uma via

independente de ica em amostras clinicas de MRSA.

e As amostras ndo produtoras/fracamente produtoras de biofilme carreando os
SCCmec dos tipos Il e 1V, foram caracterizadas como agrll e negativas para fnbB e
1S256.

e Todas as amostras testadas foram positivas para o gene da Proteina C de superficie
de Staphylococcus aureus e para o fator clumping A. Nenhuma das amostras foi
positiva para os genes da proteina associadas ao biofilme (Bap), para a proteina G

de superficie de S. aureus e para proteina de ligacdo ao acido sialico 6sseo (Bbp).

e Todas as amostras, independentemente da producdo de biofilme, foram positivas
para 0s genes icaD, e apenas uma amostra (SAIV70) negativa para 0 icaA,
entretanto os resultados dos ensaios de hemaglutinagéo e o tratamento dos biofilmes
com proteinase K ou metaperiodato de sodio evidenciaram que a adesina
intercelular polissacaridica parece ndo estar sendo expressa nessas cepas nas

condicOes experimentais avaliadas.

e A producdo de biofilme esta relacionada a disseminagdo de um clone especifico
(Clone C do PFGE).
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e A multirresisténcia ndo foi associada a forte producéo de biofilme neste estudo.

e Nosso estudo contribui para a compreensdo da producdo de biofilme como um fator
de viruléncia, potencialmente envolvido na severidade e persisténcia de infecgOes
causadas por S. aureus que pertencem a este genotipo. No entanto, mais trabalhos
experimentais sdo necessarios para elucidar a formacdo de biofilme em mais

detalhes nas cepas clinicas de MRSA.
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| 0 Universidade Federal de Uberiandia

] Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
| Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bioco J - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 218/06

R ist#o CEP: 014/06

P jetd Pesquisa: “Incidéncia de SCCmec TIPO IV DE staphylococcus aureus em infecgbes de
le e tecidos moles, corrente sangurnea e pneumbnicas, comunitarias e hospitalares em um

spital universitério de Minas Gerais. .” = .

Pksquisador Responsével: Paulo Pinto Gontijo Filho

acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovag&o do projeto de pesquisa proposto.

macio: Projeto aprovado.

CEPIUFU lembra que:
a segundo a Resolugiio 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatdrio da pesquisa e
Tarmos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de pesquisa.
poﬂeré por escolha aleatbria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e

curdentat;&o pertinente ao projeto.

[Lata pfara entrega do Relatério Parcial: dezembro/2006
Data para entrega do Relatério Parcial: dezembro/2007
[pata gara entrega do Relatério Parcial: dezembro/2008
[ata para entrega do Relatério Final: margo/2009

Uberléndia, 08 de agosto de 2006. s [/ Qf _
[ , { 0 { {
| I N P SRR I PR S
' ( /grof& Dra. Sandra 'f'ereunha de Farias Furtado
i — Coordenadora do CEP/UFU
(hmlagowmpwqmsador
(Para parecer Aprovado ou com R dogdes)

-Osujenothpcsqumtemahbud:dedemcmse:pﬂmp.mdnmmunmsmm em qualquer fase da pesquisa, sem
penalizagio alguma ¢ sem prejuizo 20 seu cuidado (Res. CNS 19:/96 - Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido, na integra, por ele assioado (Teern TV.2.d).

“Optsqiaadmkvedmmw[mnpcsqlmmfmﬂdmdamprm'umvuhed:scmmnuaroesnmosommteaposma!medas

] razdes da descontmuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Hem 111.3 z), aguardando seu parecer, exceto quando perceber risco

| wdamnﬁopuwstomsgeﬂnpaﬂmpmleoquﬂoomm-ampc:mhdsdervgmuofamdoaumdosgmposdapmqum

! (Item V.3) que requeiram agio imediata,

10CEDdevesa'mfonnadndetodusosd'eﬁosmmmﬁmm\qmahmomnmmldommmﬂ%hcmVﬂ

i papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas [fenic 4 evenito adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em

| outro_centro) e enviar notificagdo a0 CEP e 4 Agéncia Nacions) de Vigilincia Sanitaria - ANVISA — junto com seu

| posicionamento.

1 Eventuais modificacdcs ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas zo CEP de forma clara e sucinta, identificando a parte do

80



81

ANEXO Il — Géis de PCR para genes de viruléncia e associados a produc¢éo de biofilme

M 1a 23 3a 4a M 1b 2b_ 3b 4b

Resultados representativos das reacdes em cadeia da polimerase M-PCR1 (a) e MPCR-2 (b) para detecgao
do tipo de SSCmec. A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb). Coluna 1a/2b,
SAIV70; coluna2a/2b, SAIII156; coluna3a/3b, SAII207; colunada/4b, SAIV495.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Multiplex PCR para detecgdo do grupo agr. Para distinguir produtos amplificados de tamanho similar, duas rea¢des duplex foram
realizadas para cada isolado. A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb). Colunas 1 a 15, produtos
amplificados utilizando os primers agrl e agrll (440 pb para grupo agr | e 572 pb para grupo agr ), coluna 1, SAIlI06; coluna 2,
SAlI29; coluna 3, SAIlI32; coluna 4, SAIII108; coluna 5, SAIII156, coluna 6, SAII6S; coluna 7, SAII207; coluna 8, SAII376; coluna 9,
SAII397; coluna 10, SAII483; coluna 11, SAIVU70; coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV333; coluna 14, SAIV495; coluna 15,

SAIV533.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ensaio de PCR para deteccdo do gene icaA (752 pb) . A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb).
Coluna 1, SAIIIO6; coluna 2, SAIII29; coluna 3, SAIlI32; coluna 4, SAIII108; coluna 5, SAIlI156, coluna 6, SAII68; coluna 7, SAII207;

coluna 8, SAII376; coluna 9, SAII397; coluna 10, SAII483; coluna 11, SAIVU70; coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV333; coluna 14,
SAIV495; coluna 15, SAIV533.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ensaio de PCR para detecgdo do gene icaD (198 pb). A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb).
Coluna 1, SAIIIO6; coluna 2, SAIII29; coluna 3, SAIlI32; coluna 4, SAIII108; coluna 5, SAIlI156, coluna 6, SAII68; coluna 7, SAII207;

coluna 8, SAII376; coluna 9, SAII397; coluna 10, SAII483; coluna 11, SAIVU70; coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV333; coluna 14,
SAIV495; coluna 15, SAIV533.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ensaio de PCR para deteccdo do gene fnbB (524 pb) e clfA (292 pb). A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho
em pb). Coluna 1, SAII68; coluna 2, SAII207; coluna 3, SAII376; coluna 4, SAII397; coluna 5, SAIl483, coluna 6, SAIIIO6; coluna 7,
SAIlI29; coluna 8, SAIII32; coluna 9, SAIII108; coluna 10, SAIII156; coluna 11, SAIVU70; coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV333;

coluna 14, SAIV495; coluna 15, SAIV533.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ensaio de PCR para deteccdo do gene sasC (489 pb). A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb).
Coluna 1, SAII68; coluna 2, SAII207; coluna 3, SAII376; coluna 4, SAII397; coluna 5, SAII483, coluna 6, SAIIIO6; coluna 7, SAIII29;
coluna 8, SAIlI32; coluna 9, SAIII108; coluna 10, SAIlI156; coluna 11, SAIVU70; coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV333; coluna

14, SAIV495; coluna 15, SAIV533.
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Resultados representativos da reacdo em cadeia da polimerase para deteccdo da sequéncia de inser¢édo
1S256 (15256, 762 pb). A coluna M contem o marcador de peso molecular (tamanho em pb). Colunal,
SAIllI06; coluna 2, SAIlI29; coluna 3, I1132; coluna4, SAIII108; coluna5, SAIlI156, coluna 6, SAII6S; coluna 7,

SAlI207; coluna 8, SAIVU70; coluna 9, SAIV495.
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ANEXO 111
M 12 345 M MG®6 7 8 910M MI1112 1314 15 M
s L g 8 3 re L 43
1322 TP , 5 = S 136.5
=~ - " g
3380 -F - & - P L3 338.0
3395 1 - o " o " 3395
291.0 - . . " - @ 291.0
242.5 L - 3 s - . 2425
194.0 ™ 14 p T S 1940
145.5 ™ - ' N " 1455
97.0 = - L Y- 070
485 = > L I | Y 485

Perfis clonais de DNA de 15 amostras clinicas de MRSA baseado na eletroforese em campo pulsado (PFGE). As colunas M contém o
marcador de peso molecular (tamanho em kb). Coluna 1, SAII68; coluna 2, SAI1207; coluna 3, SAII376; coluna 4, SAII397; coluna 5,
SAIlI483, coluna 6, SAIIIO6; coluna 7, SAINI29; coluna 8, SAIII32; coluna 9, SAIIIL08; coluna 10, SAIII156; coluna 11, SAIVUT0;
coluna 12, SAIV321; coluna 13, SAIV533; coluna 14, SAIV495; coluna 15, SAIV333.
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