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RESUMO

Staphylococcus spp. multidroga-resistentes € um dos microorganismos mais prevalentes em
infeccdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS), em especial, em portadores assintomaticos.
A utilizacdo da vancomicina como opcao terapéutica nessas infeccdes propicia a reducéo da
susceptibilidade a vancomicina. O objetivo do estudo foi analisar o perfil de susceptibilidade a
vancomicina de Staphylococcus spp. provenientes de pacientes oncoldgicos e da microbiota de
profissionais de saude, avaliar a capacidade de producéo de biofilme em isolados clinicos e
analise estrutural dos isolados de profissionais. Foram estudados 102 isolados oriundos de
nasofaringe de profissionais de salde e 56 isolados de diversas amostras clinicas de pacientes
oncolégicos. Todos isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade a vancomicina
através da técnica de agar suplementado com 6 pg/ml de vancomicina (BHIV6) e determinacéo
da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC). No BHIV6, observou-se o crescimento de dez
isolados oriundos de pacientes oncoldgicos, oito S. aureus e dois CoNS. Nos isolados da
microbiota de profissionais de salde, cresceram 19, 7 S. aureus e 12 CoNS. Através da
microdiluicdo em caldo para determinacdo da MIC, nos isolados dos pacientes, dois isolados
de S. aureus foram resistentes MIC>16 pg/ul, e nos isolados oriundos de profissionais de satde,
dois isolados de S. aureus apresentaram MIC >16ug/mL e trés CoNS com MIC > 32ug/mL
sendo todos resistentes. Em relacdo a pesquisa do gene vanA, dos cinco isolados com MICs
resistentes proveniente dos profissionais, apenas um isolado (S. epidermidis) transportou o gene
vanA. Néo foi observado o gene vanA nos isolados clinicos. Nos isolados oriundos de pacientes,
analisou-se a capacidade de producdo de biofilme, utilizando as técnicas de producdo de
exopolissacarideo em agar Vermelho Congo (AVC) e ensaio da producdo de biofilme.
Observou-se 41(73%) positivos em ambas as metodologias. Na formacdo de biofilme em
presenca de vancomicina, 15 isolados se enquadraram como ndo aderentes (13 S. aureus e 2
CoNS), 29 como fracamente aderente (24 S. aureus e 5 CoNS), cinco moderadamente aderentes
(4 S. aureus e 1 CoNS) e cinco fortemente aderentes (todos S. aureus). Cruzando os resultados
obtidos por essa técnica com os resultados da técnica (AVC), observou-se que 39 (70%) dos
isolados positivos em ambas as técnicas. Comparando a producdo do biofilme com e sem
vancomicina, obteve-se uma boa concordancia entre as técnicas. Nos isolados clinicos
produtores de biofilme, 39,3% (22/56) eram portadores do gene icaAD (19 S. aureus e 3 CoNS),
entre estes, dois isolados de S. aureus apresentaram resisténcia a vancomicina. Nenhum

isolados CoNS que carreava o gene icaAD e capacidade de produzir biofilme, apresentou



resisténcia a vancomicina. Os isolados provenientes de profissionais de salde resistentes a
vancomicina foram analizados através do MET, e apresentaram espessamento de parede
celular, além de outras alterac6es estruturais. Os dados obtidos no estudo com isolados clinicos
de pacientes oncoldgicos sugerem uma selecdo apropriada da utilizagdo de antimicrobianos.
Em relacdo aos isolados provenientes de profissionais de saude, um isolado albergava o gene
vanA, e os demais apresentaram espessamento de parede celular, além de outras alteracbes
estruturais celulares que sugerem outros mecanismos de resisténcia a vancomicina.

Palavras-chave: Staphylococcus. Profissionais de salde. Biofilme. Vancomicina. Saude
Publica.



ABSTRACT

Staphylococcus spp. multidrug-resistant is one of the most prevalent microorganisms in health
care associated infections (HAI), in particular in asymptomatic carriers. The use of vancomycin
as a therapeutic option in these infections promotes the reduction of susceptibility to
vancomycin. The aim of the study was to analyze the profile of susceptibility to vancomycin
Staphylococcus spp. from oncology patients and from the microbiota of health professionals, to
evaluate the capacity of biofilm production in clinical isolates and structural analysis of the
isolates of professionals. 102 isolates from the nasopharynx of health professionals and 56
isolates from different clinical samples of cancer patients were studied. All isolates were
submitted to the vancomycin susceptibility test using the agar technique supplemented with 6
pg/mL vancomycin (BHIV6) and Minimum Inhibitory Concentration (MIC). In the BHIV6,
the growth of ten isolates from cancer patients, eight S. aureus and two CoNS were observed.
In the microbiota isolates of health professionals, there were 19, 7 S. aureus and 12 CoNS.
Through broth microdilution for determination of MIC in patient isolates, two isolates of S.
aureus were resistant to MIC >16 pug/mL, and in the isolates from health professionals, two
isolates of S. aureus had MIC >16 pg/mL and three CoNS with MIC > 32 pg/mL, all of them
resistant. Regarding the vanA gene, of the five isolates with resistant MICs from the
professionals, only one isolate (S. epidermidis) carried the vanA gene. The vanA gene was not
observed in clinical isolates. In the isolates from patients, the biofilm production capacity was
analyzed, using the techniques of exopolysaccharide production in Red Congo agar (RCA) and
biofilm production assay. There were 41 (73%) positive results in both methodologies. In the
biofilm formation in the presence of vancomycin, 15 isolates were classified as non-adherent
(13 S. aureus and 2 CoNS), 29 as weakly adherent (24 S. aureus and 5 CoNS), five moderately
adherent (4 S. aureus and 1 CoNS) and five strongly adherent (all S. aureus). Crossing the
results obtained by this technique with the results of the RCA technique, it was observed that
39 (70%) of the positive isolates in both techniques. Comparing the biofilm production with
and without vancomycin, a good agreement between the techniques was obtained. In biofilm-
producing clinical isolates, 39.3% (22/56) were carriers of the icaAD gene (19 S. aureus and 3
CoNS), among which two S. aureus isolates showed resistance to vancomycin. None of the
isolated CoNS that carried the icaAD gene and the ability to produce biofilm presented
resistance to vancomycin. Isolates from health professionals resistant to vancomycin were
analyzed through MET, and showed cell wall thickening, as well as other structural alterations.

The data obtained in the study with clinical isolates of cancer patients suggest an appropriate



selection of antimicrobial use. In relation to the isolates from health professionals, one isolate
had the vanA gene and the others had cell-wall thickening, as well as other cellular structural

alterations that suggest other mechanisms of resistance to vancomycin.

Keywords: Staphylococcus. Healthcare workers. Biofilm. VVancomycin. Public health.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos do género Staphylococcus estdo entre 0s principais agentes
causadores de infeccdo comunitaria e hospitalar em todo o mundo (GOUD et al, 2011;
RABELO et al, 2013). As infeccOes bacterianas associadas a assisténcia salde estdo tornando-
se mais frequentes e nos paises em desenvolvimento devido aos recursos financeiros limitados,
estas infeccGes sdo consideradas problemas de salde publica (MURNI et al 2015).

Staphylococcus aureus € um importante microrganismo patogénico gque causa uma
variedade de doencas que variam de infecgOes leves de pele a doencgas invasivas e sistémicas,
como endocardite, osteomielite, pneumonia e infeccbes da corrente sanguinea, com
significativa morbidade e mortalidade (GALBUSERA et al, 2011; ZEMBOWER, 2014; TONG
et al, 2015).

Os estafilococos coagulase-negativos, em especial, Staphylococcus epidermidis, séo 0s
principais microrganismos patogénicos nosocomiais de uma variedade de infecgdes
relacionadas ao uso de dispositivos medicos (cateteres, sondas, drenos e proteses) em seres
humanos (CREMNITER et al, 2010).

O tratamento das infecc¢des por Staphylococcus spp. tornou-se mais complicado com a
emergéncia cepas resistentes a meticilina (MRSA/MRCoNS). Tornando dificil o tratamento das
infeccbes causadas por esses microrganismos que, em muito casos, tornou os glicopeptideos
(vancomicina e teicoplanina) uma alternativa terapéutica (SIEVERT et al, 2008; SORIANO et
al., 2008; REHM et al, 2010; CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015). O uso constante da
vancomicina promove o aumento da pressao seletiva, ocasionando o aparecimento de cepas
MRSA tolerante (VT-MRSA) e com resisténcia a vancomicina (GOMES, WARD e
LAPLANTE, 2015; KOH et al., 2016).

A incidéncia de cepas de S. aureus de com reduzida susceptibilidade e resistente a
vancomicina (VRSA) vem aumentando em varias partes do mundo (TIWARI & SEN, 2006).
Isolados de Staphylococcus aureus e principalmente os estafilococos coagulase-negativos
(CoNS) resistentes a meticilina e com reduzida susceptibilidade aos glicopeptideos foram
relatados no Japdo, Estados Unidos, Europa e Asia desde o final da década de 80 (HOWDEN
et al., 2010).

No Brasil, cepas estafilococicas com susceptibilidade reduzida a glicopeptideos foram
relatadas em hospitais em Sdo Paulo e Rio de Janeiro hd uma década (MELO et al., 2005) e,
recentemente, S. aureus contendo genes vanA e vanB também foram descritos no Brasil
(ROSSI et al., 2014; BREVES et al., 2015).
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Os mecanismos de resisténcia a vancomicina em S. aureus podem ser relacionados a
elementos genéticos, transposon Tn1546, que foi adquirido a partir de Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina (SIEVERT et al, 2008; AZIMIAN et al, 2012). Outros mecanismos de
resisténcia a vancomicina incluem alterac6es na parede celular, resultando em reorganizacao e
espessamento da mesma, e devido a estas modificacfes na parede celular a penetracdo da
vancomicina fica reduzida, inibindo a ligacdo ao precursor de acido N-acetil-muramico, o alvo
citoplasmatico. Alem disso, hVISA e VISA podem representar estado evolutivo bacteriano
favorecendo a persisténcia no meio ambiente (HOWDEN et al 2010).

O surgimento de bactérias multidroga-resistentes (MDR) prejudica a assisténcia médica
em hospitais, particularmente para pacientes admitidos nas unidades de terapia intensiva (UTI).
Nestas unidades o uso extensivo de antimicrobianos imp8e uma pressdo seletiva e favorece o
surgimento do MDR (CORNEJO-JUAREZ et al., 2014). Dados relacionados as taxas de
morbidade e mortalidade em infeccbes com microrganismos patogénicos bacterianos
resistentes aos antimicrobianos demonstram que a terapéutica destas infeccGes é um desafio
mundial (Akova 2016).

O risco de infeccdo € aumentado devido as doencas subjacentes ou condi¢bes do
paciente, imunidade diminuida e exposicdo a dispositivos invasivos mdltiplos (ventilacdo
mecanica, cateteres de veia central (CVC) e cateteres do trato urinario) (CORNEJO-JUAREZ
et al.,, 2014). Estudos epidemioldgicos analisando a microbiota de profissionais de saulde,
realizados em diferentes superficies bidticas (méos, nasofaringe) descrevem a ocorréncia de S.
aureus e CoNS com resisténcia a diferentes antimicrobianos (RABELO et al 2014,
MAHMOUD et al. 2015, VISALACHY et al, 2016, WIDERSTROM et al 2016). Por outro
lado, Han e cols, 2015, demonstraram que Staphylococcus spp. que constituem a microbiota de
pacientes colonizam o ambiente hospitalar, propiciando a circulacdo de bactérias multidroga
resistente (MDR).

O tratamento de infeccBes estafilococicas tem se tornado um grande desafio para a
comunidade médica, pois além do grande potencial de viruléncia, como a capacidade de formar
biofilmes, as opcbes de antimicrobianos tém sido reduzidas a partir do surgimento da resisténcia
a penicilina, a meticilina e, mais recentemente, a vancomicina. Nesse contexto, conhecer as
caracteristicas fenotipicas-moleculares e estruturais de Staphylococcus spp. com reduzida
susceptibilidade a vancomicina é necessario para entender e controlar a sua disseminagao, como

também auxiliar na antibioticoterapia desse microrganismo multirresistente.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1  Caracteristicas Gerais do género Staphylococcus spp.

O termo Staphylococcus origina-se do grego, staphylé, e significa cacho de uvas, por
causa do arranjo microscopico caracteristico em agrupamentos. S&o membros da familia
Staphylococcaceae (EUZEBY, 2015), juntamente com os géneros Planococcus, Micrococcus
e Stomatococcus (KONEMAN et al., 2008).

Até 0 momento, o género Staphylococcus possui 52 espécies e 28 subespécies (LPSN,
2016), 17 delas podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas, sendo Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus os representantes mais
presentes em isolados clinicos (BARRETO e PICOLLI, 2008).

Os estafilococos séo cocos Gram e catalase-positivos, com aproximadamente 0,5 a
1,5um de didametro, imoveis, ndo esporulados. Podem apresentar diversos arranjos, que vao
desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com aspecto
semelhante a um cacho de uvas), devido a sua divisao celular, que ocorre em varios planos
(LIMA et al, 2015). As col6nias sdo usualmente lisas e convexas com borda continua
(KONEMAN et al., 2008). Sdo microrganismos fastidiosos por isso sdo cultivados em meios
ricos contendo caldo e/ou sangue (HARVEY et al, 2008). Staphylococcus crescem em meios
ndo seletivos que sdo incubados tanto em aerobiose, gerando a producdo de pigmentos nas
colbnias, quanto em anaerobiose, ambas resultando na formagéo de colbnias grandes e lisas
(KONEMAN et al, 2008; MURRAY et al, 2009).

Em relacdo a parede celular bacteriana, pode-se dizer que cerca de 90% desta é
constituida por peptideoglicano, permitindo a estes microrganismos reter o cristal violeta
durante o processo de coloracdo de Gram e por esse motivo sdao consideradas bactérias gram-
positivas (TORTORA et al., 2006).

A producéo de coagulase é importante principio de diferenciacdo para as espécies de
estafilococos: coagulase-positivos e coagulase-negativos (BECKER et al, 2016). Essa divisdo
é baseada na capacidade de coagular o plasma, que é uma propriedade considerada, ha longo
tempo, como importante marcador de patogenicidade dos estafilococos (TRABULSI et al.,
2002). S. aureus é distinguido dos Staphylococcus coagulase-negativos (CoNS) principalmente
pela positividade para coagulase. Além disso, as coldnias de S. aureus tendem a ser amarelas e
hemoliticas, em vez de cinzas e ndo-hemoliticas como as dos estafilococos coagulase-negativos
(SCHAECHTER et al, 2009).
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Em placas de Agar sangue, um halo de beta-hemolise desenvolve-se em torno das
colbnias de S. aureus, o que ndo ocorre nos Staphylococus coagulase-negativo (CoNS). Um
meio importante para a identificacdo do S. aureus € o 4gar manitol salgado, seletivo para essa
espécie, uma vez que S. aureus consegue fermentar o manitol, produzindo acido latico. Essa
espécie se desenvolve também na presenca de 7,5% de NaCl, que estimula a producéo de
coagulase, enzima que caracteriza a espécie (CASSETTARI et al., 2005; MURRAY et al, 2009;
KONEMAN et al., 2008; INGRAHAM e INGRAHAM, 2011).

Como microrganismo oportunista, Staphylococcus aureus se comporta tanto como
comensal quanto como microrganismos patogénicos. Sdo encontrados colonizando a
microbiota normal da pele e de outros sitios anatbmicos como a nasofaringe, axilas, perineo e
trato gastrointestinal; podendo tornar-se patogénico e causar diversas infec¢bes, em condicdes
gue ocorrem a ruptura da barreira cutanea ou a diminuicao da imunidade (SALES e SILVA,
2012; SOLLID et al., 2014).

2.2  Colonizagéo e InfeccOes relacionadas ao Staphylococcus spp.

S. aureus faz parte da microbiota da pele e mucosa humana e podem se comportar como
microrganismos patogénicos oportunistas, causando infeccdes cutaneas relativamente simples
(celulite, impetigo e abscessos), até doencas sistémicas potencialmente fatais (LOWY, 2003).
As doencas malignas subjacentes sdo reconhecidas como importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de bacteremia e é através dela que o microrganismo pode se implantar em
locais distantes, podendo causar endocardite, osteomelite, pioartrite e formacao de abcessos
metastaticos na pele, tecido subcutaneo, pulmdes, figado, rins e cérebro (ALMEIDA et al,
2013).

Os CoNS sédo considerados simples comensais da pele, que podem desenvolver
infeccBes subagudas ou mesmo crénica, com um quadro clinico inespecifico, e facilmente
tratavel (BECKER et al, 2016). Entretanto, vem sendo considerado como microrganismos
patogénicos emergentes, reconhecidos como causadores de processos infecciosos de pos-
operatorio oftalmolégico, endocardites de valvulas nativas ou prostéticas, pneumonias,
osteomielites e feridas cirdrgicas em infec¢des hospitalares (VOUNG, 2002)

Uma das razbes pelas quais os estafilococos s@o considerados potencialmente
patogénicos é a sua capacidade de se ligar as superficies e desenvolver estruturas rigidas, muitas

vezes referidas como um biofilme, portanto os biofilmes séo definidos como um conjunto de
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células bacterianas justapostas dentro de uma matriz e ligadas a uma superficie conferindo
maior resisténcia a terapia antimicrobiana e as defesas do hospedeiro (PAHARIK &
HORSWILL, 2016).

O Staphylococcus aureus é considerado um microrganismo patogénico de grande
relevancia no que se refere as infecgdes adquiridas, seja ha comunidade ou em ambiente
hospitalar, devido sua alta frequéncia e patogenicidade que o possibilita a produzir doengas,
tanto em individuos saudaveis quanto em imunocomprometidos e sua alta capacidade em
apresentar resisténcia a antimicrobianos tornou-se importante objeto de estudo (CATAO et al,
2013).

Sua transmissao ocorre principalmente por contato direto com individuos colonizados
ou infectados e também em contato com superficies ou instrumentos contaminados (MACAL
etal., 2014; KHAN, AHMAD & MEHBOOB, 2015). A maioria das infeccdes provocadas por
S. aureus resulta de portadores assintomaticos, em que o individuo pode ser colonizado por
periodos curtos ou longos, causando doenga quando ha algum comprometimento do sistema
imunoldgico. Na populacdo mundial cerca de 20% a 30% das pessoas sdo portadores
persistentes e 60% alberga S. aureus de forma intermitente (DELEO et al., 2010; JENKINS et
al., 2015).

O maior problema do portador assintomatico é que, mesmo ndo apresentando sinais ou
sintomas clinicos de doenca ele representa potencial fonte de infeccdo, e pode estar
disseminando o microrganismo patogénico pelos ambientes em que circula (RODRIGUEZ -
NORIEGA & SEAS, 2010). O estado de portador assintomatico é ainda mais preocupante,
quando este € um profissional da saide. Devido a facilidade na transmissdo do S. aureus, 0
portador é um fator de risco importante na epidemiologia e patogénese da doenca, visto que a
maioria das infeccBes relacionadas a assisténcia a salde sdo adquiridas apos exposicdo a maos
contaminadas de profissionais da saude ou através do contato com outros pacientes colonizados
e/ou infectados (ALVAREZ, LABARCA e SALLES, 2010).

A patogénese do S. aureus é complexa e depende de diversos fatores associados a
doenca clinica, os quais incluem a resisténcia aos antimicrobianos, a susceptibilidade do
hospedeiro e a expressdo de fatores de viruléncia que permitem a colonizacdo persistente,
evasdo do sistema imune e disseminacdo no hospedeiro. O conjunto de fatores de viruléncia
necessarios para o desenvolvimento da infeccdo estafilocdcica depende do sitio da infec¢éo, o
qual pode ser determinante na disseminacdo do microrganismo patogénico (VANDENESCH,
LINA & HENRY,2012; GORDON, WILLIAMS & CHAN, 2013; YU et al., 2015).
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2.3 Viruléncia do Staphylococcus spp.

As células procarioticas sdo capazes de coexistir com organismos eucarioticos atravées
de varios tipos de inter-relacdes. Um desses tipos de relacdo pode resultar em prejuizo para o
hospedeiro, com diferentes graus de severidade. A extensdo dos danos ocorre em funcéo da
salde do hospedeiro e/ou da viruléncia bacteriana, e esta pode ser maximizada atraves de
fatores de viruléncia especializados (RATTI & SOUSA, 2009). Para que cause infec¢do, é
necessario que os fatores de viruléncia de S. aureus atuem de forma coordenada, até mesmo de
maneira redundante, de tal forma que se um de seus fatores de viruléncia for afetado, os outros
continuaréo ativos (NILSDOTTER-AUGUSTINSSON et al, 2005).

Esses fatores de viruléncia podem ser classificados, basicamente, nas trés seguintes
categorias: a) fatores relacionados com a aderéncia as células do hospedeiro ou a matriz
extracelular, como a producdo de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou da
enzima coagulase; b) fatores relacionados com a evaséo da defesa do hospedeiro, como diversas
enterotoxinas estafilocécicas (SEs A-E, G-J, K, L, M, O e P), a toxina da sindrome do choque
toxico (TSST), a proteina A, lipases e polissacarideos capsulares; e c) fatores relacionados com
a invasdo na célula do hospedeiro e a penetracdo nos tecidos ou adesdo de superficies de
cateteres e préteses, os quais incluem as proteinas (toxinas) a, b, d, ge d— hemolisinas
(SANTOS et al, 2007).

Possuem varios mecanismos de viruléncia, como proteinas que atuam na adesdo desta
bactéria a superficies e na invasao de tecidos de hospedeiros, exoproteinas que atuam contra
mecanismos de imunidade, além de também possuir toxinas que causam hemdlise (destruicéo
dos hemdcitos, ou glébulos vermelhos) e que formam poros em membranas, permitindo o
“vazamento” de ions e outras moléculas pequenas das células de hospedeiros. (TRABULSI et
al., 2002; STROHL et al., 2004; TORTORA et al., 2006 KONEMAN et al., 2008).

S. aureus possui varios fatores de viruléncia que podem contribuir para sua capacidade
de produzir doenca. Os principais fatores de viruléncia sdo céapsula (exopolissacarideo),
peptidoglicano, acidos teicdicos, proteina A adesinas, hemolisinas, enzimas, toxinas
extracelulares, leucocidinas, fibrinolisina e as exoproteinas (STROHL et al, 2004 KONEMAN
et al, 2008).

Junto aos fatores supracitados, também produz toxinas como as enterotoxinas
estafilococicas (SES) que estdo associadas a quadros de intoxicacdo alimentar; a leucocidina de

Panton-Valentine (PVL) responsavel pela formagdo de poros na membrana dos leucdcitos
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induzindo a citolise; a toxina esfoliativa estafilococica (ETs) que induz eritema e esfoliacdo da
pele, fendbmeno observado na sindrome da pele escaldada; a toxina 1 da sindrome do choque
toxico estafilocdccico (TSST-1), a qual estimula a proliferacdo de linfocitos T, causando a
sindrome do choque toxico; e a alfa, beta e delta-hemolisina que apresentam atividade
hemolitica (BIEN, SOKOLOVA e BOZKO, 2011; VANDENESCH, LINA e HENRY, 2012;
COSTA et al, 2013; YU et al., 2015; KONG, NEOH e NATHAN, 2016; WARYAH et al.,
2016).

A alfa-hemolisina produzida por estafilococos é muito ativa contra eritrocitos de
algumas espécies animais. Esta toxina apresenta agdo necrosante em pequenos vasos e
aparentemente induz a formacéo de poros, alterando a permeabilidade da membrana celular. As
hemolisinas estafiloccicas beta, gama e delta apresentam menor toxicidez, mas seus
mecanismos de atuacdo ainda ndo foram bem esclarecidos. Por outro lado, a leucocidina
apresenta acdo destrutiva direcionada a neutrofilos e macréfagos, permitindo que S. aureus
escapem ilesos da fagocitose (LUZ,2008)

Uma proteina de superficie espécie-especifica ancorada a parede celular do S. aureus,
proteina A estafilocdcica (SpA, do inglés Staphylococcus protein A), tem a habilidade de
interagir com muitos componentes do hospedeiro, possivelmente desenvolvendo um papel
como fator de viruléncia em infec¢cdes (KONEMAN et al., 2008).

As exotoxinas sdo proteinas ou enzimas produzidas no interior de algumas bactérias
Gram-positivas, decorrentes da multiplicacdo e metabolismo dos microrganismos, e liberadas
na corrente sangiinea.

A maioria dos fatores de viruléncia em Staphylococcus spp. é coordenado pelo regulador
gene acessorio (agr, do inglés accessory gene regulator), um grupamento de genes com
atividade quorum sensing (QS). O QS é um mecanismo de comunicacdo celular que permite
controlar a expressdo de genes em resposta a sua densidade populacional através da secrecdo
de moléculas autoindutoras (GORDON, WILLIAMS e CHAN, 2013; KONG, NEOH e
NATHAN, 2016).

As enterotoxinas exibem atividade de superantigeno, estimulando a proliferacédo
policlonal de linfécitos T através do complexo formado entre moléculas do complexo principal
de histocompatibilidade classe II com a porgdo variavel do receptor de cadeia BB ou a do linfocito
T (LUZ, 2008).

Tanto 0 S. aureus quanto S. epidermidis apresentam um outro mecanismo de viruléncia,
a producdo de exopolissacarideos que promovem a adesdo intercelular (PIA), também chamada

de polimero N-acetil-glucosamina (PNAG). O PIA/PNAG é sintetizado por enzimas
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codificadas pelo operon ica (JABBOURI & SADOVSKAYA, 2010), envolvidos na formagéo
de biofilmes em dispositivos médicos implantaveis (BARBIERI et al, 2015).

2.4 Biofilme

O biofilme é uma comunidade estruturada de células bacterianas que esta encerrada em
uma matriz polimérica autoproduzida e adere-se a uma superficie inerte ou viva (ANTUNES et
al, 2011; MELAKE et al, 2017). Dependendo das espécies bacterianas, do tipo cepa e das
condi¢cdes ambientais, a matriz do biofilme € constituida por substancias de varias formas
quimicas como exopolissacarideos, proteinas, &cidos teicoicos e DNA extracelular (€DNA). Os
biofilmes bacterianos sdo capazes de resistir a antibidticos, desinfetantes, fagocitose e outros
componentes do sistema de defesa imune e inflamatdria inata e adaptativa do hospedeiro
(ARCIOLA et al, 2005; HOIBY et al, 2011).

O crescente uso de biomateriais implantaveis vem elevando a expectativa de vida
humana, através do re-estabelecimento de inumeras fungdes vitais, mas concomitantemente,
causa um aumento das infeccdes associadas a biomateriais, que passaram a ser reconhecidas
como um dos maiores problemas clinicos (BUSSCHER et al., 2012). Aproximadamente 80%
de todas as infeccbes no mundo estdo associadas a biofilmes, especialmente, envolvendo
biomateriais (TRENTIN, GIORDANI E MACEDO, 2013).

O processo de formacdo do biofilme requer dois estagios: a adesdo da bactéria a
superficie inerte e a formacdo de um agregado celular. Ap6s a insercdo no paciente, o
biomaterial implantado é rapidamente coberto por plasma e proteinas da matriz extracelular,
como fibrinogénio, fibronectina, vitronectina, tromboplastina e fator de von Willebrand, que
sdo reconhecidos por receptores presentes na superficie celular das bactérias iniciando o
processo de adesdo (VON EIFF et al. 2002). A adesdo bacteriana, seja em uma superficie
abiotica (inanimada, como plasticos e metais) ou bidtica (como células e tecidos animais ou
vegetais), e o primeiro estagio na formac&o de biofilmes e é considerado um processo bastante
complexo. Como regra geral, a adesdo priméaria (ou adesao reversivel) entre bactérias e
superficies abidticas ocorre mediada por interac6es fisico-quimicas ndo especificas, enquanto
que a adesdo a superficies bidticas é acompanhada por interacfes moleculares mediadas por
ligacOes especificas do tipo receptor-ligante (DUNNE, 2002). O estagio de adesao reversivel é,
portanto, ditado por interagdes entre a bactéria e o material, incluindo forcas hidrodinamicas,
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interacOes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e interagdes hidrofobicas (PAVITHRA &
DOBLE, 2008).

Uma vez que o organismo e a superficie alcangcam uma proximidade critica (em torno
de 1 nm), a determinacéo final de adesdo depende da soma de forgas de atracdo ou repulsao
gerada entre as duas superficies. Essas interacdes eletrostaticas tendem a favorecer a repulséo,
porque a maioria das bactérias e superficies inertes e carregada negativamente; por outro lado,
as interacdes hidrofobicas parecem apresentar maior influéncia sobre o resultado da adeséo
primaria. A repulsdo entre duas superficies pode ser superada por interacfes do tipo ligacdes
de hidrogénio ou por interagcdes moleculares especificas, mediadas por adesinas
(KATSIKOGIANNI; MISSIRLIS, 2004),

Apds a adesdo de células bacterianas, ocorre um aumento na producéo, na liberacdo e
na deteccdo de moléculas sinalizadoras autoindutoras que regulam a formacéo de biofilme
(BJARNSHOLT; GIVSKOQV, 2007; HODGKINSON; WELCH; SPRING, 2007). Em seguida,
ocorre um processo de acumulacdo celular influenciado por fatores bacterianos e ambientais
(VON EIFF et al. 2002).

Conforme a densidade bacteriana aumenta, essas moléculas autoindutoras podem se
acumular e induzir a transcricdo de genes especificos que regulam vérias fungbes como
motilidade, viruléncia, producdo de matriz exopolissacaridica (EPS) e a formacéo de biofilmes.
Esse processo de comunicacdo encontrado em muitas bactérias patogénicas, que acopla a
transcricdo de genes especificos com a densidade celular bacteriana, e referido como Quorum
sensing (QS). (RUTHERFORD; BASSLER, 2012).

O mecanismo de acumulacdo melhor estudado até o presente em estafilococos, esta
relacionado a producdo da Adesina Intercelular Polissacaridica (PIA) ou N-acetil glucosamina
polimérica (PNAG) codificada pelo operon icaRADBC (OTTO, 2009, MARTINI et al, 2016 ),
composto por quatro genes biossintéticos (icaADBC) e um gene de regulacédo (icaR). A PIA é
um homopolimero linear composto por aproximadamente 130 residuos de N-acetilglucosamina
ligados por B-1, 6, dos quais 15 a 20% s&o desacetilados (MARTINI et al, 2016). As enzimas
IcaA e IcaD, quando co-expressadas, mostram melhor atividade para a montagem de
glucosaminoglicanos ligados a  (1-6) que compreendem PIA. A auséncia de IcaD esta
associada a uma diminui¢do na producdo de PIA. As funcGes provaveis do IcaC estdo
relacionadas a extrusdo da PIA da célula bacteriana, enquanto o IcaB parece funcionar como
uma desacetilase. Embora a expresséo do gene icaA possa promover a baixa producdo de PIA,
aexpressao de genes icaAD ou icaADC estimula uma producdo aumentada de biofilme (GOTZ,
2002; MARTINI et al, 2016).
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Além da producdo da PIA/PNAG, essa acumulacdo pode ocorrer por meio de uma
adesdo protéica mediada por proteinas de superficie como a Bap (Proteina Associada ao
Biofilme) e Aap (Proteina Associada a Acumulacgéo), mecanismos de aderéncia e acumulagéo
celular independente do operon ica (MARTINI et al, 2016).

A segunda etapa da adesdo bacteriana é a adesdo secundaria ou adesdo irreversivel.
Nesse momento, 0s microrganismos fracamente ligados a superficie consolidam o processo de
adesdo, atraves da producdo de EPS. Durante essa fase de adesdo, 0os microrganismos sdo
capazes de se ligar a células da mesma ou de diferentes espécies, formando agregados que
estardo firmemente ligados a superficie (STOODLEY et al., 2002). Os biofilmes maduros
consistem de estruturas semelhantes a cogumelos, envoltos pelo EPS, permeados por canais de
agua. Esses canais funcionam como um sistema circulatério de entrega de nutrientes, da
interface para o interior do biofilme e de remocéo de restos metabolicos (HALL-STOODLEY,
COSTERTON and STOODLEY, 2004).

Sob determinadas situacdes, quando o ambiente ndo se encontra mais favoravel ou,
ainda, devido a uma programacéao celular para a viruléncia, ocorre o desprendimento de células
planctonicas ou de grupos de células unidas pelo EPS que podem colonizar novo local
(BAYLES, 2007)

Numerosos estudos destacam a importancia do biofilme bacteriano como agente
facilitador da invasividade e persisténcia microbianas. No entanto, a producéao de biofilmes néo
é investigada rotineiramente, na verdade, a microbiologia clinica convencional testa apenas as
formas plancténicas, que sdo inteiramente diferentes das formas sésseis contidas na biomassa
microbiana (MARCIA et al, 2014)

A formacdo de biofilmes é considerada um importante fator de viruléncia para
estafilococos (STEPANOVIC et al., 2007). A formagao de biofilmes em superficies de implante
aumenta a resisténcia a agentes antimicrobianos e leva a falha terapéutica ao serem utilizados.
No caso da vancomicina, causa uma difusdo lenta nas camadas internas de biofilmes
bacterianos, porém a exposicéo gradual das células bacterianas a baixas concentracdes facilita
o desenvolvimento da resisténcia a vancomicina (ANTUNES et al, 2011). Embora varios
estudos tenham descrito maior nivel de producéo de biofilme por microrganismos multidroga-
resistentes (MDROs), a correlacdo entre a producédo de biofilmes e a aquisi¢do de resisténcia
aos antimicrobianos ainda é debatida (REITER et al, 2011; SANCHEZ et al, 2013).

Assim, avaliacdo da capacidade de producédo de biofilmes representa um pré-requisito

necessario para o desenvolvimento de novos tratamentos médicos ou intervencdes cirdrgicas,
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uma vez que, no presente, a estratégia mais eficaz contra o biofilme € a sua remocao cirdrgica
(DI DOMENICO et al, 2017).

2.5 Metodos para a deteccéo da producéo de biofilme

O estudo dos biofilmes € bastante recente, possuindo em torno de 35 anos, e envolve
diversas areas do conhecimento cientifico, sendo uma ciéncia multidisciplinar (TRENTIN,
GIORDANI e MACEDO, 2013). Varios métodos sdo usados atualmente em areas médicas para
a deteccdo da producdo de biofilmes. Esses métodos se dividem em métodos qualitativos,
como a aderéncia do tubo de borossilicato e a producéo de expolissacarideo no agar vermelho
do Congo (CRA), e métodos quantitativos, como a producéo de biofilme em placa, sdo usados
em laboratorios de rotina. Técnicas moleculares tais como a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), que amplifica os genes envolvidos na producdo de biofilmes, complementam esses

métodos.

2.5.1 Adesao ao tubo de borossilicato

Esta pesquisa da producéo de biofilme efetuada pelo método de Christensen et al 1985,
consiste detectar a aderéncia de uma camada de material corado com uma solucdo aquosa a
0,4% de azul de tripan (Sigma). O resultado positivo é indicado pela presenca aderido a parede
interna dos tubos. A presenca de um anel corado somente na superficie de contato liquido-ar
n&o foi considerada como resultado positivo (OLIVEIRA & CUNHA, 2010).

Um estudo avaliou a sensibilidade e especificidade do teste de aderéncia no tubo,
comparando com a presenca dos genes ica (padrdo-ouro), e foi possivel obter 100% de
sensibilidade e 100% especificidade do teste do tubo (BRIDIER et al, 2010). Martini e
colaboradores, em 2016, obtiveram a sensibilidade de 85,7% quando compararam a adesao em
tubo de borossilicato com a deteccdo genética de formacdo de biofilme. Oliveira e cunha, em
2010, relatam que o teste de adesdo em tubo apresentou melhores resultados do que o teste com

vermelho congo, sendo obtido 100% de sensibilidade e especificidade.
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2.5.2  Producdo do exopolissacarideo em meio agar vermelho congo

Utilizado para identificar estafilococos produtores de slime (polissacarideo
extracelular) que permite a bactéria aderir as superficies bioticas e abioticas, sendo considerado
o fator de viruléncia importante para a adesdo e colonizacdo. O slime pode reduzir também a
resposta imune aos fagocitos, interferindo com os mecanismos de defesa do hospedeiro. Trata-
se de um método de facil execucéo e a obtencdo de resultados € mais rapida.

Essa técnica baseia-se no cultivo de estafilococos sobre um meio de &gar solido,
suplementado com o corante vermelho congo, sendo os estafilococos classificados como
produtores ou ndo produtores de slime. O corante vermelho Congo € utilizado como indicador
de pH, apresentando coloracdo preta em intervalos de pH entre 3,0 e 5,2. Placas com 0 meio
agar vermelho Congo séo semeadas e incubadas em ambiente aerobio por 24 - 48 horas a 37°C.
Uma escala de referéncia de cinco cores é utilizada para determinar com precisao todas as
variacOes de cor mostradas pelas colbnias. Isolados presentando dois tons de preto, preto
brilhante e opaco seco preto, sdo classificados como produtores de biofilme, enquanto as
colénias vermelhas, cor-de-rosa e bordéux séo classificadas como negativo (OLIVEIRA et al,
2010).

Ainda que o teste do agar vermelho Congo seja vastamente utilizado em estudos com
biofilme, principalmente com Staphylococcus spp., ndo se sabe ao certo qual o mecanismo
especifico da resposta envolvida neste método. Apesar disto, alguns dados indicam que a reacédo
positiva, evidenciada pelo escurecimento da col6nia produtora de biofilme, decorreria da
constituicdo polissacaridica da matriz extracelular do biofilme, cuja producéo € intensificada
pelo suplemento nutricional do meio (FREITAS, VAN DER SAND & SIMONETT]I, 2010).

2.5.3 Producdo de biofilme em placa de poliestireno

A produgéo do biofilme em placa permite quantificar o material bacteriano corado com
solucéo de cristal violeta aderido na placa de microtitulacéo, atraveés da leitura da absorbancia
em leitor de ELISA. As amostras sao classificadas de acordo com sua densidade 6tica, sequindo
a classificagdo de Stepanovic et al, 2007. A densidades Gticas para cada isolado (DO:;) é obtida
pela média dos valores das triplicatas, sendo este valor comparado com a densidade Otica do
controle negativo (DOc). Os isolados sdo classificados em quatro categorias: ndo aderente se
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DOi < DOc; fracamente aderente (+) se DOc < DOj < 2 x DOc; moderadamente aderente (++)
se 2 X DOc < DOj <4 x DOc; ou fortemente aderente (+++) se 4x DOc < DOi.

E um dos métodos mais amplamente utilizados para deteccdo de biofilmes. Baseia-se
na capacidade do cristal violeta penetrar na parede de bactérias Gram positivas ou leveduras e
permanecer retido no citoplasma. Esse método é uma ferramenta quantitativa para deteccdo de
biofilme e pode ser usado como uma técnica confiavel, pois pode detectar o processo de
formacdo de biofilmes anexado a superficie ou a producdo polissacarideo extracelular
segregado (SAISING et al, 2012).

Estudos anteriores reportaram maior eficiéncia na deteccdo de formagéo de biofilme
quando utilizado o teste de aderéncia em placas em relacdo ao agar vermelho congo
(GUIMARAES et al., 2012; MELO et al., 2013).

2.5.4 Pesquisa do gene ica

A deteccgdo dos genes ica pode ser realizada através de técnicas de PCR simples e PCR
multiplex. Consistindo na obtencdo da amplificacdo dos genes que compdem 0 operon ica,
icaRADBC separadamente ou todos simultaneamente.

O estudo de Oliveira e Cunha, em 2010, relata que a expressao dos genes ica é altamente
variavel e pode ser induzida por variaces nas condi¢cdes da cultura, como um aumento na
concentracdo de agucares ou outras substancias que induzem estresse.

Alguns métodos fenotipicos baseados em resultados colorimétricos podem sofrer
interferéncias no desenvolvimento desses testes que acarretam em duvidas na interpretacdo dos
resultados. Reforcando assim a utilizacdo de testes moleculares devem ser utilizados
juntamente com os testes fenotipicos para obter uma concordéncia entre os testes (COUTO et
al, 2001, ARCIOLA et al, 2012). Como também, a analise por PCR apenas revela a
predisposicdo genética para formacdo de biofilmes e expressdo de genes ica, assim a real
formacédo de biofilmes deve ser confirmada por métodos fenotipicos adicionais (MELO et al.,
2013).

Arciola e colaboradores. (2012) mostraram que técnicas moleculares para identificacao
dos genes ica, que codificam a sintese do slime, representa uma ferramenta muito importante

para uma identificacdo acurada de cepas virulentas formadoras de slime.
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2.6 Resisténcia a agentes antimicrobianos

Os microrganismos sofrem mecanismos que favorecem a selecdo natural, que resulta na
emergéncia de isolados resistentes aos diferentes antimicrobianos, e assim, quando uma
populacdo microbiana é exposta a um agente antimicrobiano, 0s microrganismos mais
susceptiveis sdo eliminados, sobrevivendo somente os resistentes ao antimicrobiano (OMS,
2000). A exposicao a antibioticos contribui para a selecdo de mutantes resistentes e favorece a
transferéncia horizontal de elementos genéticos moveis como plasmideos, integrons e
transposons que portam varios genes de resisténcia contra distintas familias de antibidticos
(CAMOU, ZUNINO & HORTAL, 2017).

A atividade dessas substancias antimicrobianas pode ser dividida em trés etapas
subsequentes: a primeira ocorre pela sua associacdo com as bactérias e penetrar em seu
involucro, a segunda através do transporte ao seu sitio alvo intracelular e a terceira etapa
constitui-se da ligagdo com o sitio-alvo bioquimico especifico. E a resisténcia aos
antimicrobianos pode ocorrer em cada uma dessas etapas. Os microrganismos patogénicos
desenvolveram uma multiplicidade de formas de resistir a acdo antibidtica, sendo o0s
mecanismos de resisténcia clinicamente relevantes: 1) Inativacdo do agente antimcrobiano por
acao enzimatica, 2) Excrecdo do antibidtico pela acdo de bombas de efluxo, 3) Modificacdo do
sitio-alvo, 4) Exacerbacgdo na sintese de sitio-alvo, para promovem esgotamento do farmaco
(SCHAECHTER et al., 2009).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos € um problema sério, que se ndo for
combatido a tempo, pode comprometer a saude das futuras geracdes (OMS, 2016). A ocorréncia
de microrganismos resistentes aumentou dramaticamente e exponencialmente nas ultimas
décadas como resultado do uso e abuso de antibioticos. A resisténcia antimicrobiana ndo é
apenas um dilema meédico, mas uma ameaca global que exige, para seu controle, uma acgédo
coordenada por muitos agentes de saude e institui¢cbes diferentes (CAMOU, ZUNINO &
HORTAL, 2017).

Durante seis anos subsequentes a introducdo da penicilina, amostras hospitalares de S.
aureus resistentes pularam de um nivel muito baixo para 80% do total (INGRAHAM &
INGRAHAM, 2011). Com o acumulo sucessivo de resisténcia a muitas penicilinas através das
penicilinases, outros agentes mais toxicos, tais como a vancomicina, foram restituidos, com
hesitacéo, a utilizagéo clinica (SCHAECHTER et al., 2009).
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A resisténcia do S. aureus aos antibi6ticos tem sido desenvolvida por muta¢es em seus
genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de bactérias da mesma ou de outra espécie.
Geralmente, a resisténcia que ocorre por mutacdo gera uma alteracdo no sitio de acdo do
antibiotico, enquanto a resisténcia por aquisicdo de genes de resisténcia frequentemente
envolve a inativacdo ou a destrui¢do da droga sendo transmitida por plasmideos e transposons
(TAVARES, 2002; BERNARD et al., 2004). E a difusdo de genes de resisténcia aumenta com
a utilizacéo de antimicrobianos em determinado centro médico. Os genes de resisténcia multipla
podem acumular-se em determinada amostra pela eficacia do mecanismo de transposicao
genética, podendo conduzir ao aparecimento de “supermicrobios”, microrganismos resistentes
a um grande numero de agentes antimicrobianos. A ameaga do acumulo de fatores de
resisténcia, é entretanto, bastante real (SCHAECHTER et al., 2009).

A ocorréncia de Enterococcus vancomicina resistente (VRE) e Staphylococcus
aureus meticilino-resistente (MRSA), deixaram de ser limitados as enfermarias, e estéo
disseminando pela comunidade. Embora a maioria das drogas ainda seja ativa, a ocorréncia da
resisténcia microbiana pode atingi-las em pouco tempo (OTILIA, 1999).

Nas décadas anteriores, uma perda continua de susceptibilidade a maioria dos
antibidticos disponiveis foi registrada para CoNS. Grandes aumentos na porcentagem de
isolados resistentes foram observados particularmente para a penicilina, oxacilina,
ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina e gentamicina (BECKER et al, 2014).

O surgimento de bactérias multidroga-resistentes (MDR) agravou o problema das
infeccbes na salde publica, criando um novo fardo na assisténcia médica em hospitais,
particularmente para pacientes admitido em unidades de terapia intensiva (UTI). Em unidades
de cuidados intensivos, existe é um uso antimicrobiano extensivo, que imp&e uma pressao de
selecdo e promove o surgimento do MDR (CORNEJO-JUAREZ et al, 2015).

A emergéncia cepas de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRSA/MRCoNS)
e a dificuldade no tratamento das infecgdes causadas por esses microrganismos tornou, em
muito casos, os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) a Unica alternativa terapéutica,
porém nos Gltimos anos emergiram em todo 0 mundo isolados com susceptibilidade reduzida a
glicopéptidos (SORIANO et al., 2008; ANTUNES et al, 2011; CAZARES-DOMINGUEZ et
al., 2015). O uso constante da vancomicina e, por conseguinte o aumento da pressao seletiva,
ocasionou o aparecimento de MRSA tolerante (VT-MRSA) e com resisténcia a vancomicina
(GOMES, WARD e LAPLANTE, 2015; KOH et al., 2016).

Alguns estudos relatam um numero crescente de estirpes de S. epidermidis
glicopeptideos-resistentes (GRSE) em todo o mundo (CREMNITER et al., 2010). Isolados de
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S. aureus e principalmente os estafilococos coagulase-negativos (CoNS) resistentes a
meticilina/oxacilina e com reduzida susceptibilidade aos glicopeptideos foram relatados no
Japdo, Estados Unidos, Europa e Asia desde o final da década de 80 (HOWDEN et al., 2010).

No Brasil, cepas estafilococicas com susceptibilidade reduzida a glicopéptideos foram
relatadas em hospitais em S&o Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre, e de estafilococos
coagulase negativos resistentes a vancomicina e a teicoplanina em Séo Paulo ha uma década
(MAMIZUKA & OLIVEIRA, 2000, MELO et al.,2005). E recentemente, S. aureus contendo
genes vanA e vanB tambeém foram descritos no Brasil (ROSSI et al., 2014; BREVES et al.,
2015).

Alguns antimicrobianos que exibem atividade in vitro contra S. aureus permanecem
ativos contra cepas resistentes aos glicopéptidos, como rifampicina e acido fusidico (HOWDEN
et al, 2010). Nos ultimos anos, foram desenvolvidos um ndmero limitado de novos
antimicrobianos, dentre eles, as cefalosporinas de 52 geragéo, ceftarolina e ceftobiprole, que
mostraram ser efetivos contra isolados de MRSA (BATISTA et al, 2015). Outros
antimicrobianos ndo pertencentes ao grupo de beta-lactamas e com atividade contra esses
microrganismos estavam disponiveis no inicio do século 21, além de serem amplamente
empregados na préatica clinica, sdo linezolide, daptomicina e tigeciclina (RODVOLD &
McCONEGHY, 2014).

2.7  Glicopeptideos

Entre os glicopeptideos estdo a vancomicina e a teicoplanina. Ambas sdo moléculas
muito grandes e, portanto, tém dificuldade em penetrar em células Gram-negativas (MIMS et
al.,, 2005). S&@o bactericidas, e tém alta afinidade para o terminal de D-ala-D-ala do
peptidoglicano, interferindo na sintese da parede celular ligando-se a D-alanina-D-alanina ao
final das cadeias de pentapeptideos que fazem parte da estrutura da parede celular bacteriana
em crescimento. Essa ligagéo inibe a reacdo de transglicosilacdo e impede a incorporagéo de
novas subunidades precursoras extracelular ndo reticuladas, além de obstruir as reaces da
proteina de ligac&o a penicilina na sintese de parede celular (SANGAPPA & THIAGARAJAN,
2012). Uma vez que os glicopeptideos atuam em um estdgio mais precoce que 0s
betalactamicos, ndo é util combina-los (MIMS et al., 2005).

Historicamente, tem sido observada uma resisténcia de maior relevancia clinica

adquirida contra os glicopeptideos nos microrganismos Enterococcus faecium e Enterococcus
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faecalis (enterococos resistentes a vancomicina - VRE) (CASADEWALL, REYNOLDS &
COURVALIN, 2001). Os primeiros relatorios de CoNS com diminui¢o da suscetibilidade aos
glicopéptideos foram publicados nos Estados Unidos no final da década de 1970
(CREMNITER et al, 2010), e pouco depois em paises europeus (PARAGIOUDAKI et al,
2004).

Mediante ao seu amplo emprego na pratica clinica, houve o surgimento de cepas de
S.aureus e outras espeécies estafilocdccicas com sensibilidade reduzida a vancomicina e demais
glicopeptideos (THATI et al., 2011), denominados de S.aureus com sensibilidade intermediaria
a vancomicina/glicopeptideos (VISA/GISA) e S.aureus resistentes a
vancomicina/glicopeptideos (VRSA/GRSA) (HOWDEN et al., 2010). Estudos recentes relatam
um numero crescente de S. epidermidis glicopeptidicos-resistentes (GRSE) estirpes de todo o
mundo (CREMNITER et al., 2010).

Isolados de Staphylococcus aureus e principalmente estafilococos coagulase-negativos
resistentes a meticilina/oxacilina e com reduzida susceptibilidade aos glicopeptideos foram
relatados no Japdo, Estados Unidos, Europa e Asia desde o final da década de 80 (HOWDEN
etal., 2010).

Vaérios fenotipos de resisténcia foram descritos, os quais podem ser diferenciados pela
capacidade de transferéncia (ou seja, associagdo a plasmideos), de inducdo e por ampliagdo da
resisténcia. Os genes associados aos niveis mais elevados de resisténcia aos glicopeptideos sdo
vanA, vanB e vanD, que codificam uma ligase produtora de pentapeptideos terminando em D-
alanina-D-lactato (CASADEWALL, REYNOLDS & COURVALIN, 2001).

O gene vanA esta associado a elementos passiveis de transposicdo relacionados a
Tn1546 (cerca de 11kb em tamanho) que podem ser de natureza cromossomica ou plasmidial
(transferiveis). O gene vanB esta associado a resisténcia de alto nivel a vancomicina, mas nao
a teicoplanina (embora a resisténcia a essa substancia possa ser induzida por exposicao prévia
a vancomicina). A resisténcia do tipo vanB pode esta ligada ao cromossomo ou ao plasmideo e
associada a um elemento de transposi¢cdo muito grande (34kb), o Tn 1549 (MIMS et al., 2005),
0 gene vanD é Unico e caracterizado por expressar constitutivamente ou de forma indutiva a
resisténcia moderada a vancomicina e a teicoplanina (CASADEWALL, REYNOLDS &
COURVALIN, 2001).

A vancomicina ¢ um glicopeptideo triciclico que tem mostrado crescente importancia
médica devido a sua efetividade contra microrganismos com resisténcia multipla a drogas,
como os estafilococos meticilino-resistentes (STROHL et al., 2004). E produzida pelo

actinomiceto do solo Streptomyces orientalis, sendo por isso considerada um antibiotico natural
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(BLACK, 2002), sendo acentuadamente bactericida contra estafilococos (JAWETZ et al.,
1998).

Originalmente, a toxicidade da vancomicina era um problema grave, mas
aperfeicoamentos nos procedimentos de purificacdo durante sua producdo corrigiram 0
problema amplamente. Embora tenha um espectro de atividade pequeno, tem sido
extremamente importante ao lidar com o problema do S. aureus meticilino-resistente (MRSA),
devendo ser usada no tratamento de pacientes com infeccbes graves causadas por
microrganismos Gram-positivos resistentes a betalactamicos e para pacientes com problemas
alérgicos graves aos mesmos (STROHL et al., 2004).

A vancomicina deve ser administrada por via endovenosa para tratamento de infeccbes
sistémicas graves (JAWETZ et al., 1998). Essa substancia ndo é absorvida pelo trato
gastrintestinal e ndo penetra no liquido cérebro-espinhal de pacientes sem meningite.
Entretanto, as concentragdes bactericidas séo atingidas na maioria dos pacientes com meningite
por causa da maior permeabilidade da barreira hemato-encefalica. Essa susbtancia é excretada
pelos rins.

A vancomicina atua somente no tratamento de bactérias Gram-positivas, sendo
empregado principalmente nos tratamentos de infec¢Oes causadas por cocos e por bastonetes
resistentes aos antibioticos betalactdmicos especialmente os S. aureus e S. epidermidis
multirresistentes e Clostridium difficile. No quadro clinico de colite associada a antibiéticos, a
vancomicina possa ser uma escolha, embora a preocupagdo com este tratamento possa gerar a
origem aos enterococos resistentes aos glicopeptideos na flora intestinal tenha levado ao uso
cada vez mais frequente de compostos alternativos (MIMS et al., 2005).

Os isolados clinicos de S. haemolyticus foram as primeiras cepas resistente a
vancomicina relatadas do género Staphylococcus (SCHWALBE, STAPLETON & GILLIGAN,
1987). A descricao de S. aureus com reduzida sensibilidade a vancomicina (VISA e h-VISA)
gerou uma grande preocupacao na comunidade cientifica, no sentido de como enfrentar esta
bactéria desde a sua deteccdo laboratorial até o manejo do paciente infectado. Os
microbiologistas clinicos devem inteirar-se dos procedimentos que podem ser utilizados para
detectar corretamente Staphylococcus aureus com sensibilidade reduzida a vancomicina
(SARSV) em amostras clinicas (MARLOWE et al., 2001).

Uma caracteristica que tem sido observada em SARSV é a morfologia colonial
heterogénea na cultura primaria das amostras clinicas. Este aspecto é particularmente evidente
no segundo dia de incubacdo, quando as coldnias pequenas crescem entre col6nias de tamanho

usual na placa de meio de cultura, apresentando aspecto de crescimento misto. No entanto,
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quando as coldnias pequenas sdo examinadas, é confirmada a identificacdo de S. aureus com
MIC da vancomicina mais elevado que o das coldnias maiores usuais da mesma amostra
(MARLOWE et al., 2001). Os mecanismos envolvidos nédo sdo claros, mas CoNS com reduzida
suscetibilidade aos glicopéptidos mostram o espessamento da parede celular e tendem a formar
agregados celulares (CREMNITER et al, 2010).

2.8 Mecanismos de Resisténcia a vancomicina

Os glicopeptideos, assim como os antibidticos beta-lactamicos, exercem seus efeitos
antimicrobianos inibindo a sintese da parede celular do S. aureus. A célula bacteriana tem uma
pressdo osmatica alta e para que se multipliqgue em um meio com uma pressdo externa baixa,
ela precisa sintetizar continuamente uma estrutura extracelular chamada peptideoglicano ou
mureina, a qual previne a ruptura da célula devido a sua forma rigida. A producdo do
peptideoglicano se inicia com a sintese do componente monomérico (monémero de mureina)
dentro da célula bacteriana, este, em seguida, é transferido para fora da célula por carreadores
lipidicos presentes na membrana citoplasmatica (HIRAMATSU, 2001).

As enzimas glicosiltransferase e transpeptidase, também chamada de proténa ligadora
de penicilina (penicillin-binding protein — PBP), localizada na membrana citoplasmatica,
transformam o mondmero de mureina em uma estrutura gigante de peptideoglicano. A
glicosiltransferase polimerisa os mondmeros de mureina para produzir cadeias nascentes de
peptideoglicano. Em seguida, a transpeptidase liga as cadeias de peptideoglicano recém-
formadas as cadeias de peptideoglicano ja existentes nas células de S. aureus (ligacdo cruzada).
Quando a ponte interpeptidica é formada , o terminal D-alanina do monémero de mureina é
desligado do peptideoglicano completado. Cerca de 20% dos residuos de D-alanina-D-alanina
permanecem nado processados pelas PBP (HOWDEN et al, 2010).

O mecanismo de resisténcia em VISA inclui a sintese de guantidades adicionais de
peptideoglicano resultando em um espessamento da parede celular, como pode ser observado
na Figura la. Este espessamento leva ao aumento no numero de residuos D-alanil-D-alanina,
capazes de ligar-se as moléculas de vancomicina que sao sequestradas nas camadas externas da
parede celular, limitando assim o0 acesso a membrana citoplasmatica. (BIERBAUM et al., 2009,
ANTUNES et al, 2011). Os isolados vancomicina resistentes possuem um mecanismo de
disseminagdo muito mais eficiente do que os VISA (ZHU et al., 2008).
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Acredita-se que o doador do gene vanA ao S. aureus tenha sido o Enterococcus faecalis,
através de transferéncia conjugativa de plasmideo contendo o operon vanA. Este integra o
Transposon Tn1546 composto de vanR, vanS, vanX, vanY e vanH, presentes em um plasmideo
de 120 Kb (TENOVER et al., 2004). Os vanH, vanA e vanX codificam proteinas necessarias
para a expressdo da resisténcia. O gene vanH é um D-hidroxi-acido desidrogenase que reduz o
piruvato em D-lactato, os quais séo utilizados pelo VanA, uma ligase, que usa os residuos de D-
Lactato e D-Alanina para sintetizar o di-peptideo D-alanina-D-lactato, o qual é incorporado no
precursor do peptideoglicano. O vanX é uma di-peptidase requerida para a hidrolise do D-ala-
D-ala, o vanY é uma D,D-carboxipeptidase, ndo essencial para a resisténcia, cliva o residuo de
D-ala do C-terminal dos precursores pentapeptideos sintetizados usando D-ala-D-ala
dipeptideos que escaparam da hidrélise do vanX. A expressao do operon vanA é regulada por
dois genes, vanR e vans, localizados proximos do vanH que formam um sistema regulador de
dois componentes (PERICHON & COURVALIN 2004; SAHA et al., 2008, SANGAPPA &
THIAGARAJAN, 2012).

A resisténcia em VRSA ¢ causada pela alteracdo na parede celular do peptideo terminal
D-alanil-D-alanina da parede celular bacteriana para D-alanil-D-lactato, impedindo a inibi¢éo
da sintese de parede celular pela vancomicina, (SCHITO, 2006), como pode ser observado na
figura 1b.

Desde 1997, duas grandes categorias de resisténcia a vancomicina em Staphylococcus
aureus foram definidos. A primeira categoria refere-se S. aureus resistentes a vancomicina
(VRSA) isolados clinicos com gene vanA mediando resisténcia de alto nivel (MIC>16ug/mL),
0 segundo categoria inclui S. aureus vancomicina-intermediario (VISA) isolados que
desenvolveram resisténcia de baixo nivel (MIC >4 a <16 pug/mL) por meio do espessamento da
parede celular(VAUDAUX et al., 2010).
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Figura.1l — Mecanismos de resisténcia do microrganismo a a¢ao dos glicopeptideos (a. Espessamento da parede

celular devido a sintese exacerbada de peptideoglicanos e b. Modificacdo do sitio-alvo).
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Fonte: LOWY, 2003

2.9  Métodos de deteccdo da resisténcia a vancomicina

Na literatura sdo relatadas algumas técnicas fenotipicas para detectar o perfil de
susceptibilidade de linhagens bacterianas frente a vancomicina, as quais o Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) padroniza a utilizacdo de métodos de diluicdo em agar
Brain Heart Infusion (BHIA) ou Muller-Hinton (MHA) suplementado com concentra¢des dos
glicopeptideos e o E-test, e a determinacdo do MIC em caldo, macro ou microdilui¢do (CLSI,
2014). Para facilitar a deteccdo de cepas com sensibilidade reduzida a esse farmaco, os métodos
propostos tém sido alterados em seus meios, inoculo e periodo de incubacdo (HIRAMATSU et
al., 1997). Incluindo placas com gradiente do antibidtico, placas de agar screening, Etest,
populacado de estudo e perfil da populacdo em analise (PAP-AUC) (WOOTTON et al., 2007).
Os isolados de Staphylococcus com reduzida sensibilidade a vancomicina e teicoplanina nao
sdo mais detectados pela técnica de disco-difusdo e o uso de teste em agar BHI contendo 4 ou
6 ug de vancomicina, determinacdo de MIC ou E-test sdo requiridos (LALEY, LANZ &
SCHROCK, 2004 TENOVER, 2004, CLSI, 2014).

O método de screening com meio BHI ou MH suplementado com 6pg/mL (BHIV6) de
vancomicina deve ser inoculado com 10uL de uma suspenséao de 0,5 McFarland do organismo
e incubado a 35-37°C por 24 h., as cepas com reduzida sensibilidade a vancomicina demonstram
crescimento de uma ou mais colbnias depois 24h de incubacdo (SWENSON, PATEL &
JORGENSEN, 2007). Porém o0 meio BHIV6 usado para triar cepas VISA néo é muito adequado

para detectar cepas com MIC entre 2 e 4ug/mL, pois essas nao sao consideradas susceptiveis a
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vancomicina, sendo assim ndo detectadas por esse método. BURNHAM e cols, em 2010,
desenvolveram um meio de screening suplementado com 3ug/mL (BHIV3) buscando detectar
cepas com reduzida susceptibilidade a vancomicina (VISA e h-VISA), no entanto essa
metodologia ndo é padronizada pelo CLSI, mas sugere um método de detecta-las.

O E-test é elaborado com indculos padronizados usando a escala 0,5 de McFarland,
incubadas em meio agar MH por 24h a 35°C. Essa técnica € uma opcao atrativa como teste
alternativo por ser de facil execucdo. Contudo varios estudos relatam que o E-test apresenta
MIC sobreestimados se comparados aqueles obtidos por outros testes de referéncia (SADER,
RHOMBERG & JONES, 2009; HOWDEN et al., 2010; MANFREDINI, PICOLI & BECKER,
2011).

A microdiluicdo em caldo, no entanto, € uma técnica um pouco mais trabalhosa, pois
exige controles de qualidade e execucdo mais laboriosos do que o E-test, mesmo que suas
condicGes de preparagdo do indculo sejam semelhantes. Porém segundo o CLSI, em 2012,
utiliza-se a suspensdo bacteriana ajustada para obter o grau de turbidez equivalente a escala 0,5
de McFarland. Posteriormente inocula outra solucdo salina de NaCl 2%, dessa suspenséo retira-
se 5uL e transfere para a placa de 96 pocos fundo chato estéries, inoculando-as. Essas placas ja
irdo conter 180 puL de meio Muller-Hinton tratado com 20 puL em 8 dilui¢des seriadas de
vancomicina (de 1 pg/mL a 128 pg/mL g/ml), para obter uma concentragdo bacteriana final de
aproximadamente 5 x 10° UFC/mL em cada pogo da placa de microdiluigio. Sendo esse método
um teste confirmatdrio dos MICs obtidos pelo E-test.

Alguns estudos apresentam um teste considerado padrdo-ouro na deteccao de cepas com
perfil intermediario a vancomicina (VISA e h-VISA), a analise do perfil da populacdo
simplificado, no qual envolve a inoculagio de 10uL de uma suspensdo de 108 UFC/mL em
meio suplementado com 4pg/mL de vancomicina. O crescimento apds 24hs. é considerado
como potencial cepa VISA, algum crescimento apds 48hs. é considerado potencial cepa h-
VISA. Esse método necessita que seja feita a determinacdo do MIC, a fim de confirmar se o
MIC dessas cepas se encontra na faixa de concentracdo de vancomicina padronizada para
classifica-las como portadoras de resisténcia intermediaria a vancomicina (HOWDEN et al.,
2010; VAUDAUX et al., 2010; VAN HAL & PATERSON, 2011).

A avaliagdo morfométrica do espessamento da parede celular bacteriana usando
imagens fotograficas obtidas apds microscopia eletronica de transmissdo (MET) tem sido
proposta para auxiliar na investigacdo de S. aureus com reduzida sensibilidade & vancomicina
(HANAKI et al.,1998; CUI et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Analisar através de técnicas fenotipicas, molecular e estrutural isolados de
Staphylococcus spp. com susceptibilidade reduzida e resistente & vancomicina oriundos de

profissionais de salde e de pacientes oncoldgicos

3.2  Especificos

» Auvaliar o perfil de susceptibilidade a vancomicina através de técnicas fenotipico-
moleculares isolados de Staphylococcus spp

» Pesquisar a capacidade de producédo de biofilme em isolados de pacientes oncolégicos
através de técnicas fenotipicas;

» Pesquisar e comparar a ocorréncia do gene icaAD em em isolados de pacientes
oncolégicos produtores e ndo produtores de biofilmes Staphylococcus spp

> Descrever caracteristicas ultarestruturais de Staphylococcus spp de microbiota com
susceptibilidade reduzida e resistente a vancomicina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Trata-se de um Estudo Observacional descritivo sobre a ocorréncia de Staphylococcus
spp. com susceptibilidade reduzida e resistente a vancomicina nas provenientes de colonizagéo
dos profissionais de saude e amostras clinicas da infeccdo/colonizacdo dos pacientes

oncologicos de dois Hospitais de Recife, Pernambuco, Brasil.

4.2  lIsolados Staphylococcus spp.

Os isolados dsete presente estudo foram provenientes de microbiota provenientes de
profissionais de salde, provenientes de um estudo prévio, realizado por Rabelo et al, 2014.

Os isolados de pacientes oncoldgicos foram obtidos de amostras clinicas de varios sitios
de infeccdo de pacientes oncoldgicos, cedidos pelo laboratério de bacteriologia terceirizado do
Hospital do Cancer de Pernambuco. Os isolados foram encaminhados para o Laboratério
Bacteriologia e Biologia Molecular (LBBM), Departamento de Medicina Tropical/CCS/UFPE
durante o periodo de junho/2012 a outubro/2016.

4.3  Re-identificacdo do Staphylococcus spp.

Os isolados do obtidos no estudo de Rabelo et al, 2014 que estavam estocados em
glicerol e Brain Heart Infusion (BHIB) em freezer & temperatura -20 °C foram semeados em
BHI por 48 horas e foram plaqueados em Agar sangue 5% para observacdo macroscopica das
colbnias bacterianas. Como também os isolados clinicos do Hospital do Céancer que foram
recebidos pelo Laboratério Terceirizado.

Ambos isolados, clinicos e de microbiota foram re-identificados através das
caracteristicas macroscépicas (tamanho da col6nia, coloragdo, opacidade e brilho), pelo tipo de
hemolise (B-hemolise e a-hemolise), figura 2. Sendo posteriormente identificadas através dos
seguintes testes fenotipicos: coloracdo de Gram, catalase, coagulase em tubo, aglutinacdo do
latex, fermentacdo do manitol, prova da DNAse e Susceptibilidade a novobiocina.
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Figura 2 — Placas de Agar-Sangue de Carneiro com amostra de Staphylococcus spp. Semeada

Fonte: Adaptado pelo autor.

Para identificacdo, serdo realizados os seguintes testes fenotipicos:

> Coloragdo de Gram: Através das caracteristicas morfo-tintoriais analisadas
pelo método de Gram, observa-se a presenca de cocos Gram-positivos aos pares ou agrupados,
figura 3 (KONEMAN, 2008).

>

Fig.3 — Coloracéo de Gram (cocos em cacho Gram-positivos)

Fonte: Arquivo de fotos do autor.

> Teste da catalase: A detec¢do desta enzima é realizada sobre uma lamina limpa,
onde é depositada uma alcada de cultivo bacteriano puro e adicionada uma gota de perédxido de
hidrogénio (H202). A formacdo de bolhas indica prova positiva e a ndo formacéo de bolhas
indica prova negativa, figura 4 (KONEMAN, 2008).
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Figura 4 — Teste da catalase: (+) isolado catalase positivo, (-) isolado catalase negativo

Fonte: Arquivo de fotos do autor.

> Teste de Coagulase: E realizada a pesquisa da enzima coagulase através da
metodologia em lamina (coagulase ligada) e tubo (coagulase livre), utilizando plasma de coelho
liofilizado. No presente estudo opta-se pela metodologia em tubo, sendo inoculada uma alcada
de coldnia pura e isolada em um tubo contendo 0,5 mL de plasma reconstituido e incuba-se a
37°C. As leituras sdo realizadas apos 4 e 24 h. A formacdo de codgulo é indicativa de prova
positiva, Figura 5 (KONEMAN, 2008).

Figura5 - Teste da coagulase (a. coagulase positivo e b. coagulase negativo)

~

Fonte: Arquivo de fotos do autor.

> Fermentacdo de Manitol: Estria-se o indculo bacteriano na superficie da placa
com o agar manitol a 7,5% de NaCl. Ao utilizar o manitol, a cor do meio que originalmente é
rosa, torna-se amarela, indicando fermentacdo por parte da bactéria inoculada, figura 6

(KONEMAN, 2008).
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Figura 6 — Meio do manitol salgado semeado com S.aureus

Fonte: Arquivo de fotos do autor.

4.4 Analise do perfil de susceptibilidade & vancomicina:

Para analise do perfil de susceptibilidade a vancomicina os isolados foram rastreados
por teste usando BHI suplementado com 6 pg/mL de vancomicina (BHI-V6). Os inoculos
ajustados para 0,5 turvacdo McFarland (HOWDEN et al, 2010).

O método utilizado para determinar o MIC para a vancomicina foi a microdiluicdo de
caldo, de acordo com as diretrizes CLSI (2014). Um isolado clinico de Enterococcus faecium
que abrigou o gene vanA usado como controle positivo (VILELA, et al., 2006) e a cepa
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) como controle negativo.

Para a determinacdo de MIC por microdiluicdo de caldo, preparou-se uma suspensdo
bacteriana do padrdo de McFarland de 0,5 a partir de coldnias cultivadas em placas de agar
sangue durante 24 horas a 35°C. A partir desta cultura, foram selecionadas seis a oito colénias,
homogeneizadas em solucéo salina (NaCl a 2%) e a suspenséo foi inoculada em outra solugéo
de sal de NaCl a 2% e, a partir desta solu¢do, uma aliquota de 5 pL foi aspirada e inoculada na
microplaca de 96 pocos contendo 180 puL de caldo de Mueller-Hinton e 20 pL de solugdo de
uso de vancomicina a 1280 pg/mL, foram realizadas 8 dilui¢cdes em série (1 pg/mL a 128
ug/mL) para obter uma concentragdo final de aproximadamente 5x10° CFU/mL em cada bem
da placa de microdiluicdo, figura 7, e a placa foi incubada por 24hs a 35°C (CLSI, 2012).
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Figura 7 — Placa de ELISA com 96 poc¢os onde é realizado a microdilui¢do em caldo

Fonte: Arquivo de fotos do autor.

4.5 Analise fenotipica da producéo de exopolisacarideos

A producdo de exopolissacarideos (EPS) foi avaliada através do semeio em Agar
Vermelho Congo (AVC) usando um método modificado por Freeman et al. (1989). O AVC
permite a detec¢do da producdo de exopolissacarideos por variagcdo em a cor das coldnias no
meio. O meio foi preparado adicionando 0,3 g do corante vermelho do Congo (1g/L) (Merck®)
em 300mL do &gar Infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Himedia®) suplementado com 15¢
sacarose (50g/L). Os isolados bacterianos foram semeados nas placas do AVC e incubado a
37°C por 24 horas. O S. aureus (ATCC 25923) e S. epidermidis (ATCC 12228) foram utilizadas
como controles positivo e negativo, respectivamente. No presente estudo, a classificacdo das
coldnias ocorreu pela observacdo de caracteristicas macroscépicas das mesmas, como:
coloracdo, aspecto das colonias e opacidade. Foram consideradas positivas col6nias negras,
rugosas e opacas, bem como as coldnias negativas foram as que apresentaram coloracdo

vermelha, lisa e brilhante

4.6 Ensaio da Producao de Biofilme

A capacidade dos isolados de Staphylococcus sp. de produzir biofilme foi realizado como
descrito por Stepanovic et al., 2000. As cepas estafilocécicas cresceram em TSB (Tryptic Soy
Broth) adicionado de 1% de sacarose durante 24 horas a 35°C. Em seguida, 200 pl das
suspensoes bacterianas foram aplicadas em triplicata na placa de poliestireno de 96 pogos fundo
chato e incubadas durante 24 horas a 35°C. Apds esse periodo, as suspensdes bacterianas foram
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removidas e cada pogo foi lavados trés vezes com 250 pl de solugdo fisioldgica a 0,9% esteril.
Posteriormente, foi realizada a fixagdo com 200 pl de etanol PA por 15minutos. Decorrido esse
tempo, o etanol foi removido e as placas foram deixadas para secar a temperatura ambiente, e
em seguida foram coradas com 200 pL de solucdo de Cristal Violeta durante 5 minutos. A
seguir, as placas foram lavadas em &gua corrente e secas a temperatura ambiente. Foram
incluidos também, o controle negativo (CN), composto apenas pelo caldo TSB com sacarose.
A leitura da absorbancia foi realizada no Leitor de ELISA, em comprimento de onda de 570nm
e os isolados foram classificados segundo Stepanovic e cols. (2000). O valor das densidades
Otica para cada isolado (DOi) foi obtido pela média dos trés pocos, sendo este o valor
comparado com a densidade ética do controle negativo (DOc). Os isolados foram classificados
em quatro categorias de acordo com a média das DOs (densidades Gtica) relacionada com 0s
resultados obtidos para a DOc. As categorias foram baseadas nos seguintes critérios: nao
aderente (DOi<DOc), fracamente aderente (DOc<DOi<2xDOc), moderadamente aderente
(2xDOc<DOQi<4x DOc) ou fortemente aderente(4xDOc<DOi).

4.7 Ensaio da Producdo de Biofilme na presenca de vancomicina

A capacidade dos isolados de Staphylococcus sp. de produzir biofilme na presenca de
vancomicina foi realizado similarmente como descrito acima. As cepas estafilococicas
cresceram em TSB (Tryptic Soy Broth) adicionado de 1% de sacarose a durante 24 horas a
35°C. Em seguida, 180ul da suspensdo bacteriana foi adicionada nos pocos das placas de
microtitulacdo, e 20ul adicionadas 8 diferentes concentrac¢6es de vancomicina (0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256ug/mL) em diferentes pocos para 0 mesmo isolado em triplicata
e incubadas durante 24 horas a 35°C. A seguir as suspensdes foram submetidas ao mesmo

procedimento do ensaio da producao de biofilme sem vancomicina.

4.8  Analise da escala de concordancia dos testes fenotipicos

A concordancia entre os testes fenotipicos para avaliar a producdo de biofilme foi
realizado pelo indice k (kappa) (OPAS,1997).
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4.9 Extracdo do DNA total

Para realizacdo da pesquisa molecular, DNA foi extraido pelo método de lise quimica.
As bactérias foram inoculadas em caldo BHI por um periodo de 24 horas a 37°C, sendo
transferido para tubos eppendorfs o volume de 1 mL, que depois foram centrifugadas por 5 min.
a 4°C/14.000 rpm. Apos centrifugacdo, o precipitado foi recuperado, desprezando-se o
sobrenadante, procedendo-se a lavagem, adicionando-se 500 uL de TE (EDTA 1Mm, Tris-HCI
10mM), 10 uL de lisozima (10mg/ml) e 10 puL de Proteinase K (5 mg/mL), em seguida
homogeneizou-se por inversdo suave 20x e posteriormente incubando-as em banho-maria a
60°C por 20min. para iniciar a lise celular.

Decorrido o tempo de incubagdo em banho-maria, acrescentaram-se 100 uL de STE
(2,5% de SDS, 10mM de Tris-HCI pH8 e 0,25Mm de EDTA), sendo homogeneizado por
inversdo suave 20x e tornando a incuba-las em banho-maria a 60°C por 15 minutos.
Transcorrido esse tempo as amostras foram deixadas por 5 minutos a temperatura ambiente e 5
minutos em banho com gelo, a suspensao foi neutralizada com 130 pL de acetato de amonio
7,5 M (homogeneiza-se 20x), deixou-se as amostras permanecerem por 15 minutos em banho
de gelo para que houvesse a precipitacdo de proteinas e restos celulares. Centrifugou-se por 10
minutos (4°C/ 14.000rpm), e transferiu-se aproximadamente 700 pL do sobrenadante para outro
tubo e adicionou-se o mesmo volume de Fenol-Cloroférmio-Alcool isoamilico (25:24:1),
homogeneizou-se 20x e logo apds centrifugou-se por 5 minutos (4°C/14.000rpm). Recuperou-
se 0 sobrenadante em outro tubo e foi adicionado 420 pL de isopropanol para precipitar os
acidos nucléicos. Incubou-se as amostras a -70°C por 30 minutos. Centrifugou-se por 10
minutos (4°C/ 14.000rpm), o sobrenadante foi descartado em bomba de vacuo, e o precipitado
foi seco e ressuspendido em 10 pL de solucdo de RNAse (0,2mg/mL) com pipeta
cuidadosamente para ndo haver perdas do DNA. O DNA obtido foi quantificado por
comparagdo com a quantidade conhecida do DNA de fago Lambda clivado com enzima Hind
I1l. Uma aliquota de 1 ou 2 pL do DNA extraido foi utilizada na eletroforese, Figura 8.
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Fig. 8 — Demonstracdo esquematica da técnica de Extracdo de DNA total
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Fonte: Esquema adaptado pelo autor.

4.10 Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR):

A reacgdo de cadeia de polimerase (PCR, do inglés “Polymerase Chain Reaction”) foi
utilizada a pesquisa da presenca do gene vanA e gene icaAD nos isolados estudados, tabela 1.

O preparo da PCR foi realizado em um volume de 25pL, com &gua duplamente
processada “Qualidade PCR” (W-350 SIGMA), solucdo tamponante de reacdo 10x diluida para
uma concentracdo final 1x (tris 20mM e KCI 50mM), 25 mM de cloreto de magnésio, 0,2 U de
taq DNA polimerase, 0s 4 nucleotideos (ANTP) na concentracdo de 2 mM de cada um. foram
utilizados 20 pmol do primers para amplificacdo do gene vanA e 40 pmol do primers para
amplificacdo do gene icaAD e 1ul de DNA extraido O termociclador foi programado nas
seguintes condicGes para a PCR do gene vanA: desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, seguida
por anelamento a 55°C por 30 segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto. A amplificacdo sera
repetida por 35 ciclos. O ciclo final compreendeu 72°C por 10 minutos. Na PCR do gene icaAD,
o0 termociclador foi programado nas seguintes condi¢des: desnaturacdo a 94°C por 5 minutos,
seguida por anelamento a 52°C por 1minuto, e extensdo a 72°C por 1 minuto. A amplificagéo
foi repetida por 35 ciclos. O ciclo final compreendeu 72°C por 10 minutos.

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% preparado
com tampéo 0,5x TBE (IXTBE é de 89 mM Tris, 89 mM de &cido borico e EDTA 2,5 mM [pH
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8,3]) por 30min em 100V, e as bandas dos produtos da PCR foram visualizadas e fotografadas
usando transiluminagéo UV.

Na figura 9 é possivel observar de forma ilustrada como foi realizado esse procedimento.

Figura 9 - Demonstracdo esquematica da técnica de PCR

10ml Solugio mix (5 mL de solugio tampio, 2 mL de d d
MgC12, 2 mL de dNTP, 1 mL do primer forward, 1 mL 7 7
do primer reverse) /// I//,
4
I " 7
=y = == \
- ¥ Fase de
Sol Divide-se a Adicioné-se Adiciona-se &/ deshaturacdo,
olugdo 5 k L5l anelamento e
10w solugéo final 0,2pL de Tag agua Mili-Q a 4 x
com & g A . 3 E extensao
= pelo n® de polimerase Solugéo para & 4
2y Solugdo amostras obter um volume ~3
de DN{MotaI de com25
extraido e l
agua ultra
pura Solugdo com 5 ml
% de dgua Mili-Q +
2pL do DNA
amplificado+ 3uL
blue green
N ﬂ’ 28 “‘ e
"-.r.
~./ - il
L S
e anloe e & PCR serd corrida em
&g Inicia a corrida
visualizadas e fotografadas nas codicdes de gel de agarose 1%
por transiluminagio UV 150v e 80 A por
3h.

Fonte: Esquema adaptado pelo autor.

Os primers escolhidos para amplificacdo do gene vanA, pode ser observado na tabelal.

Tabela 1 — Primers utilizados para a pesquisa molecular por PCR.

Gene Primers (5’-3’) sequéncias Artigo

VanA F—-5-TGAATAACATCGGCATTAC-3’ SAHA et al,, 2008
R-5-TTATTTAACGGGGAAATC-3’

icaAD F -5-CTAACTAACGAAAGGTAG-3’ VASUDEVAN et al, 2003
R'5-GGCAATATGATCAAGATAC-3'




51

411 Microscopia Eletronica de Transmisséo.

As culturas dos isolados escolhidos para realizagdo desta técnica, foram incubadas a
37°C durante 24 horas. Ap0s o periodo de incubacéo os isolados foram centrifugados por 5min,
a 2000rpm, desprezou-se o sobrenadante e a massa bacteriana foi lavada trés vezes com PBS a
10%. Depois das lavagens foi feita a fixacdo com tampao fosfato a 0,1M, glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 4% por 24hs. ApOs esse periodo foram realizadas lavagens com tampdo
fosfato 0,1M, seguidas de lavagens com tampdo cacosilato 0,1M. Posteriormente os isolados
foram submetidos a pos-fixacdo em tetroxido de Osmio 1% e tamp&o cacosilato 0,1M durante
1h30min. Em seguida realizou-se duas lavagens com tampdo cacosilato 0,1M e duas lavagens
com agua destilada por 10min. Cada isolado foi submetido a contrastagdo “in bloco” com
acetato de uranila 2% e abrigou da luz por 24h. Realizou-se novamente lavagens com agua
destilada. Foram desidratados em séries crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 3x 100%) por
15min cada. Para em seguida ser realizada a infiltragdo em resina epom (1:3, 1:2, 1:1, 2:1 e
pura) e posteriormente foi realizada a emblocagem. Posteriormente, foram obtidas seccdes
ultrafinas usando um ultramicrotdémero (Leica UC6), corado com uranil acetato e citrato de
chumbo, e depois examinado sob um microscopio eletronico de transmissdo (MET) DIEMECH
e cols. (2013).
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5 RESULTADOS (foram apresentados em forma de artigos)

5.1 Artigo 1 - Deteccdo Fenotipica e Genética da producdo de biofilmes em Staphylococcus
spp. com susceptibilidade reduzida a vancomicina de pacientes oncoldgicos.

INTRODUCAO:

O crescente uso de biomateriais implantaveis vem elevando a expectativa de vida
humana, atraves do reestabelecimento de inumeras fungdes vitais, porém concomitantemente,
exacerba o problema das infecgdes associadas a estes produtos, sendo assim reconhecidos como
um problema relacionado & terapia das infec¢desl®). De acordo com o centro norte-americano
“National Institutes of Health” (NIH), aproximadamente 80% de todas as infec¢cdes no mundo
estdo associadas a biofilmes, especialmente, envolvendo biomateriais 71,

Os estafilococos coagulase-negativos (CoNS) e Staphylococcus aureus sao
identificados comumente como responsaveis por infeccdes subclinicas e sua capacidade de
estarem relacionados a formagao de biofilmes que propiciam as infecgdes bacterianast®l. Além
disso, a presenca de dispositivos médicos internos em pacientes pode induzir formacdo de
biofilme bacteriano, o que resulta em infecgdo persistente 21,

A colonizacdo de diversos sitios corporais pelos CoNS e a colonizagdo transitoria por
S. aureus podem ser uma fonte de infeccdo para pacientes imunocomprometidos?”l. Estudos
mostram que a imunossupressao ou imunocomprometimento estd associada ao aumento do
risco de colonizacdo de Staphylococcus sp. colocando os pacientes em risco de infecgdo e
morbidade adicional™®. Varios fatores contribuem para esse risco, incluindo aimunossupressio
relacionada a doenca e tratamentos agressivos, como quimioterapia, terapia de radiacéo, uso de
esteroides e transplantacéo de células-tronco hematopoiéticas!?®l.

As complicagbes infecciosas sdo uma grave causa de morbidade e mortalidade nos
pacientes oncoldgicos, especialmente aqueles com neoplasias malignas hematoldgicas
subjacentes e aproximadamente 60% das mortes sio relacionados as infeccdes*?.

A emergéncia cepas de Staphylococcus sp. resistentes a meticilina (MRSA/MRCOoNS)
e a dificuldade no tratamento das infecgOes causadas por esses microrganismos tornou, em
muito casos, os glicopeptideos (vancomicina e teicoplanina) a Unica alternativa terapéutica 3+
61, O uso constante da vancomicina e, por conseguinte o aumento da pressao seletiva, ocasionou
0 aparecimento de MRSA tolerante (VT-MRSA) e com resisténcia & vancomicina [ 71,

Alguns estudos relatam um numero crescente de estirpes de S. epidermidis
glicopeptideos-resistentes (GRSE) em todo o mundo%l. Isolados de S. aureus e principalmente
os estafilococos coagulase-negativos (CoNS) resistentes a meticilina/oxacilina e com reduzida
susceptibilidade aos glicopeptideos foram relatados no Japdo, Estados Unidos, Europa e Asia
desde o final da década de 801!

No Brasil, cepas estafilococicas com susceptibilidade reduzida a glicopéptideos foram
relatadas em hospitais em S&o Paulo e Rio de Janeiro ha uma décadal®? e, recentemente, S.
aureus contendo genes vanA e vanB também foram descritos no Brasil% 4}

O surgimento de bactérias multidroga-resistentes (MDR) tornou-se um problema de
salide publica, acrescentando problema a assisténcia médica em hospitais, particularmente para
pacientes admitido em unidades de terapia intensiva (UTI). Em unidades de terapia intensiva,
existe uso extensivo de antimicrobianos, o que impde uma pressdo seletiva e promove 0



53

surgimento do MDRE, Além disso, na UT], o risco de infecgdo é aumentado devido as doencas
subjacentes ou condicGes do paciente, imunidade diminuida e exposicdo a dispositivos
invasivos multiplos (ventilagdo mecénica, veia central cateteres (CVC) e cateteres do trato
urinario)®l,

O tratamento de infeccBes estafilococicas tem se tornado um grande desafio para a
comunidade médica, pois além de se tratar de um microrganismo com capacidade de formar
biofilme o que agrava o seu potencial de viruléncia e reduz as opc¢des de uso de antimicrobianos
Nesse contexto, conhecer as caracteristicas fenotipicas e moleculares de Staphylococcus sp.
resistente a meticilina e com reduzida susceptibilidade & vancomicina € necessario para
entender e controlar a sua disseminagdo, como também auxiliar na antibioticoterapia.

METODOS
Populacgéo do estudo

Isolados clinicos provenientes de pacientes internados no Hospital do Cancer de
Pernambuco, de amostras diversas ap0s a rotina hospitalar foram coletados e identificados no
Laboratdrio de referéncia do Hospital do presente estudo, sendo transportadas em meio sélido
agar Casoy inclinado para o laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular (LBBM),
Universidade Federal de Pernambuco durante o periodo de julho de 2012 a outubro de 2016.

Isolamento e identificacdo

Os isolados foram inoculados em placas de Agar sangue 5%, incubadas 24 horas, a 37°C
para observacao das caracteristicas macroscopicas. Sendo posteriormente identificadas atraves
dos seguintes testes fenotipicos: coloracdo de Gram, catalase, coagulase em tubo, aglutinacéo
do latex, fermentacdo do manitol, prova da DNAse e Susceptibilidade a novobiocina.

Screening de vancomicina

Os isolados de Staphylococcus spp foram submetidos a teste de susceptibilidade a
vancomicina através técnica de screening com meio Brain-Heart-Infusion (BHI) suplementado
com 6ug/ml do sal de vancomicina (OXOID). Utilizou-se in6culos com grau 0,5 de turbidez
pela escala de McFarland 2€!

Determinacéo da concentragdo Minima Inibitdria (MIC)

Para avaliar a susceptibilidade a vancomicina foi realizado a microdiluicdo em caldo
e seguindo a padronizacdo do Clinical Laboratory Standards Institute®].

O método utilizado para determinar a MIC da vancomicina foi a microdiluigdo em
caldo. Um isolado clinico de Enterococcus faecium albergando vanA foi utilizado como
controle positivo® e a cepa E.faecalis (ATCC 29212) como controle negativo. Na
determinacdo da MIC por microdiluicdo em caldo, utilizou-se a suspensao bacteriana na escala
0,5 de McFarland que foi preparada a partir de uma cultura em placa de &gar sangue incubada
por 24 horas. Desta cultura extraiu-se 6 a 8 colénias para serem inoculadas em solucéo salina
de NaCl a 2% e ajustada para obter o grau de turbidez equivalente a escala 0,5 de McFarland.
Posteriormente inocula outra solugdo salina de NaCl 2%, dessa suspensao retira-se 5uL e
transfere para a placa de 96 pogos fundo chato estéries, inoculando-as. Essas placas ja irdo
conter 180 pl de meio Muller-Hinton tratado com 20 pL em 8 diluigcGes seriadas de vancomicina
(de 1 pg/mL a 128 pg/mL g/ml), para obter uma concentracdo bacteriana final de
aproximadamente 5 x 10° UFC/mL em cada poco da placa de microdilui¢aot®,

A interpretagdo do MIC foi realizada de acordo com os seguintes critérios: para S.
aureus foram sensiveis os isolados que apresentaram MIC < 2 ug/mL, intermediarios 4-8
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pg/mL e resistentes >16 pg/mL, e para os CoNS foram sensiveis os MICs < 4 pg/mL,
intermediarios 8-16 pg/mL e resistentes >32 pg/mL 24,

Analise fenotipica da producéo de exopolisacarideos
A producgdo de exopolissacarideos (EPS) foi avaliada através do semeio em Agar

Vermelho Congo (AVC) usando um método modificado™. O AVC permite a deteccdo da
producdo de exopolissacarideos por variagdo em a cor das coldénias no meio. O meio foi
preparado adicionando 0,3 g do corante vermelho do Congo (1g/L) (Merck®) em 300mL do
agar Infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Himedia®) suplementado com 15g sacarose (50g/L).
Os isolados bacterianos foram semeados nas placas do AVC e incubado a 37°C por 24 horas.
O S. aureus (ATCC 25923) e S. epidermidis (ATCC 12228) foram utilizadas como controles
positivo e negativo, respectivamente. No presente estudo, a classificacdo das col6nias ocorreu
pela observagdo de caracteristicas macroscopicas das mesmas, como: coloragdo, aspecto das
colbnias e opacidade. Foram consideradas positivas colénias negras, rugosas e opacas, bem
como as colonias negativas foram as que apresentaram coloracgao vermelha, lisa e brilhante
Ensaio da Producéo de Biofilme

A capacidade dos isolados de Staphylococcus sp. de produzir biofilme foi realizado como
descritol®®, As cepas estafilococicas cresceram em TSB (Tryptic Soy Broth) adicionado de 1%
de sacarose durante 24 horas a 35°C. Em seguida, 200 pl das suspensdes bacterianas foram
aplicadas em triplicata na placa de poliestireno de 96 pocos fundo chato e incubadas durante 24
horas a 35°C. Apds esse periodo, as suspensdes bacterianas foram removidas e cada poco foi
lavados trés vezes com 250 pl de solucdo fisiologica a 0,9% estéril. Posteriormente, foi
realizada a fixag&do com 200 pl de etanol PA por 15minutos. Decorrido esse tempo, o etanol foi
removido e as placas foram deixadas para secar a temperatura ambiente, e em seguida foram
coradas com 200 pL de solugdo de Cristal Violeta durante 5 minutos. A seguir, as placas foram
lavadas em agua corrente e secas a temperatura ambiente. Foram incluidos também, o controle
negativo (CN), composto apenas pelo caldo TSB com sacarose. A leitura da absorbancia foi
realizada no Leitor de ELISA, em comprimento de onda de 570nm e os isolados foram
classificados segundo Stepanovic®®. O valor das densidades 6tica para cada isolado (DOi) foi
obtido pela média dos trés pocos, sendo este o valor comparado com a densidade 6tica do
controle negativo (DOc). Os isolados foram classificados em quatro categorias de acordo com
a média das DOs (densidades 6tica) relacionada com os resultados obtidos para a DOc. As
categorias foram baseadas nos seguintes critérios: ndo aderente (DOi<DOc), fracamente
aderente (DOc<DOi<2xDOc), moderadamente aderente (2xDOc<DQi<4x DOc) ou fortemente
aderente(4xDOc<DOI).

Ensaio da Producéo de Biofilme na presenca de vancomicina

A capacidade dos isolados de Staphylococcus sp. de produzir biofilme na presenca de
vancomicina foi realizado similarmente como descrito acima. As cepas estafilococicas
cresceram em TSB (Tryptic Soy Broth) adicionado de 1% de sacarose a durante 24 horas a
35°C. Em seguida, 180ul da suspensdo bacteriana foi adicionada nos pocos das placas de
microtitulacédo, e 20ul adicionadas 8 diferentes concentrac6es de vancomicina (0,125; 0,25; 0,5;
1; 2; 4; 8; 16; 32; 64; 128; 256g/mL) em diferentes pocos para 0 mesmo isolado em triplicata
e incubadas durante 24 horas a 35°C. A seguir as suspensdes foram submetidas ao mesmo
procedimento do ensaio da producédo de biofilme sem vancomicina.
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Técnicas Moleculares

O DNA foi extraido como descrito[?! dos isolados produtores de biofilmes detectados pelas
diferentes técnicas fenotipicas e utilizados na Reagcdo em Cadeia de Polimerase (PCR) usando
a amplificacio do gene icaAD, os Primers  descritos®®  (frente  5-
CTAACTAACGAAAGGTAG-3 'e 5-GGCAATATGATCAAGATAC-3' reverso). O DNA
extraido foi utilizado na eletroforese.

Analise da escala de concordancia dos testes fenotipicos
A concordéncia entre os testes fenotipicos para avaliar a produgdo de Biofilme foi
verificado pelo indice k (kappa) 281

RESULTADOS

No presente estudo foram obtidos 56 isolados de pacientes oncoldgicos, 48/56 (85,7%)
de S. aureus e 8/56 (14,3%) de estafilococos coagulase-negativo, em relacdo a procedéncia das
amostras clinicas, 12/48(25%) dos isolados de S. aureus foram de hemoculturas e também
secrec¢do traqueal, sendo 16 isolados distribuidos em varios sitios de infeccdo (Tabela 1). Em
relacdo aos oito isolados estafilococos coagulase-negativo trés foram de hemocultura e dois de
urocultura e ponta de cateter e um de ferida operatdria, como descrito na Tabela 1.

Todos isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade a vancomicina através da
técnica de agar suplementado e microdiluicio com o farmaco citado, sendo obtido o
crescimento de dez (18%) isolados no screening com 6 pg/ul de Vancomicina, oito S. aureus e
dois CoNS. Em relacdo aos resultados da microdiluicdo em caldo com vancomicina,
observamos que nos isolados de S. aureus seis isolados apresentaram MIC<2 pg/ul e dois
isolados apresentaram MIC>16 ug/ul. Ja nos isolados Coagulase-negativos, dois apresentaram
MIC<2 ng/ul, como pode ser visto na tabela 2.

Em relacdo a capacidade de produzir Biofilme, utilizando as técnicas de producédo de
exopolissacarideo em AVC e ensaio da producdo de biofilme, no primeiro ensaio foram obtidos
47156 (84%) isolados positivos (40 S. aureus e 7 CoNS), no segundo teste, 10 (17,9%) isolados
se enquadraram como ndo aderentes (9 S. aureus e 1 CoNS), 36 (64,2%) como fracamente
aderente (30 S. aureus e 6 CoNS) e 10 (17,9%) foram moderadamente aderentes (9 S. aureus e
1 CoNS). Ao relacionar esses achados, observou-se que 41(73%) isolados apresentaram
positividade em ambas as metodologias. Foi avaliado o indice de concordancia entre os testes
acima citados e foi obtido um indice de 0,3 (concordancia mediana).

Na formagdo de Biofilme em presenca de vancomicina, foi observado 15 isolados que
se enquadraram como ndo aderentes (13 S. aureus e 2 CoNS), 29 como fracamente aderente
(24 S. aureus e 5 CoNS) e 5 foram moderadamente aderentes (4 S. aureus e 1 CoNS) e 5 foram
fortemente aderentes (todos S. aureus). Cruzando os resultados obtidos por essa técnica com 0s
resultados alcangados com a técnica de producdo de exopolissacarideo em AVC, observou-se
que 39 (70%) dos isolados foram positivos em ambas as técnicas. Ao comparar a producdo do
biofilme sem vancomicina com a producdo do biofilme na presenga da vancomicina, foi
possivel encontrar um indice de 0,7 (Boa concordancia), o mesmo indice foi obtido ao comparar
a producao do biofilme com vancomicina com a producéo de exopolissacarideo.

Ao determinar a producdo de biofilme em presenca de vancomicina, observou-se que
todos os isolados apresentaram formagéo de biofilme em concentragdo maior do que os MICs
obtidos previamente na determinagéo da susceptibilidade a vancomicina, sendo observado que
entre isolados de S. aureus, 6 isolados apresentaram MIC<4 pg/ul e 2 isolados apresentaram
MIC>64 pg/ul. Ja nos isolados CoNS, 2 apresentaram MIC<8 pg/ul.
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Os isolados foram submetidos a pesquisa molecular do gene icaAD, e 39,3% (22/56)
dos isolados produtores de biofilme eram portadores do gene icaAD (19 S. aureus e 3 CoNS),
assim distribuidos diante da capacidade de produzir biofilme em placa de microtitulagdo: dos
isolados de S. aureus icaAD positivos, 10 foram fracamente aderente e 9 moderadamente
aderente, jA entre os isolados de CoNS, dois foram fracamente aderentes e um foi
moderadamente aderente. Porém quando relacionados com os resultados da producdo de
biofilme na presenca da vancomicina, obteve-se a seguinte distribui¢do, nos 19 isolados de S.
aureus 10 mostraram-se fracamente aderentes, 5 moderadamente aderentes e cinco fortemente
aderente, e nos isolados de CoNS, dois foram fracamente aderentes e um fortemente aderente.
Quanto ao teste com vermelho congo, 22(39,3%) isolados produtores do exopolissacarideo
foram positivos na pesquisa do gene icaAD (Tabela 3).

Diante dos dados obtidos na pesquisa do gene icaAD, é possivel observar que dois
isolados de S. aureus portadores do gene icaAD, apresentaram resisténcia a vancomicina, além
de serem produtores de biofilme tanto pela técnica de producéo de exopolissacarideo em AVC,
como também pela produgdo do biofilme em placa de poliestireno nas duas condi¢des, sem e
com vancomicina. Nenhum isolados CoNS que carrreava o gene icaAD apresentou resisténcia
a vancomicina, porém apresentavam capacidade de produzir biofilme, como observado na
tabela 2.

DISCUSSAO

No presente estudo foi observado uma maior ocorréncia de isolados de S. aureus
(85,7%) em relacdo aos isolados de estafilococos coagulase negativo (14,3%) nas amostras
oriundas de pacientes oncologicos. Um estudo semelhante relatou que 17 isolados (33,3%)
foram estirpes de S. aureus e 23 (45,1%) foram cepas de S. Epidermidis*?l. Outro estudo, sobre
a incidéncia de Staphylococcus spp. oriundos de hemocultura de pacientes oncoldgicos,
reporta que os SCoN foram os microrganismos mais isolados no estudo, representando 27% do
total de amostras positivas (39/146), seguido pelo S. aureus, com um total de 26 isolados
(18%)[32,

Em relag&o a distribuigdo dos estafilococos nas amostras clinicas obtidas, S. aureus foi
mais frequente nas amostras de hemocultura, secrecdo traqueal perfazendo 50% das amostras
clinicas, destacando também fragmento ésseo e ponta de cateter. Por outro lado, SCoN néo
foram isolados de amostras de secrecdo traqueal, mas houve isolamento em hemoculturas.
Estudo realizado na China, relatou CoNS (14.9%) e S. aureus(3.5%) em hemocultural”
resultados contrarios ao nosso. Estudo semelhantel?®l, com pacientes em risco de desenvolver
neutropenia febril, reporta a ocorréncia de 44% de Staphylococcus spp. e 15% de S. aureus em
hemocultura. Outro estudo[®® sobre prevaléncia de agentes patogénicos em hemoculturas,
detectou a ocorréncia de 66.7% S. aureus e 17.6% CoNS, com dados comparativos ao presente
estudo.

Sobre a presenca predominante de S. aureus nas amostras de secrecdo traqueal, é
importante mencionar que obtivemos uma frequéncia menor de CoNS, mas alguns estudos
apontam a participacdo de Staphylococcus spp. causando pneumonias. Um estudo, encontrou
ocorréncia de 37% de S. aureus em aspirado traqueal em infeccBes respiratoriast®!. Outro
estudo, que pesquisou o impacto das infeccBes adquiridas no hospital com bactérias
multirresistentes em uma UTI oncoldgica, relata a ocorréncia de 48,3% de S.aureus causadores
de pneumonia em amostras de secre¢éo traqueo-bronqueal (1.

Os biofilmes estafilocdccicos sdo obstaculos para sucesso terapéutico devido a
diminuicio de sensibilidade aos antimicrobianos e resposta imune do hospedeiro®. No
presente estudo houve crescimento de 10/56(18%) isolados (8 S. aureus e 2 CoNS) no agar
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Brain-Heart Infusion suplementado com 6 pg/mL de vancomicina, demonstrando que oS
isolados em questdo apresentam reducdo da susceptibilidade a esse farmaco. Um estudo!?!,
obteve 68% de S. aureus e 46,1% de CoNS foram intermediarios ou resistente & vancomicina
no teste de agar suplementado com o antimicrobiano. Pela determinacédo do MIC, foi o possivel
detectar, no presente estudo, dois isolados de S. aureus que apresentaram MIC>16 pg/ul, sendo
portanto, considerados fenotipicamente resistentes. Ao determinar a producdo de biofilme em
presenca de vancomicina, observou-se que todos os isolados apresentaram producdo de
biofilme em presenca de vancomicina maior do que os MICs, os isolados de S. aureus
resistentes aumentaram em 4x o valor do MIC obtido. Resultados similares foram obtidos™ em
um estudo sobre alta resisténcia a vancomicina por Staphylococcus spp. produtores de biofilme,
onde obteve um aumento de até 16x na concentracdo do MIC. Esta observacdo mostra que a
producdo de biofilmes resulta em uma importante barreira a difusdo antimicrobiana.

Detectamos que 84% dos isolados estafilocdccicos foram positivos no teste de producéo
do exopolissacarideo em AVC. Um estudo!®, relata que 75% dos isolados clinicos de
estafilococos foram biofilme positivos determinados pelo método AVC. Outro estudo!®, relata
aocorréncia de 90,8% de isolados produtores de exopolissacarideo testados por AVC. Ja alguns
pesquisadorest®, descrevem a ocorréncia de 84,7% dos estafilococos coagulase-negativos
produtores de biofilme, enquanto 62,5% dos estafilococos coagulase positivos eram produtores
de biofilme.

Através dos métodos para avaliar a producéo de biofilme, foi possivel observar que 73%
dos isolados foram capazes de produzir biofilme e o exopolissacarideo. Pesquisadores™!!
reportam a ocorréncia de 94,6% de isolados de S. aureus produtores de biofilme. Um outro
estudo sobre a deteccdo do gene icaAD e seu papel na producéo de biofilme em Staphylococcus
sp., reporta a ocorréncia de 45,6% de S.aureus e 76.9% CoNS de isolados produtores de
biofilme pela técnica de producéo de biofilme em placa 2,

No presente estudo, 22/47(47%) isolados positivos no teste com AVC também
apresentaram positividade no teste de producdo de biofilme em placa e apresentaram o gene
icaAD. Pesquisadores!*®l encontraram 90% (36/40) de isolados positivos no teste de producéo
de biofilme, teste do vermelho congo e pesquisa do gene icaAD. Estudo®, relata a presenca
de genes ica, em 43% e 63,5% de isolados de S.aureus e CoNS, respectivamente, com testes
fenotipicos para biofilme.

O gene icaAD foi detectado em 39,3% dos isolados estudados. Um estudo[®], relata a
ocorréncia de 81% do gene icaAD de estafilococos produtores de biofilme, isolados de
pacientes e pessoas saudaveis. Foi observarada a ocorréncia de 97% do gene icaAD nos
isolados Staphylococcus spp*3l.

Os demais isolados detectados pelo teste de producdo de biofilme em placa de
poliestireno, pode ter sua capacidade de produzir biofilme devido a outros mecanismos que
auxiliam a agregacdo e formacdo do biofilme. A producdo fenotipica de EPS por icaAD-
negativo sugerem que os isolados de estafilococos desenvolveram o biofilme através de uma
via gene ica-independentel*®l. Os mecanismos envolvidos na transcricdo e regulagdo do ldcus
ica é parcialmente compreendida, e diferentes mecanismos regulatérios sdo conhecidos em S.
aureus e S. epidermidis?.

Quanto ao achado de isolados de S. aureus resistentes a vancomicina, produtores de
biofilme e portadores do gene icaAD, pesquisadorest?!l encontraram 77,8% de S. aureus. O
ambiente do biofilme tem sido reportado como promotor da disseminacdo de genes de
resisténcia antimicrobiana, provavelmente por facilitar contato célula-célula e
consequentemente aumento da transferéncia genétical?® 33,
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Tabela 1- Distribuicdo dos isolados de Staphylococcus sp. oriundos de pacientes oncoldgicos
do Hospital do Cancer de Pernambuco entre as amostras clinicas obtidas no periodo de junho/12
a Outubro/16.

Isolados de Staphylococcus S. aureus CoNS Total (n=56)
sp.

Amostra clinica
Hemocultura
Secrecdo Traqueal
Urocultura

Liquido Peritoneal
Fragmento Osseo
Abcesso

Ponta de Cateter
Fragmento de Tecido
Orofaringe

Feridas

Ferida Operatdria
Liquido Pleural
Liquido vesicula Bilial
Secrecdo de Quadril
Liquido Cavitario
Secrecdo da Tibia
Secrecdo de axila
Total
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Tabela2 - Relacdo entre resisténcia a vancomicina e a capacidade de produzir biofilme em
pacientes oncoldgicos o Hospital do Céancer de Pernambuco no periodo de Junho/12 a
Outubro/16

AVC* Producéo de Producéo de Biofilme  Gene icaAD

Biofilme** em presenca de
vancomicina**
Métodos Pos Neg NA  FA MA NA FA MA FOA Pos Neg
S.aureus
BHI-V
(6pg/mL)
Crescimento 8 1 1 4 4 2 3 3 1 5 4
Nao 32 7 8 27 5 12 22 2 3 14 25

crescimento

Microdiluicéo

em Caldo

Sensivel 7 - 1 3 2 2 2 1 1 3 3

Intermediéario - - - - - - - - - - -

Resistente 2 - - - 2 - - 2 - 2 -

SCoN

BHI-V

(6pg/mL)

Crescimento

Né&o 6 - 1 5 - 2 4 - 1 2 4

crescimento

Microdiluicéo

em Caldo

Sensivel 2 - - 1 1 1 - - 1 1 1

Intermediario - - - - - - - - - - -

Resistente - - - - - - - - - - -
*AVC= Agar vermelho Congo; (-) = ndo houve isolados com essa caracteristica
**NA — Nao aderente; FA — Fracamente aderente; MA — Moderadamente aderente;

FOA — Fortemente aderente.

[N
[EEN
1
[EEN
[EEN
[EEN
1
1
1
[EEY
[EEN
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Tabela 3 - Relacdo entre pesquisa do gene ica AD e a capacidade de produzir biofilme em
pacientes oncol6gicos o hospital do Cancer de Pernambuco no periodo de Junho/12 a
Outubro/16

Gene icaAD
Métodos positivo Negativo
S.aureus 19 29
AVC
Positivo 19 21
Negativo 8
Producao de Biofilme em placa
Né&o aderente - 9
Fracamente aderente 10 20
Moderadamente aderente 9 -
Fortemente aderente - -
Producéo de Biofilme tratado
Nao aderente - 14
Fracamente aderente 10 15
Moderadamente aderente 5 -
Fortemente aderente 4 -
CoNS 3 5
AVC
Positivo 3 4
Negativo 0 1
Producao de Biofilme em placa
Nao aderente - 1
Fracamente aderente 2 4
Moderadamente aderente 1 -
Fortemente aderente - -
Producéo de Biofilme tratado
Nao aderente - 3
Fracamente aderente 2 2
Moderadamente aderente -
Fortemente aderente 1 -
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FIGURA 1 — Teste da produgéo do exopolissacarideo (slime) através do Agar vermelho congo: isolados
positivos (preto) e isolados negativos (vermelho).
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5.2 Artigo 2 - AlteracGes Ultraestruturais de Staphylococcus spp. resistentes e sensiveis a
vancomicina provenientes de profissionais de saude

Introducéo

As infeccdes bacterianas associadas a assisténcia salde estdo tornando-se mais
frequentes e nos paises em desenvolvimento devido aos recursos financeiros limitados, estas
infeccbes sdo consideradas problemas de sadde publical™. Dados relacionados as taxas de
morbidade e mortalidade em infeccGes com microrganismos patogénicos bacterianos
resistentes aos antimicrobianos demonstram que a terapéutica destas infeccGes € um desafio
mundialt,

Entre as bactérias gram positivas destaca-se Staphylococcus aureus, um
microrganismo patogénico que afeta humanos com potencial ampliado para causar infecgdes
cuténeas leves como também a infecgdes graves como endocardite, osteomielite, pneumonia e
infeccBes da corrente sanguinea [,

Por outro lado, os Staphylococcus coagulase-negativo (SCoN) apresentam uma baixa
viruléncia quando comparado ao S. aureus, porém ambos demonstram perfis de resisténcia aos
antimicrobianos, tornando-se problema relacionado aos cuidados da saude, especialmente em
ambientes  hospitalares, como unidades terapia intensiva, pacientes idosos e
imunocomprometidost 41,

Estudos epidemiolégicos analisando a microbiota de profissionais de salde, realizados
em diferentes superficies bidticas (méos, nasofaringe) descrevem a ocorréncia de S. aureus e
CoNS com perfis de resisténcia a diferentes antimicrobianos®®. Por outro lado® , demonstra
que Staphylococcus spp. que constituem a microbiota de pacientes colonizam o ambiente
hospitalar, propiciando a circulacdo de bactérias multidroga resistente (MDR).

A resisténcia a meticilina é a marca registrada em S. aureus e CoNS que pode ser

considerado um indicador de resisténcia a multiplos farmacos!?!. Existem varias opcdes para o
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tratamento de infec¢des por Staphylococcus spp. resistentes a meticilina, incluindo linezolide,
tigeciclina, daptomicina. No entanto, a vancomicina continuou a ser a principal opcdo de

tratamento[% 41,

O aumento do uso de vancomicina para tratar infecges bacterianas causadas por
MRSA, Clostridium difficile e Enterococcus acentuaram a emergéncia de S aureus resistente a
vancomicina (VRSA). O primeiro relato de S.aureus vancomicina intermediario (VISA), com
MIC de 8-16 pg/mL, foi descrito no Japao, seguido da descrigdo de casos em muitos paises!*™.
Como também foram descritos isolados VISA associado a sub-populagdes com perfil de hetero-
resistencia VISA (hVISA), sendo este termo expandido para outros glicopeptideos,
denominado glicopeptideo intermediério S. aureus (GISA e hGISA, se heterogéneos) também
s&o usados!*?l,

Os mecanismos de resisténcia a vancomicina em S. aureus podem ser relacionados a
elementos genéticos, transposon Tn1546, que foi adquirido a partir de Enterococcus faecalis
resistente a vancomicina. A maioria das cepas surgiram em pacientes hospitalizados com
feridas diabéticas coinfectadas também por enterococos resistentes a vancomicina (VRE)!],
por outro lado a descrigéo de isolados VRSA identificados com um MIC de vancomicina > 100
pug/mL provenientes de pacientes diabéticos com feridas coinfectadas por E. faecalis e também
MRSA resistentes sugerem mecanismos bioquimicost4l,

Outros mecanismos de resisténcia & vancomicina incluem alteracdes na parede
celular, resultando em reorganizagéo e espessamento da mesma, e devido a estas modificacdes
na parede celular a penetragdo da vancomicina fica reduzida, inibindo a ligagé&o ao precursor de
acido N-acetil-muramico, o alvo citoplasmatico. Alem disso, hVISA e VISA podem representar
estado evolutivo bacteriano favorecendo a persisténcia no meio ambiente?l,

Este perfil hetero-resistente também foi descrito em CoNS resistente a glicopéptideos

(S. epidermidis e S. haemolyticus) relacionado ao espessamento da parede celular(*> 161,
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Linhagens de Staphylococcus quando expostas a vancomicina desenvolveram resisténcia em
pacientes submetidos a terapia com este farmaco e também a nivel experimental com linhagens
sensiveis e controlel*” 181,

Através da microscopia eletronica de transmissio (MET) analisou primeira cepa
clinica VRSA, descrevendo a parede celular desta linhagem, com producdo aumentada de
peptidoglicano, mais mondmeros de mureina e mais camadas (30-40) presentes na parede
celular, o mecanismo de resisténcia a vancomicina. Um estudo?% cita que linhagens VRSA de
varios paises inclusive do Brasil, apresentavam espessamento da parede celular,
presumivelmente devido a acumulagdo de quantidades aumentadas de peptidoglicano como um
novo modelo de resisténcia & vancomicina.

Um estudo epidemioldgico realizadol®, descreve a ocorréncia de linhangens de
Staphylococcus spp. resistentes a vancomicina (6pg/mL) pelo método screening em isolados
de microbiota de profissionais de saide, em Hospital Universitario de Pernambuco, Brasil. O
presente estudo objetivou analisar as alteracdes ultraestruturais da parede celular em isolados
de Staphylococcus spp. sensiveis e resistentes, proveniente da microbiota de profissionais de

saude.

METODOS

Foram analisados isolados de Staphylococcus spp. oriundos do estudo™, provenientes
de secrecdo de nasofaringe de profissionais de satde de trés setores hospitalares, Unidade de
Terapia Intensiva (UTIs), Clinicas Cirargicas e Servi¢co de Hemodialise/Nefrologia do Hospital

Universitario de Pernambuco, Brasil.

No presente estudo foram analisados 102 isolados de Staphylococcus spp que estavam

mantidos em estoque congelado, em caldo BHI adicionado de glicerol, a -20°C e em Agar
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Nutriente inclinado a 4°C. Os mesmos foram re-identificados de acordo com técnicas

padronizadas para a identificacdo de Staphylococcus spp.
Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos (TSA)

Os isolados de Staphylococcus spp., foram submetidos a técnica de difusdo de discos
em Agar Mueller-Hinton seguindo a padronizacdo e interpretacdo do Clinical Laboratory
Standards Institutel®!], utilizando os seguintes antimicrobianos: penicilina 10U, gentamicina
10ug, clindamicina 2ug, sulfazotrin 1,25/23.75ug, ciprofloxacina 5ug, cloranfenicol 30ug,
cefoxitina 30ug, teicoplanina 30ug, eritromicina 15ug e linezolide 5ug. Procedeu-se a leitura

dos halos de inibicdo formados apds a incubacdo por 24hs. a 35°C, utilizando o paquimetro.
Teste de Susceptibilidade a Vancomicina

Os isolados de Staphylococcus sp. foram submetidos a teste de susceptibilidade a
vancomicina através técnica de screening com meio Brain-Heart-Infusion (BHI) suplementado
com 6 pg/mL do sal de vancomicina (OXOID). Utilizou-se indculos com grau 0,5 de turbidez

pela escala de McFarland??,

Para determinar a MIC a vancomicina foram realizados dois métodos, a microdiluicdo
em caldo e E-test, seguindo a padronizacdo do CLSI (2014) e foi utilizada como cepa padrédo
para controle positivo um isolado clinico de Enterococcus faecium portador do gene vanAl?®l e
como controle negativo Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Primeiramente foi realizado o
E-test de vancomicina, utilizando indculos com 0,5 de turbidez pela escala de McFarland que
foram semeados em meio Miller-Hinton, incubando-as por 48 horas a 35°C. Apds esse tempo,
foi realizada a leitura conforme especificagbes do fabricante e comparando-se aos pontos de
cortel,

Na determinagéo da MIC por microdiluicdo em caldo, utilizou-se a suspenséo bacteriana

na escala 0,5 de McFarland que foi preparada a partir de uma cultura em placa de agar sangue
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incubada por 24 horas a 35°C. Desta cultura extraiu-se 6 a 8 colOnias para serem
homogeneizadas em solucéo salina de NaCl a 2% a fim de ajustar a turbidez para a escala 0,5
de McFarland. Sendo posteriormente inoculadas em microplacas com fundo chato com 96
pocos estéreis contendo 100 pL de meio Muller-Hinton com solugéo de vancomicina, do qual
foram realizadas 8 dilui¢des seriadas (de 1 pg/mL a 128 pg/mL), e 5 puL do indculo ajustado
para obter uma concentracdo bacteriana final de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL em cada

poco da placa de microdiluicol?l,
Técnicas Moleculares

Os isolados resistentes a vancomicina pelas diversas técnicas fenotipicas foram
submetidos a extracdo de DNA utilizando o protocolo descrito® e submetidos a técnica de
Reacdo Cadeia Polimerase (PCR) para amplificacdo do gene vanA e mecA utilizando as
condicbes e os primers para amplificacio do gene vanA (forward -
TGAATAACATCGGCATTAC e reverse - TTATTTAACGGGGAAATC) descrito no
estudo®, e para amplificacio do gene mecA os primers Pl, 5-
GGTCCCATTAACTCTGAAG-3> e P3, 5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3’

descritos(?®l,
Microscopia Eletronica de Transmissao.

As culturas dos isolados escolhidos para realizacdo desta técnica, foram incubadas a
37°C durante 24 horas. Ap6s o periodo de incubacéo os isolados foram centrifugados por 5min,
a 2000rpm, desprezou-se o sobrenadante e a massa bacteriana foi lavada trés vezes com PBS a
10%. Depois das lavagens foi feita a fixacdo com tampéo fosfato a 0,1M, glutaraldeido 2,5% e
paraformaldeido 4% por 24hs. Apos esse periodo foram realizadas lavagens com tampéo
fosfato 0,1M, seguidas de lavagens com tampdo cacosilato 0,1M. Posteriormente os isolados

foram submetidos a pos-fixacdo em tetroxido de Osmio 1% e tampéo cacosilato 0,1M durante
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1h30min. Em seguida realizou-se duas lavagens com tampdo cacosilato 0,1M e duas lavagens
com agua destilada por 10min. Cada isolado foi submetido a contrastagdo “in bloco” com
acetato de uranila 2% e abrigou da luz por 24h. Realizou-se novamente lavagens com agua
destilada. Foram desidratados em series crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 3x 100%) por
15min cada. Para em seguida ser realizada a infiltracdo em resina epom (1:3, 1:2, 1:1, 2:1 e
pura) e posteriormente foi realizada a emblocagem. Posteriormente, foram obtidas seccdes
ultrafinas usando um ultramicrotdmero (Leica UC6), corado com uranil acetato e citrato de

chumbo, e depois examinado sob um microscopio eletrénico de transmissio (MET)27],
RESULTADOS

Na avaliacdo do perfil de susceptibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. frente
aos antimicrobianos, observou-se que 84,3%(86/102) dos isolados apresentaram perfil
multidroga-resisténcia. Em relacdo ao perfil de resisténcia a vancomicina, 19 isolados foram
resistentes no screening em meio BHIV6: S. aureus (7) e CoNS (12). Posteriormente estes
isolados foram submetidos ao método do E-test para determinar a concentracdo inibitdria
minima de vancomicina. Os sete isolados de S. aureus apresentaram os seguintes intervalos de
MICs: um isolado com MIC de < 2 pg/ mL (sensivel), quatro com MIC entre 4 e 8 pg/mL e
dois ndo apresentaram determinacdo de MIC por falta de zona de inibicdo. Dos 12 isolados de
estafilococos coagulase-negativos, 10 isolados apresentaram MIC de < 4pug/mL e dois isolados

MIC de > 32pg/mL.

Procendeu-se entdo para determinacdo do MIC por microdilui¢do em caldo, na qual
observou-se que dos sete isolados de S. aureus, cinco foram sensiveis (MIC <2 pg/ mL) e dois
resistentes (MIC >16pg / mL). Em relagdo aos 12 isolados de estafilococos coagulase-
negativos, nove apresentaram CIM de <2ug/ mL e trés CMI de > 32pg / mL.

A fim de comparar os métodos fenotipicos utilizados para estimar sensibilidade a

vancomicina foi realizado o teste de concordancia Kappa. Quando comparamos 0s screenings
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de 5 e 6 pg/mL com a microdiluicdo em caldo foram obtidos os indices de 0,0 (ruim) e 0,46
(regular) respectivamente. Ao compararmos o E-test com a microdilui¢do foi obtido um indice

de 0,96, sendo considerado um 6timo indice de concordancia.

A andlise ultraestrutural através da microscopia eletrébnica de transmissdo foi
realizada nos isolados que apresentaram crescimento a partir do intervalo entre 4 ¢ 8 pg/mL de
vancomicina e de uma cepa de Staphylococcus spp. sem exposi¢cdo a vancomicina (cepa
controle negativo).

Comparando as imagens obtidas do controle negativo (Fig 1), foi possivel observar
que os isolados com perfil de susceptibilidade intermediaria e resistente, apresentaram nédo sé
espessamento da parede celular, mas também outras alteracfes ultraestruturais, nos isolados
MIC entre 4 e 8 pg/mL. Observou-se divisdo celular abortada, apresentando espessamento de
septo de divisdo, ainda divisdo aberrante demonstrando espessamento de septos de diviséo
assimétricos e sem separacdo das células-filhas, condensacdo de ribossomos, destruicdo dos
envelopes celulares (parede celular e membrana citoplasmatica) formacéao de septo anémalo e
descontinuo, retragdo da membrana citoplasmatica, septo de divisdo unilateral (Fig 1).

Ja nos isolados que apresentaram MIC >16 pg/ml, observou-se condensacdo do
material genético na origem do septo com quantidade desproporcional, espessamento da
membrana externa, descolamento da membrana citoplasmatica, condensacao dos ribossomos,
descontinuacao dos envoltorios celulares, parede celular, membrana citoplasmatica (Fig 1).

Dos cinco isolados com MICs considerados resistentes, apenas um isolado
(Staphylococcus epidermidis) transportou o gene vanA, o qual foi confirmado por
sequenciamento que mostrou 100% de similaridade com dez sequéncias de Enterococcus sp.

depositadas em GenBank (KT581638).

Para caracterizar geneticamente os isolados, a deteccdo do gene mecA foi realizada

por PCR, e foi encontrada em 13/19 (39,4%) isolados resistentes a meticilina, dos quais um
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isolado de MRSA foi do setor de Nefrologia / Hemodialise. Dos 12 MRCoNS, 5 foram obtidos
de Nefrologia, 4 de Cirurgia / Doencas Infecciosas e Parasitarias e 3 de UTI. O isolado que
apresentou o gene vanA também apresentou o gene mecA e foi oriundo da UTI, e em relacdo
aos demais isolados ndo portadores do gene vanA, cinco tiveram o gene mecA (todos MRCoNS)

e 13 ndo apresentaram este gene (6 MSCoNS e 7 MSSA).
DISCUSSAO

Ao avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados de profissionais de
salde, foi observado que os mesmos apresentaram o perfil de multidroga resisténcia (MDR).
Um estudo relata a ocorréncia semelhante, sendo detectada multidroga resisténcia em 80,9% de
isolados de Staphylococcus spp. oriundos de swabs nasais de profissionais de sadde!?®l.
Pesquisadores [?°!, descreveram MDR em isolados de S. aureus que colonizam a nasofaringe de

profissionais de satde na Nigéria.

A utilizacdo da vancomicina como opgéo terapéutica e a alta prevaléncia de cepas de S.
aureus em hospitais brasileiros, somado a falta de controle sobre o uso de antimicrobianos e as
condicdes inadequadas de instituicdes de salde publica, favoreceu o surgimento de cepas de
susceptibilidade intermediaria (VISA), ou resistente & vancomicina (VRSA)EY, sendo descrito
em 2001 os primeiros relatos de cepas VRSA provenientes de pacientes com queimaduras
submetidos a terapéutica com vancomicina durante o periodo de trinta dias, onde ndo foram
detectados a ocorréncia dos genes vanA, vanB e vanCEY,

Hiramatsul®®, em artigo de revisdo referia o isolamento subsequente de isolados de S.
aureus resistentes a vancomicina nos EUA, Franca, Coréia, Africa do Sul e Brasil, alertando
gue o surgimento de linhagens resistentes a vancomicina deste microrganismo patogénico seria
um problema global e descreve o termo hetero-VRSA, linhagens de S aureus, quando expostos

a vancomicina ficavam potencialmente resistentes a terapia com este farmaco. Década depois
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surge a descricdo dos relatos de S. aureus intermediario de vancomicina (VISA) e intermediério
heterogéneo de vancomicina S. aureus (hVISA)*2,

No presente estudo observou-se cinco isolados que apresentaram resisténcia a
vancomicina com MIC >16 pg/ml (dois VRSA e trés VRS) pela técnica da microdiluicdo
procedentes da microbiota de PS, todos submetidos a pesquisa do gene vanA mas apenas uma
cepa MRS albergava este gene. A descri¢do da ocorréncia dos genes vanA e vanB descritos no
Brasil em linhagens estafilococicas reportam relatos de casos esporadicos®? 231 semelhante a
descricdo de trés isolados de S. epidermidis procedentes de pacientes internados em UTI
Kampala, Uganda, que albergavam os genes vanA e vanB 34 sendo este padrio semelhante ao
nosso, ao descrever uma baixa ocorréncia dos genes, mas no nosso estudo estes isolados foram
provenientes de microbiota.

No presente estudo ndo detectamos linhagens com resisténcia intermediaria a
vancomicina, discordando com resultadost®! onde foram encontrados 6% de cepas VISA entre
linhagens MRSA, por outro lado em estudo no sudeste brasileiro em linhagens S. aureus
detectou Hvisal*®!

O primeiro relato de VRS em portadores assintomaticos no Brasil foi em 2005F71 e
neste artigo, o mecanismo de resisténcia a vancomicina nos estafilococos ndo foram
relacionados a mecanismos geneticos (gene vanA, vanB e vanC) pois estes genes ndo foram
encontrados, sendo observado o espessamento da parede celular, que contribuiu para a
resisténcia a vancomicina nas estirpes estafilococicas estudadas. Alguns estudos demonstraram
a auséncia do genes de resisténcia a vancomicina vanA, vanB , vanC nas estirpes hVISA e
VISAR VRSAI e VRSl 0s mecanismos de resisténcia se concentraram em analisar a

biossintese da parede celular através da TEM.

Nos isolados resistentes a vancomicina no presente estudo foi demonstrado o

espessamento da parede celular, através da TEM, pesquisadorest®] referem que esta alteragdo
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é considerado um pré-requisito para a resisténcia a vancomicina, no entanto uma diminuicao
das ligacGes cruzadas do peptidoglicano e um alto teor de residuos de D-alanil-D-alanina livres
na parede celular podem aumentar a resisténcia das cepas. Um estudo!*?, relatam que o
espessamento de parede celular pode dificultar a penetragdo da vancomicina atraves da parede
celular até seu sitio-alvo, acido N-acetil-murdmico alvo citoplasmatico fica localizado na
membrana citoplasmatica.

Um estudot®! com isolados clinicos de MRSA tolerantes & vancomicina de pacientes
pediatricos, demonstrou que o espessamento da parede celular age como mecanismo de
tolerdncia a vancomicina, sugerindo que esse mecanismo € necessario para cepas resistentes a
vancomicina.

Um outro estudo reporta que as alteragcdes na espessura da parede celular e septo de
divisdo estdo relacionadas com a resisténcia a meticilina, devido a diminuicdo da atividade das
proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), produzindo um excesso de residuos de aminoécidos
terminal d-alanil-d-alanina, assim melhorando a expressdo de genes associados a sintese da

parede celular que leva a uma producéo aumentada de acido teicdico da paredel.

Paralelamente a observacdo do espessamento de parede celular foram observadas, no
presente estudo, outras alteracbes como localizacéo e formacao do septo de divisdo andmalas,
distribuicdo andmala de ribossomos e cromossomos, divisdo celular abortada, destruicdo dos
envoltérios celulares (parede celular e membrana celular), retracdo do citoplasma, floculacéo
do peptidoglicano. Um estudo sobre altera¢fes graduais na estrutura da parede celular em cepas
de S. aureus vancomicina resistentes mutantes, relata que ocorre uma desativagdo no gradual
no sistema de transpeptidase da sintese da parede celular, que leva a diminuicdo gradual de
PBP4 e reducdo na transcricdo de PBP2a, a diminuicdo dessas duas transpeptidases leva a
reducao de componentes oligoméricos altamente reticulados no peptidoglicano, causando assim

um desorganizagdo da parede celular*Y,
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Um estudol*?l relata que outra via utilizada por cepas com resisténcia a vancomicina,
para promover 0 espessamento da parede celular € a biossintese de mureina, porém esse
processo consome muito ATP e importantes metabdlitos, como o fosfoenolpiruvato, o que
ocasiona em uma maior deple¢do energética reduzindo a producao de importantes metabdlitos.
Sendo portanto, razodvel assumir que a superproducdo de mureina causa efeitos prejudiciais no
répido crescimento da célula devido ao seu pesado fardo no fornecimento de ATP e principais
metabolitos essenciais para a replicacdo celular. Outro estudo!®® relata que a diminuicdo da
atividade autolitica em cepas com susceptibilidade reduzida a vancomicina promove o acimulo
de componentes da parede celular e inviabiliza a separagdo das células-filha. Nesse panorama.
Alguns pesquisadores!!?l, em seu estudo, relatam que vérios mecanismos moleculares estdo
envolvidos na biossintese da parede celular, e o estresse metabolico de expressao de proteinas
para a manutencdo das cepas com reduzida susceptibilidade a vancomicina é o que leva ao

aumento da producdo de ribossomos e acimulo do mesmo no citoplasma.

Em estudo de revisdo realizado™¥ sobre eventos moleculares para promocio de
resisténcia a vancomicina em S. aureus, concluem que os sistemas VraTSR e GraSR ativados,
aumentaram a transcricdo de genes para sintese e modificacdo da parede celular, incluindo
pbpB, dItABCD e mprF, assim aumentando a biossintese da parede celular. A baixa regulacdo
do sistema WalKR diminui a expressdo de autolisinas e PBP4, diminuindo assim a autélise e a
reticulacdo do muropeptido. Além de que alteracBes na funcionalidade ou mutacgdes sofridas
em alguns genes podem afetar a sintese de proteinas de parede celular, ajustar o metabolismo
celular para suportar a sintese de precursores de parede celular, influenciando coletivamente no
equilibrio entre a sintese da parede celular e a hidrdlise, que levaria ao espessamento da parede
celular. O espessamento da parede celular e sua diminuicdo de ligagdo cruzada, fornece mais
residuos livre de D-Ala-D-Ala. Assim, para chegar ao septo da divisdo, a maior parte da

vancomicina pode ser presa, elevando a resisténcia a vancomicina. Por outro lado, a alteracdo
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do metabolismo central (TCA) pode aumentar o ciclo lipidico através da regulacdo da proteina

CcpE, que promove a biossintese do peptidoglicano nascente.

Atraveés desse estudo foi possivel observar a alta ocorréncia de isolados estafilocdccicos
com perfil multidroga resisténcia presentes na microbiota dos profissionais de saude. Esse dado
se torna ainda mais preocupante por se tratarem de isolados com potencial para se tornarem
fonte de infeccBes relacionadas a assiténcia a salde, alem de que apresentam-se com

microrganismos dificeis de serem tratados.

CONCLUSAO

A resisténcia a vancomicina nos isolados de Staphylococcus spp provenientes de
microbiota de prossionais de saude analisados foi decorrente da ocorréncia do gene vanA e
alteracdes estruturais (espessamento da parede celular), mas os outros genes relacionados a
resisténcia como vanB e vanC ndo foram investigados. Nestes isolados tamém observamos um
perfil de MDR como também detectamos a ocorréncia do gene mecA.

O mecanismo de resisténcia a vancomicina nas estirpes de Staphylococcus spp. aguarda
mais estudos na sua elucidacao, no entanto, a espessura da parede celular € uma dos fatores que
favorecem o surgimento da resisténcia a vancomicina, sendo estas linhagens ndo apenas
restritas ao ambiente hospitalar, estando presente na microbiota de profissionais de saude, fato
este descrito neste estudo, sendo um dos primeiros relatos em hospital universitario do Nordeste

Brasileiro.
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Fig.1 — Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo: 1) Staphylococcus spp. - controle
ndo tratado (1A, 1B, 1C e 1D) - cocos na diviséo celular apresentando (Membrana de Plasma -
PM; Ribossomes - R; Mural de Celda - CW; Divison Spectrum - DS) 2) Staphylococcus spp.
apos exposicao a vancomicina com perfil de resisténcia intermediaria (4 < MIC <8 pg / mL)
durante 24 horas a 37 ° C: A - Op (ACD), Divisdo heterogénea de material genético (HDGM)
Espessamento do septo de divisdo (SDT); Retracdo da membrana citoplasmatica (RCM); B -
Condensacdo de ribossomos no centro celular (CR), parede celular ondulada (FCW), septo de
divisdo andmalo (SDA); Destruicdo dos envoltorios celulares (DCW - PC, MC); C - Septo de
Division andmalo (SDA), célula aumentada (EC), divisdo de ribossomos heterogéneos (HDR),
retracdo da membrana plasmatica (RPM); D - Condensagdo dos ribossomos (CR), Diviséo
Ribossomal Heterogénea (HDR), Diviséo celular assimétrica abortada (AACD), parede celular
ondulada (FCW), espessamento da parede celular (CWT), espessamento do septo de diviséo
(SDT); 3) Staphylococcus spp. ap6s exposicdo a vancomicina com perfil de resisténcia
resistente (MIC>32 ug / mL) durante 24 horas a 37 ° C: A - Staphylococcus com gene vanA
com divisdo de septo anémalo (SDA), divisdo heterogénea de material genético (HDGM),
ribossoma de condensagdo (CR); B - Espessamento da parede celular (CWT), auséncia de
divisdo do septo (ASD), Destruicdo da membrana citoplasmatica (CPD); Condensacdo do
ribossomo sem centro celular (CR); C — Espessamento da parede celular (CWT), espessamento
do septo de divisdo (SDT), divisdo dos ribossomos heterogéneas (HDR), a retracdo da
membrana citoplasmatica (RCM), parede celular ondulada (FCW); D - Condensacéo
Ribossoma (CR), Divisdo Heterogénea Ribossomal (HDR), dividindo a espessura do septo
(SDT), Divisédo Divisdo Anémala (SDA), Divisdo de células abortadas (ACD)
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6 CONCLUSOES

» Em relacdo a andlise fenotipica e genética do perfil de susceptibilidade a vancomicina,
detectamos cinco isolados da microbiota de profissionais de salde e e dois isolados de
S. aureus de pacientes oncoldgicos resistentes & vancomicina pela técnica fenotipica e
apenas um isolado (Staphylococcus epidermidis) albergava o gene vanA proveniente da
microbiota.

» Em relacdo a capacidade de produzir biofilme, utilizando as técnicas de producéo de
exopolissacarideo em AVC e ensaio da producao de biofilme, observou-se que 41(73%)
isolados apresentaram positividade em ambas as metodologias.

» Na formacéo de biofilme em presenca de vancomicina, foi observado 15 isolados que
se engquadraram como ndo aderentes (13 S. aureus e 2 CoNS), 29 como fracamente
aderente (24 S. aureus e 5 CoNS) e 5 foram moderadamente aderentes (4 S. aureus e 1
CoNS) e 5 foram fortemente aderentes (todos S. aureus)

» A producdo do biofilme ndo esta relacionada com a corréncia do gene icaAD em em
isolados de pacientes oncoldgicos de Staphylococcus spp

» Dos cinco isolados resistentes a vancomicina provenientes da microbiota, um isolado
(Staphylococcus epidermidis) albergava o gene vanA, os demais apresentaram
espessamento de parede celular, além de outras alteracdes estruturais celulares que
sugerem outros mecanismos que estes isolados demonstraram através da microscopia
eletronica de Transmissdo (MET).
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ABSTRACT

The occurrence of reduced susceptibility to vancomycin in Staphylococcus spp. is the cause of
complications in patients with cancer, can be aggravated by biofilm production. The purpose
of this study was to search the occurrence of isolates of Staphylococcus spp. with reduced
susceptibility to vancomycin biofilm producers from cancer patients, through phenotypic-
molecular techniques. 56 isolates from various clinical samples of cancer patients were
analyzed, 85.7% of S. aureus and 14.3% of coagulase-negative staphylococci (CoNS). All of
the isolates were submitted to the vancomycin susceptibility test. 18% of the isolates were
screened with 6ug/ul vancomycin, eight S. aureus and two CoNS. In broth microdilution it was
observed that two S. aureus isolates had MIC>16ug/ul. The results obtained with of the
exopolysaccharide production and biofilm production techniques, it was observed that 70% of
the isolates were positive in both. When comparing the production of the biofilm with and
without vancomycin, it was possible to find a good correlation between the techniques. 39.3%
of the biofilm producing isolates were carriers the icaAD gene. Two isolates of S. aureus
carriers of the icaAD gene presented resistance to vancomycin and were also biofilm producers
by exopolysaccharide production and production of the biofilm with or without vancomycin.
The occurrence of S. aureus biofilm producers, carriers of the icaAD gene and vancomycin
resistant in cancer patients, suggest that biofilm research should be included as a bacteriological
routine since in these isolates antimicrobial treatments they may be less effective and can evolve
into a persistent infection.

Keywords: Staphylococcus spp.; reduced susceptibility; cancer patient; biofilm; vancomycin;
gene icaAD;

INTRODUCTION

The increasing use of the implantable biomaterials has increased human life expectancy
through the reestablishment of innumerable vital functions, but at the same time cause the
development of more severe infections that are introduced with these techniques and must
therefore be part of the treatment of these related infections (BUSSCHER et al.,
2012).According to the US National Institutes of Health (NIH), approximately 80% of all
infections worldwide are associated with biofilms, especially involving biomaterials
(TRENTIN et al., 2013).

Coagulase-negative Staphylococci (CoNS) and Staphylococcus aureus are commonly
identified as responsible for subclinical infections and their ability to be related to the formation
of biofilms that promote bacterial infections (BARBIERI et al., 2015). In addition, the presence
of medical implants in patients may induce bacterial biofilm formation, which results in
persistent infection (MELAKE et al., 2014).

The colonization of several body sites by the CoNS and transient colonization by S.
aureus may be a source of infection for immunocompromised patients (PALAZZO et al., 2005).
Studies have shown that immunosuppression or immunocompromising is associated with an
increased risk of colonization of Staphylococcus spp. putting patients at risk of infection that
causes a higher chance of morbidity (MCNEIL, 2014). Several factors contribute to this risk,
including disease-related immunosuppression and aggressive treatments such as chemotherapy,
radiation therapy, steroid use and hematopoietic stem cell transplantation (ROSOLEM et al.,
2012)

Infectious complications are a serious cause of morbidity and mortality in cancer
patients, especially those with underlying haematological malignancies. Over approximately
60% of mortality are related to these infections (ZEMBOWER, 2014).
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The strains of Staphylococcus spp. resistant to methicillin (MRSA / MRCoNS) and the
difficulty in treating these infections caused by these microrganisms has in many cases made
the glycopeptides (vancomycin and teicoplanin) the only alternative treatment (SORIANO et
al., 2008; CAZARES-DOMINGUEZ et al., 2015). The use of vancomycin led to the appearance
of tolerant MRSA (VT-MRSA) and vancomycin resistance strains (GOMES, WARD and
LAPLANTE, 2015; KOH et al., 2016).

Some studies report an increasing number of glycoprotein-resistant strains of S.
epidermidis (GRSE) worldwide (CREMNITER et al., 2010). Already isolates of S. aureus and
mainly coagulase-negative staphylococci (CoNS) resistant to methicillin / oxacillin and with
reduced susceptibility to glycopeptides have been reported in Japan, the United States, Europe
and Asia since the late 1980s (HOWDEN et al. 2010).

In Brazil, staphylococcal strains with reduced susceptibility to glycopeptides were
reported a decade ago in hospitals in Sdo Paulo and Rio de Janeiro (MELO et al., 2005) and
recently S. aureus containing vanA and vanB genes have also been encountered in Brazil as
well (ROSSI et al., 2014; BREVES et al., 2015).

The emergence of multidrug-resistant bacteria (MDR) has become a public health
problem, causing extra medical care in hospitals, particularly for patients admitted to intensive
care units (ICUs). In intensive care units, there is extensive use of antimicrobials, which
imposes a higher risk of the onset of MDR (CORNEJO-JUAREZ et al., 2015. In addition, in
the ICU, the risk of infection is increased due to the underlying diseases (CVD) and urinary
tract catheters (CORNEJO-JUAREZ et al., 2015). In the present work, the results of the impact
of these risks are presented.

The treatment of staphylococcal infections has become a major challenge for the
medical community, as it is a biofilm-forming microrganism which aggravates its virulence
potential and therefore reduces the options for antimicrobial use. In this context, phenotypic
and molecular characteristics of Staphylococcus spp. which is resistant to methicillin and has
reduced susceptibility to vancomycin it is necessary to understand and control its dissemination
to support effective antibiotic treatment.

METHODS
Study population

Clinical isolates from patients hospitalized at Hospital of the Cancer of Pernambuco,
several samples after the hospital routine were collected and identified in the reference
laboratory of the Hospital of the present study, being transported in a solid Casoy agar medium
inclined to the laboratory of Bacteriology and Molecular Biology (LBBM), Federal University
of Pernambuco from July 2012 to October 2016.

Isolation and identification

The isolates were inoculated in 5% blood agar plates, incubated 24 hours, at 37°C to
observe the macroscopic characteristics. After being identified by the following phenotypic
tests: Gram staining, catalase, tube coagulase, latex agglutination, mannitol fermentation,
DNAGse test and susceptibility to novobiocin.

Vancomycin Susceptibility Testing

The isolates were screened by vancomycin susceptibility test using BHI supplemented
with 6 pg/mL of vancomycin (BHI-V6). Inoculums were adjusted to 0.5 McFarland turbidity
(CLSI, 2012).
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The method used to determine MIC to vancomycin was broth microdilution. One
clinical isolate of Enterococcus faecium harboring vanA was used as positive control (Vilela et
al., 2006) and the E.faecalis (ATCC 29212) strain as negative control. For determination of
MIC by broth microdilution, a bacterial suspension of McFarland standard of 0.5 was prepared
from colonies cultured on blood agar plates for 24 hours. From this culture, six to eight colonies
were selected, homogenized in saline solution (2% NaCl) and the suspension was inoculated in
another 2% NacCl salt solution and, from this solution, a 5 pL aliquot was aspirated and Plated
in 96-well microplates containing 180 pL of Mueller-Hinton broth and 20 uL of vancomycin
stock solution at 1280 pg/mL, 8 serial dilutions (1 pg/mL to 128 pg/mL) were performed to
obtain a final concentration Of approximately 5x10° CFU / mL in each well of the microdilution
plate (CLSI, 2012).

MIC interpretation was performed according to the following criteria: isolates with MIC
<2 pg/mL, intermediate 4-8 pg/mL and resistant >16ug/mL were sensitive for S. aureus and
for the CoNS were MICs < 4 nug / mL, intermediate 8-16pg/mL and resistant >32 pg/mL
(MELAKE et al., 2017).

Phenotypic analysis of the production of exopolysaccharides

Production of exopolysaccharides (EPS) was evaluated by sowing in Congo Red Agar
(CRA) using a method modified by Freeman et al. (1989). The CRA allows the detection of the
production of exopolysaccharides by variation in the color of the colonies in the medium. The
medium was prepared by adding 0.3 g Congo red dye (1g/L) (Merck®) in 300mL of brain and
heart infusion (BHI, Himedia®) supplemented with 15g sucrose (50g / L). The bacterial isolates
were seeded on the CRA plates and incubated at 37 ° C for 24 hours. S. aureus (ATCC 25923)
and S. epidermidis (ATCC 12228) were used as positive and negative controls, respectively. In
the present study, the classification of the colonies occurred by the observation of macroscopic
characteristics of the colonies, such as: coloration, colony appearance and opacity. Black, rough
and opaque colonies were considered positive, as well as the negative colonies were those that
presented red, smooth and shiny coloration

Biofilm Production Assay

The capacity of Staphylococcus spp. to produce biofilm was performed as described by
Stepanovic et al., 2000. Staphylococcal strains were grown in TSB (Tryptic Soy Broth) added
1% sucrose for 24 hours at 35°C. Then 200 pl of the bacterial suspensions were applied in
triplicate on the flat bottom 96-well polystyrene plate and incubated for 24 hours at 35°C. After
this time, the bacterial suspensions were removed and each well was washed three times with
250ul sterile 0.9% physiological solution. Subsequently, the fixation with 200ul ethanol PA for
15 minutes was performed. After that time the ethanol was removed and the plates were allowed
to dry at room temperature, and then stained with 200 pl of Violet Crystal solution for 5 minutes.
The plates were washed in running water and dried at room temperature. Also included were
the negative control (CN), composed only of the TSB broth with sucrose. The absorbance
reading was performed on the ELISA Reader at wavelength of 570 nm and the isolates were
classified according to Stepanovic et al. (2000). The value of the optical densities for each
isolate (DOi) was obtained by the mean of the three wells, this being the value compared to the
optical density of the negative control (DOc). The isolates were classified into four categories
according to the mean OD (optical density) related to the results obtained for DOc. The
categories were based on the following criteria: nonadherent (DOi <DOc), poorly adherent
(DOc <DOi <2x DOc), moderately adherent (2x ODc <DOi <4x DOc) or strongly adherent (4x
ODc <DOQi).

Assay of Biofilm Production in the presence of vancomycin
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The capacity of Staphylococcus spp. of producing biofilm in the presence of
vancomycin was performed similarly as described above. Staphylococcal strains were grown
in TSB (Tryptic Soy Broth) added 1% sucrose a for 24 hours at 35°C. Then, 180 ul of the
bacterial suspension was added to the wells of the microtiter plates, and 20ul added 8 different
concentrations of vancomycin (0.125, 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128 ; 256ug/mL) in
different wells for the same isolate in triplicate and incubated for 24 hours at 35°C. The
suspensions were then subjected to the same procedure as the biofilm production test without
vancomycin.

Molecular techniques

DNA was extracted as described by Oliveira et al., 2015 from the biofilm-producing
isolates detected by the different phenotypic techniques, and used in the Polymerase Chain
Reaction (PCR) using the amplification of the icaAD gene, the Primers described by Vasudevan
etal., 2003 (front 5-CTAACTAACGAAAGGTAG-3 'and 5-GGCAATATGATCAAGATAC-
3' reverse).

Analysis of concordance scale of phenotypic tests

The agreement between the phenotypic tests to evaluate the biofilm production was
performed by the k (kappa) index (PAHO, 1997).

RESULTS

In the present study, 56 isolates from cancer patients were obtained, 48/56 (85.7%) of
S. aureus and 8/56 (14.3%) of coagulase-negative staphylococci. The origin of the clinical
samples; 12 / 48 (25%) of S. aureus isolates were from blood cultures and also tracheal
secretion, 16 isolates obtained at several sites of infections (Table 1). In relation to the eight
isolates coagulase-negative staphylococci three of them were extracted of the blood culture,
two of the uroculture and catheter tip and one of an operative wound, as described in Table 1.

All isolates were submitted to the vancomycin susceptibility test by means of
supplemented agar and microdilution with the mentioned drug. Ten (18%) of the isolates were
screened with 6 pg/ml vancomycin, eight S. aureus and two CoNS. Regarding the microdilution
results in vancomycin broth, we observed that in the S. aureus isolates six isolates had MIC <2
pg/ul and two isolates presented MIC >16 ug/ul. In the Coagulase-negative isolates, two
presented MIC <2 pg/ul, as can be seen in table 2.

In relation to the capacity to produce biofilm, using the techniques of production of
exopolysaccharide in RCA and biofilm production test, in the first assay, 47/56 (84%) positive
isolates (40 S. aureus and 7 CoNS) were obtained in the second test, 10 (17.9%) isolates were
classified as non-adherent (9 S. aureus and 1 CoNS) , 36 (64.2%) as weakly adherent (30 S.
aureus and 6 CoNS) and 10 (17.9%) were moderately adherent (9 S. aureus and 1 CoNS). When
relating these findings, it was observed that 41 (73%) isolates were positive in both
methodologies. The concordance index between the above tests was evaluated and an index of
0.3 was obtained (median agreement).

In the formation of biofilm in the presence of vancomycin, 15 isolates were classified
as non-adherent (13 S.aureus and 2 CoNS), 29 as weakly adherent (24 S. aureus and 5 CoNS)
and five were moderately adherent (4 S aureus and 1 CoNS) and five were strongly adherent
(all S. aureus). Crossing the results obtained by this technique with the results obtained with
the technique of exopolysaccharide production in RCA, it was observed that 39 (70%) of the
isolates were positive in both techniques. When comparing biofilm production without
vancomycin with biofilm production in the presence of vancomycin, it was possible to find an
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index of 0.7 (Good agreement), the same index was obtained when comparing biofilm
production with vancomycin with the production of exopolysaccharide.

When determining the biofilm production in the presence of vancomycin, it was
observed that all the isolates presented biofilm formation in a higher concentration than the
previously obtained MICs in the determination of the susceptibility to vancomycin, being
observed that among isolates of S. aureus, six isolates presented MIC <4 ug/ul and two isolates
presented MIC >64 pg/ul. In the CoNS isolates, two had MIC <8 ug/pl.

The isolates were submitted to a molecular research of the icaAD gene, and 39.3%
(22/56) of the biofilm isolates were carriers of the icaAD gene (19 S. aureus and 3 CoNS), thus
distributed in the capacity to produce biofilm in microtiter plate: of the S. aureus icaAD positive
isolates, 10 were poorly adherent and nine moderately adherent, among the CoNS isolates, two
were poorly adherent and one was moderately adherent. However, when related to biofilm
production results in the presence of vancomycin, the following distribution was obtained: in
the 19 isolates of S. aureus 10 they were weakly adherent, five moderately adherent and five
strongly adherent, and in the isolates of CoNS, two were weakly adherent and one strongly
adherent. As for the red congo test, 22 (39.3%) isolates producing the exopolysaccharide were
positive for the icaAD gene (Table 3).

The data obtained in the research icaAD gene, it is possible to observe that two isolates
of S. aureus with the icaAD gene presented resistance to vancomycin, as well as being biofilm
producers both by the production technique of exopolysaccharide in RCA, as well as by the
production of the biofilm in polystyrene plate under both conditions, without and with
vancomycin. None of the isolated CoNS that carried the icaAD gene presented resistance to
vancomycin, but they had the capacity to produce biofilm, as observed in table 2.

DISCUSSION

In the present study, a higher occurrence of S. aureus isolates (85.7%) was observed in
relation to the isolates of CoNS (14.3%) in samples from cancer patients. A similar study
reported that 17 isolates (33.3%) were S. aureus strains and 23 (45.1%) were strains of S.
epidermidis (EL-HENDIA et al., 2016). Another study, on the incidence of Staphylococcus spp.
from blood cultures of cancer patients, reported that the CoNS were the most isolated
microrganisms in the study, representing 27% of the total positive samples (39/146), followed
by S. aureus, with a total of 26 isolates (18%) (SANTOS et al., 2016).

In relation to the distribution of staphylococci in the clinical specimens obtained, S.
aureus was more frequent in the blood culture samples, tracheal secretion accounting for 50%
of the clinical samples, also emphasizing bone fragment and catheter tip. On the other hand,
CoNS were not isolated from tracheal secretion samples, but there was isolation in blood
cultures. A study conducted in China reported CoNS (14.9%) and S. aureus (3.5%) in blood
culture (CHEN et al., 2017) results contrary to ours, similar to Osmani et al. (2017) in his study,
with patients at risk of developing febrile neutropenia, reports the occurrence of 44% of
Staphylococcus spp. and 15% of S. aureus in blood culture. Another study, on the prevalence
of pathogens in blood cultures, detected the occurrence of 66.7% S. aureus and 17.6% CoNS
(OPINTAN & NEWMAN, 2017) with data comparing to the present study.

About the predominant presence of S. aureus in the tracheal secretion samples, it is
important to mention that got less frequent CoNS, but some studies suggest the participation of
Staphylococcus spp. causing pneumonia. Tetenta & Metersky, (2011), found a 37% occurrence
of S. aureus in tracheal aspirate in respiratory infections. Another study, which investigated the
impact of hospital-acquired infections with multiresistant bacteria in an oncology ICU, reports
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the occurrence of 48.3% of S. aureus cause pneumonia in samples of tracheobronchial secretion
(CORNEJO-JUAREZ et al. 2015).

Staphylococcal biofilms are obstacles to therapeutic success due to decreased
antimicrobial susceptibility and host immune response (SENG et al., 2017). In the present
study, 10/56 (18%) isolates (8 S. aureus and 2 CoNS) were grown in the Brain-Heart Infusion
agar supplemented with 6 ug / mL vancomycin, demonstrating that the isolates in question show
a reduction in susceptibility to this drug. Melake et al. (2017) obtained in their study 68% of S.
aureus and 46.1% of CoNS were intermediate or resistant to vancomycin in the test of agar
supplemented with the antimicrobial. By MIC determination, it was possible to detect in the
present study two isolates of S. aureus that had MIC > 16 ug / ul and were therefore considered
phenotypically resistant. When determining the biofilm production in the presence of
vancomycin, it was observed that all the isolates presented biofilm production in the presence
of vancomycin greater than the MICs, the isolates of resistant S. aureus increased by 4 times
the MIC value obtained. Similar results were obtained by Antunes et al. (2011) in their study
on high resistance to vancomycin by Staphylococcus spp. biofilm producers, where it achieved
a 16 times increase in MIC concentration. This observation shows that the production of
biofilms results in an important barrier to antimicrobial diffusion.

We detected that 84% of the staphylococcal isolates were positive in the
exopolysaccharide production test in RCA method meanwhile Oliveira and Cunha (2010)
reported that 75% of the clinical isolates of staphylococci were positive biofilms but Seng et al.
(2017) report higher occurrence (90.8%) of exopolysaccharide-producing isolates tested with
the same method. Saising et al. (2012) describe the occurrence of 84.7% of biofilm-producing
coagulase-negative staphylococci, while 62.5% of coagulase-positive staphylococci were
biofilm producers.

Through the methods to evaluate biofilm production, it was possible to observe that 73%
of the isolates were able to produce biofilm and the exopolysaccharide. Di Domenico et al.
(2017), report the occurrence of 94.6% of biofilm producing S. aureus isolates. Another study
on the detection of the icaAD gene and its role in the production of biofilm in Staphylococcus
spp., reports the occurrence of 45.6% S. aureus and 76.9% CoNS of biofilm producing isolates
by the plaque biofilm production technique (MELAKE et al., 2017).

In the present study, 22/47 (47%) positive isolates in the RCA test were also positive in
the plaque biofilm production test and presented the icaAD gene. Los et al. (2010), found 90%
(36/40) of positive isolates in the biofilm production test, the Congo red test and the icaAD
gene search. Melake et al. in 2017, reported the presence of ica genes in 43% and 63.5% of S.
aureus and CoNS isolates, respectively, with phenotypic biofilm tests.

The icaAD gene was detected in 39.3% of the isolates studied. Oliveira and Cunha,
(2010) report the occurrence of 81% of the icaAD gene of biofilm-producing staphylococci,
isolated from patients and healthy people. Ferreira et al. (2014), observed the occurrence of
97% of the icaAD gene in the isolates Staphylococcus spp.

The other isolates detected by the test of biofilm production in polystyrene plate may
have their capacity to produce biofilm due to other mechanisms that aid the aggregation and
formation of the biofilm. The phenotypic production of exopolysaccharide by icaAD-negative
suggests that staphylococci isolates developed the biofilm through a gene-independent pathway
(FERREIRA et al., 2014). The mechanisms involved in transcription and regulation of the
single locus are partially understood, and different regulatory mechanisms are known in S.
aureus and S. epidermidis (ARCIOLA et al., 2012).
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In relation to the finding of S. aureus isolates resistant to vancomycin, biofilm producers
and icaAD gene carriers, Melake et al. (2017) found 77.8% of S. aureus. The biofilm
environment has been reported to promote the spread of antimicrobial resistance genes,
probably by facilitating cell-cell contact and consequently increased gene transfer (MELAKE
et al, 2014; SENG et al., 2017).
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Table 1- Staphylococcus spp. isolates distribuion from clinical samples from patients of Cancer

Hospital of Pernambuco, Brazil.

Staphylococcus spp. isolates

Clinical Sample

Blood

Tracheal secretion

Urine

Peritoneal fluid
Bone fragment
Abscess secretion
Catheter tip
Tissue fragment
Oropharynx

Wounds
Others
Total

=
N N

coONNNNEFPR~ARERLPBRAREPPRE

SN
(00]

S. aureus

CoNS

3
2

N

o 1

Total (n=56)

o =
SowNnrorA~ARr0GHR

Table 2 — Relation between icaAD gene detection and vancomicin susceptibility profile in
patients of Cancer Hospital of Pernambuco, Brazil

Métodos

CRA*

Biofilm

Production*

Production of Biofilm  Gene icaAD

with vancomycin*
Pos Neg NA. WA MA NA WA MA SA

Pos

Neg

S.aureus
BHI-V
(6pg/mL)
Growth
Non-growth
Broth
microdilution
Sensitive
Intermediate
Resistant
SCoN

BHI-V
(6pg/mL)
Growth
Non-growth
Broth
microdilution
Sensitive
Intermediate
Resistant

-

o1

-

-

*CRA - Congo Red Agar

**NA — Non-adherent; WA — weakly adherent; MA - moderately adherent; SA — Strongly
adherent.
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Table 3 — Relation between icaAD gene detection and biofilm production capacity in patients

of Cancer Hospital of Pernambuco, Brazil.

Gene icaAD
Methods positive negative
S.aureus 19 28
CRA
Positive 10 21
Negative 9 7
Biofilm Production
Non-adherent - 9
weakly adherent 10 19
moderately adherent 9 -
Strongly adherent - -
Production of Biofilm with vancomycin
Non-adherent - 17
weakly adherent 10 17
moderately adherent 5 -
Strongly adherent 5 -
CoNS 3 6
CRA
Positivo 3 4
Negativo 0 1
Biofilm Production
Non-adherent - 1
weakly adherent 1 5
moderately adherent 1 -
Strongly adherent - -
Production of Biofilm with vancomycin
Non-adherent - 3
weakly adherent 2 2
moderately adherent - -
Strongly adherent - 1
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FIGURE 1 - Test of exopolysaccharide (slime) production using congo red agar: positive
isolates (black) and negative isolates (red).
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ABSTRACT

Background The use of vancomycin as a therapeutic agente for infections caused by
methicillin-resistant and multidrug-resistant Staphylococcus aureus. to detect ultrastructural
changes of Staphylococcus spp. resistant and sensitive to vancomycin of healthcare workers.
Materials and Methods Isolates Staphylococcus spp. from health professionals were submitted
to the antimicrobial susceptibility test, and from vancomycin resistance detection was carried
out molecular and ultra structural research. Results One-hundred-and-two isolates obtained
from healthcare workers from the University Hospital, Recife, Brazil, Multidrug resistance was
observed in 84.3% of the isolates. 19 isolates exhibited growth in brain heart infusion medium
supplemented with 6 ng/mL vancomycin (BHIV6). Subsequently, these isolates were submeted
to E-test, four isolates with minimum inhibitory concentration (MIC) between 4 and 8 pg/mL
and two isolates had MIC > 16 ug/mL. Of the 12 CoNS isolates, only two had MIC of > 32
pug/mL. In broth microdilution method two isolates of S. aureus and three CoNS were
vancomycin resistant. Of the five resistant isolates, only one (S. epidermidis) harbored the vanA
gene, the others isolates presented cell wall thickening, as well as other alterations to cellular
structures were studied using transmission electron microscopy (TEM). Conclusion The
mechanism of resistance to vancomycin in Staphylococcus spp. analyzed was related to the
genetic element and also the thickening of the cell wall in being these lines present in the
microbiota of healthcare workers.

Key-words: Staphylococcus spp; Healthcare workers; vancomyecin; multidrug-resistance; cell

wall thickening; ultrastructural changes
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INTRODUCTION

The frequency of bacterial infections associated with healthcare sector is increasing,
in fact, in developing countries, limited financial resources are necessitating these, infections
to be considered as public health problems!!. Data related to morbidity and mortality rates in
infections bacterial pathogens resistant to antimicrobials clearly indicate that the treatment of
these infections is a global challenge [21.

Staphylococcus aureus, a gram-positive bacterium, is a pathogen that affects humans
and has increased potential to cause simple skin infections as well as serious infections such as
endocarditis, osteomyelitis, pneumonia, and bloodstream infections 1.

In comparison to S. aureus, coagulase-negative Staphylococci (CoNS) strain are less
virulent, but demonstrate a similar antimicrobial resistance profiles, thus becoming a concern
in the healthcare sector, especially in hospitals in the the intensive care units (ICU), or in areas
involving geriatric and/or immunocompromised patients 4 31,

Epidemiological studies analyzing the microbiota of healthcare workers at different
biotic surfaces such as hands and nasopharynx report the occurrence of S. aureus and CoNS
along with their antimicrobial resistance profiles 81, On the other hand, ©°!, have demonstrated
that the Staphylococcus species from the patient’s microbiota can colonize the hospital
environment, favoring the circulation of multidrug-resistant (MDR) strains.

Methicillin resistance is the hallmark of multidrug resistance in S. aureus and CoNS
21, Several agents, including linezolid, tigecycline, and daptomycin, are available for the
treatment of infections caused by methicillin-resistant S. aureus (MRSA). However,
vancomycin continues to remain the main therapeutic agent 1% 41,

Increased use of vancomycin to treat bacterial infections caused by MRSA,
Clostridium difficile, and Enterococcus species accentuated the emergence of vancomycin-

resistant S. aureus (VRSA). The occurrence of S. aureus strains with intermediate resistance to
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vancomycin (VISA), with an MIC of 8-16 pg/mL, was first reported in Japan, followed by case
studies in other countries Y. VISA isolates are associated with sub-populations with
heterogeneous VISA (hVISA); this term includes other glycopeptides too, namely,
glycopeptide-intermediate S. aureus (GISA and hGISA, if heterogeneous) 121,

The mechanisms underlying vancomycin resistance in S. aureus might be related to
the genetic element transposon Tn1546, which was obtained from vancomycin-resistant E.
faecalis. Most strains appeared in hospitalized patients with diabetic wounds who were also
coinfected with vancomycin-resistant enterococci (VRE) 131, The report of VRSA isolates with
an MIC of >100 pg/mL obtained from diabetic patients with wounds coinfected with E. faecalis
and resistant MRSA suggests the involvement of biochemical mechanisms 141,

Other mechanisms of resistance to vancomycin include alterations in the cell wall,
resulting in reorganization and thickening, which reduce the penetration of vancomycin and
inhibit its binding to the N-acetyl-muramic acid precursor, the cytoplasmic target. In addition,
hVISA and VISA might represent the bacterial evolutionary status and the adaptations favoring
persistence in the environment [*21,

The hetero-resistant profile has also been reported for glycopeptide-resistant CoNS (S.
epidermidis and S. haemolyticus) in relation to cell wall thickening 15 1. Strains of
Staphylococcus, when exposed to vancomycin, developed resistance; this was observed at the
clinical as well as experimental levels with sensitive and control strains 17 181,

Using transmission electron microscopy (TEM), Hanaki et al % analyzed the first
clinical VRSA strain and reported that the cell wall of this strain showed increased production
of peptidoglycan and murein monomers with additional layers (30—40), which is indicative of
the mechanism underlying vancomycin resistance. A study cites VRSA lineages from

several countries, including Brazil, which showed thickening of the cell wall, presumably
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because of the accumulation of increased amounts of peptidoglycan, as a new model of
vancomycin resistance.

An epidemiological study conducted !, reported the occurrence of staphylococcal
strains, resistant to 6 ug/mL of vancomycin, tracing the isolates obtained from the microbiota
of healthcare workers of the Hospital Universitario de Pernambuco, Brazil.

The present study aimed to analyze the ultrastructural alterations to the cell wall in
vancomycin-resistant and vancomycin-sensitive isolates of Staphylococcus species obtained
from the microbiota of healthcare workers.

METHODS
Strains

One-hundred-and-two Staphylococcus strains, isolated in a previous study B! from the
nasopharyngeal secretions of healthcare professionals working in the three sectors of the
University Hospital of Pernambuco, Brazil, namely, ICU, surgical clinics, and hemodialysis
service/nephrology, during the first half of 2011, were included in this study. This study was
approved by the Research Ethics Committee of the Universidade Federal of Pernambuco —
CEP/CCS/UFPE (CAAE N° 0490.0.172.000-11).

These strains were maintained in the frozen state in brain heart infusion (BHI) broth
containing 25% glycerol at -20°C. Nutrient agar slants at 4°C were used for analysis. All
isolates were re-identified according to the standardized techniques for the identification of
Staphylococcus species, including catalase test, coagulase test, mannitol fermentation, and
deoxyribonuclease test (DNASE).

Antimicrobial Susceptibility Testing (AST)

These isolates were tested by the disc diffusion method in Mueller-Hinton agar,

according to the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines 2! by using the

following antibiotics: penicillin (10 U), gentamicin (10 ug), clindamycin (2 pg), sulfazotrim
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(1.25/23.75 pg), ciprofloxacin (5 pg), chloramphenicol (30 pg), cefoxitin (30 pg),
erythromycin (15 pg), and linezolid (5 pg). After incubation for 24 h at 35°C, the zones of
inhibition were measured using a caliper.
Vancomycin Susceptibility Testing

The isolates were screened for vancomycin susceptibility using BHI medium
supplemented with 6 pg/mL vancomycin (BHI-V6). The inoculum density was adjusted to
match the turbidity of the 0.5 McFarland turbidity standard [?21,

Two methods were used to determine the MIC to vancomycin: broth microdilution and
E-test (BIOMERIEUX), according to the CLSI guidelines 3. One clinical isolate of E. faecium
harboring the vanA gene was used as the positive control %1, and an E. faecalis (ATCC 29212)
strain was used as the negative control. E-test was performed using a suspension matching the
turbidity of the 0.5 McFarland turbidity standard, which was plated onto Miller-Hinton
medium and incubated at 35°C for 48 h. The results were interpreted according to the
manufacturer's specifications, by comparing it with CLSI cut off values 21,

For MIC determination by the broth microdilution method, a bacterial suspension
matching the turbidity of the 0.5 McFarland turbidity standard was prepared from the colonies
cultured on blood agar plates for 24 h. Approximately 6-8 colonies were selected, homogenized
in saline (2% NaCl), and re-inoculated in fresh 2% NaCl solution. A 5-pL aliquot from this
solution was plated in 96-well microplates containing 180 uL of Mueller-Hinton broth and 20
pL of vancomycin stock solution (1280 pg/mL), and 8 serial dilutions (1-128 pg/mL) were
performed to obtain a final inoculum density of ~5 x 10° CFU/mL in each well 22,
Molecular Techniques

DNA was extracted from the vancomycin-resistant isolates, as described 241, Polymerase
chain reaction (PCR) to amplify the vanA and mecA genes was performed using the primers

and conditions described [?°! (forward 5'-TGAATAACATCGGCATTAC-3' and reverse 5'-
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TTATTTAACGGGGAAATC-3'), and [?®1 (P1 5-GGTCCCATTAACTCTGAAG-3’ and P3 5'-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3).
Transmission electron microscopy (TEM)

The isolates chosen for this method were grown at 37°C for 24 h, followed by
centrifugation of the culture medium for 5 min at 2000 rpm. The supernatant was discarded,
and the bacterial mass was washed thrice with 10% phosphate-buffered saline (PBS). After
washing, the cells were fixed with 0.1 M phosphate buffer, 2.5% glutaraldehyde, and 4%
paraformaldehyde for 24 h. Subsequent washes were performed with 0.1 M phosphate buffer,
followed by washes with 0.1 M cacodylate buffer. Further, the isolates were post-fixed in 1%
osmium tetroxide and 0.1 M cacodylate buffer for 1.5 h. Two washes each were then performed
with 0.1 M cacodylate buffer and distilled water, respectively, for 10 min. Each isolate was
subjected to “in block” staining with 2% uranyl acetate and protected from exposure to light
for 24 h, before rinsing with distilled water. They were dehydrated in an increasing series of
acetone (30, 50, 70, 90, and 3% 100%) for 15 min at each concentration. This was followed by
Epon mix resin infiltration (1:3, 1:2, 1:1, 2:1, and pure) and embedding. Subsequently, ultrafine
sections were obtained using an ultramicrotome (Leica UC6), stained with uranyl acetate and
lead citrate, and examined by TEM 271,

RESULTS

Susceptibility profiles of the clinical strains of Staphylococcus species showed that
84.3% (86/102) of the isolates were multidrug resistant. Vancomycin resistance was observed
in 19 isolates: seven S. aureus and 12 CoNS strains Subsequently, E-test was performed to
determine the MIC of vancomycin. Seven S. aureus isolates showed the following MICs: one
isolate with MIC of <2pug/mL (sensitive), four with MIC between 4 and 8ug/mL and MIC could
not be determined for two isolates because of the lack of zone of inhibition. Of the 12 CoNS

isolates, 10 had an MIC of <4 pg/mL and two had an MIC of >32 pg/mL.
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Subsequently, the broth microdilution method showed that five of the seven S. aureus
isolates were sensitive (MIC < 2 pug/mL) and two were resistant (MIC > 16 ug/mL). Of the 12
CoNS, nine had an MIC of <2 pg/mL and three had an MIC of >32 ug/mL.

Kappa concordance test was used to compare the phenotypic methods for detection of
vancomycin resistance. Screening with BHI medium (containing 6 pg/mL vancomycin) was
compared with the broth microdilution method to get a Kappa value of 0.46 (moderate
agreement), and comparison of the E-test with the broth microdilution method yielded a Kappa
value of 0.96 (excellent agreement).

Ultrastructural analysis by TEM was performed for isolates that could resist
vancomycin as well as for a Staphylococcus strains that was not exposed to vancomycin
(negative control).

On comparing the images obtained for the negative control, the isolates with an MIC
of 4-8 pug/mL (intermediate and complete resistance) were found to show not only cell wall
thickening, but also other ultrastructural alterations such as aberrant cell division showing
asymmetric septal thickening and without separation of the daughter cells, ribosomal
condensation, destruction of cellular envelopes (cell wall and cytoplasmic membrane),
anomalous and discontinuous septum formation, retraction of the cytoplasmic membrane, and
septum formation causing unilateral division (Fig. 1).

In the isolates with a MIC of > 16 pg / mL, condensation of genetic material was
observed at the septum origin in unequal amounts, cell wall thickening, cytoplasmic membrane
retraction, ribosomal condensation, and cytoplasmic membrane rupture of cell envelopes
(Figure 1).

Of the five resistant isolates, just one strain S. epidermidis carried the vanA gene,
which was confirmed by sequencing to show 100% similarity with the 10 sequences of

Enterococcus spp. deposited in GenBank (KT581638).
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To characterize genetically the isolates, the mecA gene was detected using PCR in 13/19
(39.4%) of methicillin resistant isolates, of which an isolate of MRSA was obtained in the
Nephrology / Hemodialysis sector. Of the 12 strains of CoNS resistant to multiple drugs, five,
four and three strains were obtained from the Nephrology, Surgery / Infectious and Parasitary
and UTI sectors, respectively. The isolate carrying the vanA gene also showed the mecA gene;
was obtained from the ICU. Of the other non-carriers of the vanA gene, five carried the mecA
gene (all multi-drug resistant CoNS) and 13 did not have this gene (6 CoNS and 7 methicillin-
sensitive S. aureus).

DISCUSSION

The antimicrobial resistance profile of the isolates obtained from healthcare workers
showed the MDR profile. A previous study reports a similar occurrence, with multidrug
resistance being detected in 80.9% of the staphylococcal isolates obtained from the nasal swabs
of healthcare workers [?81. Fadeyi et al. 2 described the MDR nature of S. aureus isolates
colonizing the nasopharynx of healthcare professionals in Nigeria.

The use of vancomycin as a therapeutic agent and the high prevalence of S. aureus
strains in Brazilian hospitals, in addition to the lack of control over the use of antimicrobials
and the inadequate facilities available at public health institutions, favored the emergence of
VISA or VRSA B9 The isolation of VRSA strains from burn patients within 30 days of
vancomycin therapy was first reported in 2001, along with the occurrence of the vanA, vanB,
and vanC genes B4,

Hiramatsu 2% reviewed the subsequent isolation of VRSA strains in the USA, France,
Korea, South Africa, and Brazil; his findings indicated that the emergence of vancomycin
resistance would become a global problem. In fact, he described the term “hetero-VRSA.” A

decade later, Howden et al. 4 described VISA and hVISA.
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In the present study, five isolates that showed resistance to vancomycin with an MIC of
>16 pg/mL (2 VRSA and 3 strains with reduced susceptibility to vancomycin) were obtained
by the broth microdilution method from the microbiota of healthcare workers. All strains were
checked for the vanA gene, but only one strain harbored this gene. Sporadic occurrence of the
vanA and vanB genes in staphylococcal strains has been reported in Brazil 3233 similar to the
description of three S. epidermidis isolates from ICU patients, in Kampala, Uganda which
harbored the vanA and vanB genes 4, a similar pattern was observed in our study, with a low
occurrence of these genes, but these isolates belonged to the microbiota of healthcare workers.

In the present study, we did not detect strains with intermediate resistance to
vancomycin, unlike the results obtained !, in a 6% of strains of MRSA were found VISA
strains, on the other hand, in a study in southeastern Brazil in strains S. aureus detected hVISA
[36],

The first instance of VRS in asymptomatic carriers in Brazil was reported in 2005 7]
they found that the mechanisms underlying vancomycin resistance in staphylococci are not
related to genetic mechanisms (vanA, vanB, and vanC genes) because these genes are not
detect, being observed the thickening of the cellular wall, which contributes to vancomycin
resistance in the staphylococcal strains. Some studies have showed the absence of these genes
in the hVISA, VISA % and VRSA 2 ¥l strains.

In the VRSA isolate in the present study, cell wall thickening was observed by TEM.
Reipert et al.*8 have previously reported that this alteration is a prerequisite for vancomycin
resistance; however, the decrease in peptidoglycan cross-linking and the high content of free D-
alanyl-D-alanine residues in the cell wall might increase the resistance in these strains. Howden
et al. [l reported that cell wall thickening might hinder the penetration of vancomycin through
the cell wall to its target site and that the target N-acetyl-muramic acid is located in the

cytoplasmic membrane.
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In a study on vancomycin-tolerant MRSA clinical isolates obtained from pediatric
patients, Cazares-Dominguez et al' [ showed that the thickening of the cell wall is a
mechanism inducing vancomycin tolerance, suggesting that this mechanism is necessary for
vancomycin resistance.

Another study reported that changes in the cell wall thickness and the division septum
are related to methicillin resistance because of the decreased activity of penicillin-binding
proteins (PBP), producing an excess of D-alanyl-D-alanine residues, thus enhancing the
expression of the genes associated with cell wall synthesis and leading to increased production
of teichoic acid 1,

In addition to cell wall thickening, other alterations such as location and formation of
an anomalous septum, anomalous distribution of the ribosomes and chromosomes, aborted cell
division, destruction of cellular envelopes (cell wall and cell membrane), cytoplasmic
retraction, and peptidoglycan flocculation were observed. A study on the gradual changes
occurring in the cell wall structure in VRSA strains showed that gradual deactivation occurs in
the transpeptidase system involved in cell wall synthesis, leading to a gradual decrease in PBP4
and PBP2a transcription. The decrease in these two transpeptidases can reduce the highly
crosslinked oligomeric components in the peptidoglycan, thus causing cell wall disorganization
[41]

Cui et al 2 reported that another pathway used by vancomycin-resistant strains to
promote cell wall thickening is murein biosynthesis, but this process consumes a lot of ATP
and important metabolites such as phosphoenolpyruvate, which leads to greater energy
depletion by reducing the production of important metabolites. It is, therefore, reasonable to
assume that overproduction of murein causes detrimental effects on the rapid growth of the cell
because of the heavy burden exerted on the supply of ATP and key metabolites essential for

cell replication. Beneit et al. [** reported that the decrease in autolytic activity in the VRS strains
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promotes the accumulation of cell wall components and prevents the separation of daughter
cells. In this context, Howden et al. [ in their study, reported that several molecular
mechanisms are involved in cell wall biosynthesis, and that the metabolic stress of expressing
the proteins required for the maintenance of VRS leads to increased ribosome production and
ribosomal accumulation in the cytoplasm.

In a review [“41 on the molecular events promoting vancomycin resistance in S. aureus,
activated VraTSR and GraSR systems were shown to have increased gene transcription for cell
wall synthesis and modification, including the pbpB, dItABCD, and mprF genes, thus
enhancing cell wall biosynthesis. Low regulation of the WalKR system decreases the
expression of autolysins and PBP4, thus reducing autolysis and crosslinking of the
muropeptide. In addition, changes in the functionality or mutations in some genes might affect
the synthesis of cell wall proteins and alter cellular metabolism to support the synthesis of cell
wall precursors, thereby collectively influencing the balance between cell wall synthesis and
hydrolysis, which further leads to cell wall thickening. Cell wall thickening and decreased
peptidoglycan cross-linking provides more free D-alanyl-D-alanine residues. Thus, most of the
vancomycin can be arrested before it reaches the septum, thereby developing resistance to
vancomycin. On the other hand, alteration of central metabolism can increase the lipid cycle by
regulating the CcpE protein, which promotes the biosynthesis of the nascent peptidoglycan.

This study showed the high occurrence of staphylococcal isolates with an MDR profile
in the microbiota of health professionals. This fact generates more concern because these
isolates carry the potential to become primary sources of infection in the healthcare sector, in
addition to causing difficult-to-treat infections.

CONCLUSION
Vancomycin resistance in the Staphylococcus isolates obtained from the microbiota of

healthcare workers could be attributed to the occurrence of the vanA gene as well as
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ultrastructural changes (such as cell wall thickening). However, other resistance-related genes
such as vanB and vanC were not investigated. These isolates showed an MDR profile, along
with the presence of the mecA gene.

The mechanism of resistance to vancomycin in strains of Staphylococcus spp., however
the thickness of the cell wall is one of the factors favoring vancomycin resistance, and these
strains are not only restricted to the hospital environment, but also present in the microbiota of
healthcare workers. In fact, this study is one of the first report the occurrence of the vanA gene
from a university hospital in Northeast Brazil.
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Fig.1 —Electron transmission microscope images: 1) Staphylococcus spp. — untreated control (1A, 1B, 1C and
1D) - cocci in cell division presented (Plasma Membrane — PM; Ribossomes — R; Cell Wall — CW; Divison
Spectrum — DS) 2) Staphylococcus spp. after exposure to vancomycin with intermediate resistance profile
(4<MIC<8 pg / mL) for 24 hours at 37°C: A - Aborted cell division (ACD), Heterogeneous Division of genetic
material (HDGM) Splitting septal thickening (SDT); Retention of the cytoplasmic membrane (RCM); B -
Condensation of ribosomes in cell center (CR), Fluctuation cell wall (FCW), Septum division anomalous (SDA);
Destruction of cell wraps (DCW - PC, MC); C Septum Division Anomalous (SDA), Enlarged cell (EC),
Heterogeneous ribosome division (HDR), Retraction Plasma membrane (RPM); D - Condensation Ribosome
(CR), Heterogeneous Ribosomal Division (HDR), Aborted Asymmetric Cell Division (AACD), Fluctuation cell
wall (FCW), Cell Wall Thickness (CWT), Split Division Thickness (SDT); 3) Staphylococcus spp. after exposure
to vancomycin with resistant resistance profile (MIC>32 ng/ mL) for 24 hours at 37 °C: A — Staphylococcus with
gene vanA with septum division anomalous (SDA), heterogeneous division of genetic material (HDGM),
condensation ribosome (CR); Cell wall thickness (CWT), absence of septum division (ASD), Cytoplasmic
membrane destruction (CPD) Condensation of ribosome without cell center (CR); CWT, dividing septum
thickening (SDT), heterogeneous ribosome division (HDR), cytoplasmic membrane retraction (RCM), Fluctuation
cell wall (FCW); D - Condensation Ribosome (CR), Heterogeneous Division Ribosomal (HDR), dividing septum
thickness (SDT), Splitting Division Anomalous (SDA), Aborted Cell Division (ACD).
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