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INTRODUCAO

Staphylococcus epidermidis é uma espécie do género Estafilococos, pertencente ao grupo coagulase negativo. Faz parte da microbiota da pele humana, exercendo
papel protetor importante devido a sua competicao com microrganismos potencialmente patogénicos. No entanto, atualmente, S. epidermidis é reconhecido como
um importante patégeno oportunista especialmente em infeccdes hospitalares (0TT0, 2012). Na maioria das vezes a instalacdo do quadro de infeccdo causada por
S.epidermidis envolve o uso de dispositivos médicos como cateteres venosos centrais, préteses articulares, marca-passos e outros implantes. (MACK 2013). O principal
fator de viruléncia envolvido nestes casos refere-se a sua capacidade de aderir e formar biofilme na superficie de biomateriais. Biofilme é uma aglomeracdo de
bacterias que se inserem em uma matriz extracelular e se organizam em multicamadas, sendo que esta estrutura oferece prote¢ao contra os mecanismos imunoldgicos
de defesa e antibiticos (FEY e OLSON, 2010). A matriz extracelular que envolve as células bacterianas tem como funcao promover a aderéncia intercelular e se
depositar formando uma camada amorfa. A primeira substancia identificada como constituinte da matriz extracelular em S. epidermidis foi denominada Adesina
Polissacaridica Intercelular (PIA - polysaccharide intercellular adhesin) (MACK et al., 1996). Este polissacarideo de superficie, poli-B (1,6)-N-acetil-D-glicosamina
(PNAG), € sintetizado por enzimas codificadas pelos genes do operon icaADBC. (ROHDE et AL,2010). Apesar da maioria das amostras clinicas de S. epidermidis
produzirem biofilme PIA-dependente, recentemente foi reconhecido que a presenca de PIA/PNAG ndo é uma condicdo exclusiva para esta formacdo. Isto porque
foi identificada a producdo de biofilme em amostras onde nao foi detectada a presenca de PIA. Nestas amostras, outros mecanismos de formacao de biofilme PIA-
independentes tem sido descritos e envolvem a produgdo de proteinas de superficie, tais como Bap (Biofilm associated protein), Bhp (Bap homologue protein), Aap
(Accumulation-associated protein) e Embp (Extracellular matrix-binding protein) (OTTO, 2009). Vérios métodos laboratoriais podem ser empregados para caracterizar
a composicdo quimica do biofilme. Um dos mais utilizados é o teste em Agar Vermelho Congo (AVC) por ser répido, de baixo custo e de alta eficiencia na deteccdo de
biofilme polissacaridico. Neste teste a amostra é caracterizada como produtora de biofilme polissacaridico quando as suas colonias apresentam coloracdo enegrecida
(ARCIOLA et al., 2002). A presenca de biofilme prejudica a penetracdo de antibiéticos e diminui a acessibilidade da resposta imune do hospedeiro. Dessa maneira, ha
dificuldade na erradicacao de infeccdes causadas por S. epidermidis em dispositivos médicos (MILISAVLIEVIC, 2008). Alguns agentes estressantes tém sido avaliados
quanto a sua acdo estimuladora ou inibitdria sobre a formacdo de biofilme, bem como em que concentragao eles apresentam tal funcdo. Estudos demonstram que
a expressao do operon icaADBC pode ser induzida pelo stress de etanol, resultando em formagao de biofilme (CHAIEB et al.,2011), enquanto que a presenca de
clorexidina pode inibir a formac&o do mesmo ( HOUARI; DI MARTINO,2007).

OBJETIVO

- Avaliar o comportamento de amostras clinicas de S. epidermidis em Agar Vermelho Congo (AVC);

- Determinar a concentracao inibitdria minima (CIM) de ativos de antissépticos (etanol e clorexidina);

-Verificar ainfluéncia de concentragdes sub-inibitdrias de ativos de antissépticos (etanol e clorexidina) na producéo de biofilme por amostras clinicas de S. epidermidis.

METODOLOGIA

Foram estudadas cinquenta e duas amostras clinicas de S. epidermidis provenientes de pacientes do Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro
(HSE). Do total de amostras, 25 foram previamente classificadas como produtoras de biofilme no teste em placa de microtitulacao, sendo 17 ica positivas
e 8 ica negativas (LORENCINI et al., 2013). Para o teste em AV(, as amostras foram ativadas em Caldo Soja Tripticaseina (TSB) e incubadas a 35°C,
overnight. Foi preparada a base para o teste contendo Agar Soja Tripticaseina (TSA), Brain Heart Infusion (BHI), Sacarose e Congo Red (CR). As amostras
foram semeadas em spot na superficie do meio e incubadas por 48h a 35°C, sequido da manutencéo em temperatura ambiente por 48h (FREEMAN et al.,
1989). A anélise do spot foi realizada a cada 24h, sendo caracterizadas como amostras positivas, ou seja, produtoras de biofilme polissacaridico, as que
apresentaram ao fim da andlise spot preto ou ligeiramente preto, como negativas as que apresentaram spot vermelho e como indeterminadas as com
spot vermelho escuro (“bordeaux”) (ARCIOLA et al., 2002 ). A CIM dos ativos de produtos antissépticos foi determinada pela técnica da microdiluicdo em
caldo, como descrito por Houari e Di Martino (2007). Nesta, 50 pL de uma suspensdo da amostra bacteriana contendo 2,0 x 106 ufc/mL em TSB foram
transferidos para pocos de uma placa de microtitulacdo de 96 pogos contendo 50 L de diluicdes seriadas na razao 1/2 de cada substéncia a ser testada.
A placa de microtitulacdo foi incubada a 35°C por 24 h, e 0s pogos examinados macroscopicamente quanto a presenca de turvacao do meio de cultura.
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A concentracdo inibitria minima foi fixada como a menor concentracdo da substancia que determina inibicdo visivel do crescimento. 0 valor final da
(CIM para a amostra foi determinado a partir dos resultados concordantes de 3 experimentos independentes. Para o teste de producdo de biofilme em
placas de microtitulacdo as amostras estocadas foram repicadas para tubos contendo 2 mL de Caldo Soja Tripticaseina (TSB), sequido de um repique
para placas de Petri descartéveis contendo Agar Soja Tripticaseina (TSA). Apos isso, as placas de Petri ficaram em incubacdo por 24h a 35°C e delas foram
utilizadas colonias isoladas das amostras para a preparacao da cultura teste. As colonias isoladas foram repicadas para tubo contendo 2 mL de Caldo
TSB e em sequida foram postas em incubacdo por 18 horas. A sequir foram preparadas as solucdes de Clorexidina e Etanol para utilizacao no teste. As
solugdes foram preparadas utilizando Caldo TSB e as concentracdes desejadas de Clorexidina e Etanol. Foram preparadas solugdes de clorexidina 0,5 pg/
mL e T pg/mL e soluges de etanol a 2% e 4%. As solucdes de antissépticos foram adicionadas da suspensao bacteriana na proporcéo de 1:100 e 200pL
transferidos para placa de microtitulacao de 96 pocos. Na placa, foram reservados quatro pocos para a realizacao dos Testes Branco e Controle, enquanto
outros quatro foram utilizados para a primeira concentracdo testada e os dltimos quatro para a sequnda concentracdo testada de cada solucdo. Apés
incubacdo das placas por 24h a 35°C, procedeu-se a leitura da placa de microtitulacao, utilizando o equipamento leitor de Elisa. Dando inicio a leitura da
placa, foi realizada a quantificacdo do crescimento bacteriano (DOg), por meio da determinacéo da densidade dptica, utilizando como comprimento de
onda incidente 620nm. Para a determinacdo quantitativa da producdo de biofilme procedeu-se a remocdo das culturas dos pocos por meio de inversdo
das placas em solugao de hipoclorito, sequido de lavagem do interior dos pocos por 3 vezes com agua destilada com o auxilio de um micropipetador
multicanal de 200 pL de capacidade. Para promover a fixacdo do biofilme, foram adicionados 200 pL de metanol a cada poco e deixado em contato
durante 20 minutos a temperatura ambiente. 0 metanol foi retirado, novamente por inversao, e a placa colocada para secagem durante alguns sequndos
para evaporacdo de algum possivel residuo. A sequir, foram adicionados 200 pL de solucdo aquosa de Cristal Violeta de Hucker a 2% em cada poco, com
periodo de contato de 10min a temperatura ambiente. Os pocos foram entao submetidos a lavagem com dgua destilada, aproximadamente 2,5 litros, para
retirada do excesso de corante e logo apds a placa foi colocada para secar a 35°C. Apés a secagem da placa, foi realizada a leitura de quantificacao inicial
de biofilme (DOsa), tendo como parte lida o fundo do poco e comprimento de onda incidente 570nm. Para a dilui¢do do corante aderido ao biofilme,
foram adicionados 200 pL de etanol em cada poco, sequido de agitacdo em agitador orbital por 15 min. A absorbéncia do extrato alcodlico (DOeb) foi
entdo determinada no leitor de ELISA também submetido a incidéncia de luz com comprimento de onda de 570 nm, para quantificacao total do biofilme
nos pocos.

RESULTADOS

No teste de AVC, entre as 52 amostras estudadas, 14 apresentaram reacdo positiva, 35 reacdo negativa e 3 reacao indeterminada (coloracdo “bordeaux”). Os valores da
(IM do etanol ficaram entre 6 e 8% e da clorexidina entre 1,5 e 2,0 pg/mL para as amostras estudadas. Entre as 17 amostras produtoras de biofilme e ica positivas, 16
mostraram aumento na produgao de biofilme quando expostas a concentragdes sub-inibitdrias de etanol (2 e 4%) e apenas 1 amostra apresentou reducao. 0 aumento
na producdo de biofilme foi dose-dependente em 15 das 16 amostras, isto é o aumento determinado pela concentracao de 4 % de etanol foi superior ao obtido com
2%. Além disso, os percentuais de aumento de DOsa mostraram-se maiores do que os de DOeb na maioria das amostras. Entre as 8 amostras produtoras de biofilme e
ica negativas, todas apresentaram aumento na producdo de biofilme quando em contato com a concentracdo de 2% de etanol. Entre estas amostras, 5 expressaram
biofilme fraco e as outras 3 biofilme moderado. A producéo de biofilme nas ica negativas nao apresentou diferenca entre os resultados de DOsa e DOeb, como foi
observado nas ica positivas. Nas 27 amostras previamente identificadas como néo produtoras de biofilme ndo houve producao de biofilme quando em contato com
as concentracdes de etanol utilizadas. Nos testes com clorexidina, entre as 17 amostras produtoras de biofilme e ica positivas, 13 apresentaram reducdo na produgao
de biofilme quando em contato com as concentragdes sub-inibitdrias testadas (0,5 pg/mL e1,0 pg/mL) . Nestas amostras a reducdo foi mais acentuada na DOsa do
que na DOeb, e, da mesma forma que nos testes com etanol, também foi dose-dependente, uma vez que a reducéo determinada pela concentracao de 1,0 pg/mL foi
maior do que a observada na concentracdo de 0,5 ug/mL. Uma amostra apresentou aumento na produgdo de biofilme quando em contato com clorexidina, outra se
mostrou ndo regulada pela clorexidina e 2 ainda estdo indeterminadas.

CONCLUSAO

No teste do AVC, 27% do total de amostras testadas (52) apresentaram reacdo positiva indicando producéo de biofilme polissacaridico, enquanto 67% apresentaram
reacao negativa e 6% apresentaram reacao indeterminada (coloracao “bordeaux”). Entre as 25 amostras classificadas como produtoras de biofilme no teste em placa
de microtitulagdo, 14 apresentaram reacdo positiva no teste em AVC, 8 apresentaram reacdo negativa e 3 foram determinadas. Os resultados dos testes de produgao
de biofilme em placa de microtitulacdo na presenca de antissépticos mostraram que, na maioria das amostras, o etanol, em concentracdes abaixo da CIM, pode atuar
como um forte indutor da produgao de biofilme. Em contra partida, na maioria das amostras testadas, a clorexidina teve um efeito redutor na formacao de biofilme.
Estes dados destacam a clorexidina como um antisséptico com potencial para reduzir o nimero de casos de infecces associadas ao uso de implantes, causadas por S.
epidermidis. A formacéo de biofilme por S. epidermidis na superficie de polimeros, com a consequente persisténcia do patégeno, constitui fato de grande relevancia,
visto que diversos dispositivos utilizados em procedimentos invasivos sao fabricados com estes materiais. Com isso, 0 estudo apresentado possui grande importancia
no cendrio do controle de infeccdes associadas ao uso de implantes médicos.
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