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INTRODUCAO

Staphylococcus aureus destaca-se como um dos mais importantes agentes causadores de infeccdes hospitalares e em termos de resisténcia a antimicrobianos. As
infeccOes hospitalares causadas por esta espécie frequentemente estao associadas a procedimentos médicos invasivos, como a implantacdo de cateteres, préteses,
stents e outros dispositivos de implante. Infeccdes da corrente sanguinea relacionadas ao uso de cateter resultam no aumento da taxa de mortalidade, prolongamento
da hospitalizacdo e custos adicionais para o sistema de satide (FALAGAS et al. 2007). A fase que precede a infecco relacionada ao cateter é a colonizagao microbiana
das superficies deste dispositivo, logo apds a sua insercao no corpo humano (MAKI, 1989), evento que envolve a participacao de fatores inespecificos (fisico-quimicos)
e adesinas especificas (APARNA, YADAV, 2008). Apds a aderéncia inicial, ocorre a producao de uma matrizamorfa que garante a persisténcia da bactéria, protegendo-a
das defesas do hospedeiro e da acao de antimicrobianos, além de propiciar a aderéncia inter-celular com aciimulo de bactérias, e conseqiiente a formagao de uma
estrutura complexa e altamente organizada conhecida como biofilme (ROHDE et al., 2007). Essa matriz extracelular frequentemente é formada por um polissacarideo
denominado Adesina Polissacaridica Intercelular (PIA), cuja produgdo €é codificada pelos genes do operon icaADBC. Apesar da prevaléncia de biofilmes PIA-
dependentes em amostras clinicas de S. aureus, estudos recentes identificaram a existéncia de biofilmes onde a presenca de PIA ndo foi detectada e/ ou amostras
que ndo possuiam o operon ica (0'GARA, 2007; IZANO et al., 2008). Nestas amostras biofilme positivas, mas PIA negativas, a presenca de proteinas como componente
da matriz do biofilme tem sido relatada (GEOGHEGAN et al. 2010). Atualmente tém sido estudadas medidas de prevencdo para reduzir a ocorréncia de processos
infecciosos relacionados a cateteres, como a impregnacdo de agentes antimicrobianos, tanto externamente quanto na sua superficie luminal (BALABAN et al. 2003;
FALAGAS et al. 2007). Entre os antimicrobianos, a combinacao de rifampicina com minociclina frequentemente é empregada no revestimento destes dispositivos
(RAAD et al. 1997; SAMPATH et al. 2001). Porém, é importante ressaltar que a formagao de biofilme pode ser influenciada por diferentes fatores (KNOBLOCH et al.,
2002; KIM et al., 2008), inclusive, certos antimicrobianos em concentracdes sub-inibitdrias (RACHID et al., 2000). Assim, deve ser considerada a possibilidade de que
tais dispositivos impregnados com antimicrobianos possam vir a favorecer a colonizagdo de S. aureus mediada por biofilme, caso eles ndo mantenham a concentragao
inbitéria durante todo o periodo de contato com os tecidos do hospedeiro.

OBJETIVO

- Avaliar a producdo de biofilme por amostras de individuos portadores de S. aureus cultivadas na presenca de concentragdes sub-inibitérias de minociclina, e de
minociclina combinada com rifampicina.

- Analisar a composicdo do biofilme produzido por amostras de portadores e de isolados clinicos de S. aureus.

METODOLOGIA

Para o estudo da influéncia de concentragdes sub-inibitérias dos antimicrobianos na producdo de biofilme em placas de microtitulacao foram testadas
cinco amostras de S. aureus isoladas de individuos portadores (estudantes da drea de sadde da UNIRIO). As solu¢des de minociclina foram obtidas a partir
de eluicdo de um disco de 30ug do antimicrobiano em 10mL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB), procedendo-se, a sequir, dilui¢des seriadas da droga..
As solucdes de rifampicina combinada a minociclina foram preparadas a partir de eluicdo de um disco de rifampicina de 5 pg no caldo TSB, sequido de
diluicdes seriadas, e posterior mistura de aliquotas destas dilui¢des as dilui¢des das solucdes de minociclina, de modo a obter as mesmas concentragoes
de rifampicina utilizadas em estudo prévio. A sequir, 100uL das dilui¢des dos antimicrobianos e 100yl da suspensao da amostra bacteriana diluida a
1/100 foram transferidas para placa de microtitulacdo de 96 pocos. Trés pocos foram reservados para a realizacao do teste controle (TSB, sem a bactéria).
Apds incubacdo por 24h a 35°C, procedeu-se a leitura visual dos pocos, visando determinar o valor da concentra¢do minima inibitéria (CMI) da droga para
cada amostra. A sequir, foi realizada a quantificacdo do crescimento bacteriano (DOg), por meio da determinacdo da densidade dptica em equipamento
leitor de Elisa. Para a determinacdo quantitativa da producao de biofilme, procedeu-se a remocdo das culturas dos pogos, sequido de lavagem dos pogos
por 3 vezes com 200pL de dqua destilada. Apds fixacdo do biofilme com 200uL de metanol por 15-20 minutos, o metanol foi removido dos pogos, e as
placas submetidas a secagem por 15 min. A sequir, foram adicionados 200uL de solucdo aquosa de Cristal Violeta 2% em cada pogo e, apés 15min, os
pocos foram submetidos a lavagem por 3 vezes com dgua destilada e a secagem. Para a extracdo do corante foram adicionados 200pL de etanol em cada
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poco, sequido de agitacdo em agitador orbital por 30 min. A absorbéancia do extrato alcodlico (DOeb) foi entdo determinada no leitor de ELISA a 595nm.
A quantidade de biofilme produzida pelas amostras foi determinada pela média dos valores da DOeb de uma triplicata, sendo este teste repetido 3 (trés)
vezes em eventos separados, ou seja, o valor final considerado na leitura foi o resultado da média de 9 determinacdes. A caracterizacdo da produgao
de biofilme pelas amostras foi definida conforme sugerido por Stepanovik et al. (2007). Para andlise da composicéo do biofilme por meio de testes de
desagregacao com metaperiodato de sédio ou proteinase K (KOGAN et al.; 2006) foram estudadas as cinco amostras de portadores, além da inclusdo
cinco isolados clinicos de S. aureus provenientes de pacientes do Hospital dos Servidores do Estado do RJ, cujos resultados para inducdo de biofilme pelas
drogas estudadas foram obtidos em etapa anterior do trabalho. Sequindo o procedimento da técnica de biofilme em placa de microtitulacdo, apds a leitura
da DOg, as culturas crescidas em TSB com e sem as concentra¢des sub-inibitdrias de rifampicina ou minociclina foram removidas da microplaca e esta
lavada com dgua destilada. Em sequida, a cada 4 pocos foram adicionados 200pL de solucdo de PBS (controle), ou 200pL de solugao de metaperiodato
, 0u 200pL de solucdo de Proteinase K . Apds incubacdo por Th a 37°C procedeu-se a remocdo das culturas dos pogos, sequido de lavagem com 200pL de
dgua destilada, adicdo de 200 pL de metanol a cada poco e, apds 20min de contato, remog¢ao do metanol e secagem das por 15 minutos. Os pocos foram
entdo preenchidos com 200uL de solucdo de Cristal Violeta 2% por 15 minutos, submetidos a lavagem com dgua destilada corrente e a secagem. Apés
adicdo de 200pL de etanol em cada pogo, sequido de agitacdo em agitador orbital por 30 minutos, a DOeb foi determinada em leitor de ELISA (595nm).
Com base na média dos valores da DOeb de quadruplicatas das amostras, a natureza do biofilme foi estabelecida por meio das diferencas de DO obtidas
com e sem o tratamento com metaperiodato ou proteinase K, considerando-se como ponto de corte para caracterizacdo da natureza polissacaridica ou
proteica do biofilme um valor de DOeb <50% em relacdo ao teste controle. A determinacdo da produgdo de biofilme em Agar Vermelho Congo (AVC) foi
realizada conforme sugerido por Freeman e colaboradores (1989), exceto pela ndo adicéo de sacarose ao meio, de modo a se poder comparar os resultados
com os obtidos nos testes com placas de microtitulaao. Adicionalmente, foi testado o comportamento das amostras em AVC contendo rifampicina na
concentracdo que determinou inducdo mais intensa da produgdo de biofilme nos testes em microplacas. A semeadura nesse meio foi realizada por meio
de“spots”de 10 pL de suspensdes diluidas a 1/100 de cada amostra bacteriana e, apés incubacéo por 24h a 37°C, os crescimentos foram analisados quanto
a0 seu aspecto e coloragdo.

RESULTADOS

Entre as 5 amostras bacterianas oriundas de portadores, uma mostrou-se produtora moderada de biofilme em TSB nos testes em microplaca, resultado este que se
apresentou inalterado na presenca de concentragdes sub-inibitdrias de minociclina. Porém, quando exposta a solucdo de minociclina combinada com rifampicina
observou-se aumento na producdo de biofilme por esta amostra, sendo este, em média, de 82,9% em relacdo ao controle sem as drogas.

As quatro amostras restantes de individuos portadores, originalmente nao-produtoras de biofilme em TSB, também nao mostraram alteracdes quando expostas
a minociclina isoladamente, enquanto que na presenca de minociclina combinada a rifampicina trés destes isolados passaram a produzir biofilme intensamente.
0Os aumentos médios na DOeb foram mais acentuados nas concentracdes equivalentes a 1/2 da CMI (360% a 967% em comparagdo aos controles) e em % da CMI
(245% a 1039%). Em relacdo a composicdo do biofilme, entre as dez amostras testadas (5 de portadores e 5 clinicas), a dnica caracterizada como formadora de
biofilme proteico foi o isolado clinico que havia se mostrado produtor em TSB sem droga, e que néo se mostrou induzido a produzir biofilme por concentragdes sub-
inibitdrias dos antimicrobianos estudados. As quatro amostras clinicas restantes, originalmente negativas para a producéo de biofilme em TSB, exibiram produgao de
biofilme de natureza polissacaridica quando cultivadas na presenca de concentragdes sub-inibitérias de rifampicina. Quanto aos isolados de portadores, a amostra
originalmente produtora em TSB apresentou biofilme de natureza polissacaridica, tanto em meio sem rifampicina quanto em TSB com esta droga, observando-se o
mesmo resultado (biofilme polissacaridico) para as 4 amostras restantes quando cultivadas na presenca de concentragdes sub-inibitdrias de rifampicina. A quinta
amostra ndo foi testada para composicéo de biofilme, uma vez que se mostrou nao produtora tanto em TSB quanto em TSB com os antimicrobianos. Os resultados
obtidos em AVC modificado foram compativeis com os obtidos para os testes em placas de microtitulacdo. Neste meio, as 4 amostras de portadores originalmente
negativas para producdo de biofilme em TSB apresentaram crescimento liso em AVC (reacdo negativa), enquanto o isolado originalmente produtor em TSB mostrou
crescimento rugoso (reacdo positiva). Em AVC com rifampicina todas as amostras (clinicas e de portadores) apresentaram reacdo positiva, exceto aquela que ndo se
mostrou induzida a produzir biofilme nos testes com microplaca. Entre as amostras clinicas, o isolado produtor de biofilme proteico mostrou reacao negativa em AVC
com e sem rifampicina, enquanto os isolados néo produtores em TSB mostraram reacao negativa no meio sem droga, e reagdo positiva na presenca de rifampicina.

CONCLUSAO

Os resultados evidenciaram que concentragdes sub-inibitdrias de minociclina nao induziram a producdo de biofilme em amostras de S. aureus originalmente negativas
em TSB, ao contrdrio da combinacéo de rifampicina com minociclina. Porém, com base em resultados obtidos anteriormente, provavelmente esta a¢ao indutora foi
decorrente da acdo da rifampicina isoladamente, e ndo de uma combinagdo sinérgica das drogas. A diferenca na influéncia destes antimicrobianos sobre a produgao
de biofilme talvez resida, em parte, nos seus mecanismos de acao. A minociclina é uma droga inibidora da sintese de proteinas, o que poderia, mesmo em baixas
concentragdes, afetar a aderéncia direta, considerada a primeira etapa na formagdo do biofilme. J& a rifampicina atua se ligando a RNA polimerase bacteriana, podendo
se admitir que, em baixas concentracdes, talvez consiga se ligar também a genes inibidores da producao de biofilme, inativando-os e, desse modo, desrreprimir a
expressdo do operon ica. Ao contrério do observado para a minociclina, estes achados podem levar ao questionamento se a rifampicina consiste em uma droga ideal
para o revestimento de catéteres. Os biofilmes induzidos pela rifampicina foram de natureza exclusivamente polissacaridica, como demonstrado pelos testes com
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metaperiodato, e as reacdes obtidas em AVC corroboraram estes resultados. A adicao de rifampicina ao AVC pode constituir uma alternativa complementar ao uso da
sacarose para a deteccdo de amostras com produgdo de biofilme reprimida em TSB, uma vez que ensaios preliminares com o meio de AVC suplementado com este
aclicar mostraram uma maior dificuldade na interpretacao das reacdes positivas para este grupo bacteriano.
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