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INTRODUCAO

Staphylococus aureus sao encontrados na microbiota normal da pele e nas membranas mucosas de humanos, outros mamiferos e passaros (CHILLER et al., 20071).
Contudo, um desequilibrio da microbiota pode levar a uma variedade de infecgdes comunitdrias e infecdes associadas aos cuidados com a satide (BANNERMAN,
2003). Nao apenas Staphylococcus epidermidis mas também S. aureus tém sido frequentemente associados as infeccdes relacionadas ao uso de dispositivos médicos,
devido a sua capacidade de aderéncia a biomateriais formando uma pelicula de bactérias conhecida como biofilme (CERCA et al., 2005; KNOBLOCH et al., 2002). 0
biofilme pode ser definido como uma comunidade bacteriana inserida em uma matriz polimérica extracelular produzida por estas bactérias, que cresce aderida a
superficies bioldgicas ou inertes (DONLAN & COSTERTON, 2002). A composicao quimica do principal polissacarideo presente no biofilme produzido por estafilococos
é formada por uma homoglicana linear composta de glicosaminoglicana, p-1,6-ligada (PNAG), denominado adesina polissacaridica intercelular (PIA) (MACK et al.,
1996). A sintese de PIA ocorre a partir de produtos codificados pelo operon icaRADBC, primeiramente identificado em S. epidermidis (HEILMANN et al., 1996a), e que
também estd presente em S. aureus (CRAMTON et al., 1999).

OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo sdo a proposta e avaliagao de novos oligonucleotideos iniciadores para deteccao dos genes icaA, icaB, icaC, icaD e icaR do operon ica
em amostras de S. aureus, determinar a frequéncia de tais genes e comparar os achados moleculares com os dados obtidos nos ensaios de biofilme em dgar vermelho
congo (AVC).

METODOLOGIA

Foram avaliadas amostras de S. aureus provenientes de dois diferentes grupos de amostras: (i) amostras isoladas da cavidade nasal de portadores sauddveis
e (ii) amostras provenientes de processos infecciosos. As amostras provenientes de portadores foram identificadas através de métodos convencionais,
segundo Bannerman (2003). As amostras clinicas foram previamente identificadas no laboratério de origem, no HSE, através do sistema MicroScan
WalkAway (Dade MicroScan, Inc., Sacramento, CA, EUA). Todas as amostras previamente identificadas como S. aureus, através de testes fenotipicos, foram
reavaliadas através de PCR simples para confirmacdo de sua identificacao, conforme Martineau e colaboradoes (1998). A producdo de biofilme foi avaliada
a partir da observacdo das caracteristicas coloniais das amostras bacterianas cultivadas em AVC (SOUZA et al., 2012). Novos iniciadores especificos para
S. aureus foram desenhados como proposta para deteccdo dos genes icaR, icaA, icaB, icaC e icaD, e amplificacdo de todo o operon através da técnica de
PCR. Para tal fim, todas as sequéncias completas do operon ica de amostras de S. aureus disponiveis no “GenBank database” até agosto de 2012 foram
baixadas e utilizadas para o desenho dos novos iniciadores (GenBank accession # NC_010079, # NC_002745, # NC_002758, # NC_002952, # NC_002953,
#NC_009641). A sequéncia completa do operon ica da cepa Staphylococcus aureus subsp. aureus USA300_TCH1516 (GenBank accession # NC_010079)
foi utilizada para o mapeamento de todos os cinco genes que o compdem com o auxilio do programa BioEdit Sequence Alignment Editor, version 7.0.5.3
(HALL, 1999). As sequéncias do operon obtidas foram alinhadas com o auxilio da ferramenta ClustalW Multiple Alignment do programa BioEdit, tendo-se
como sequéncia base aquela utilizada para contrucao do mapa genético. Uma vez os operons alinhados, as sequéncias completas de cada gene que os
compdem (icaR, icaA, icaB, icaC e icaD) foram extraidas para um novo alinhamento e andlise de regides consenso que pudessem permitir o desenho de
iniciadores compativeis com as sequéncias das diferentes amostras. Com 0s novos alinhamentos, um novo par de iniciadores foi desenhado para cada gene.
Posteriormente, cada iniciador teve sua compatibilidade avaliada individualmente e aos pares, incluindo o grau de complementariedade, magnitude das
diferencas de temperaturas de fusao (Tm — “melting temperature”) e a tendéncia ao anelamento entre si e aos pares, com base na energia livre de Gibbs
resultante da associacao entre eles. Em sequida, cada novo par de iniciadores teve sua especificidade e eficiéncia testadas através da andlise in silico
contra as sequéncias dos genomas completos das cepas descritas anteriormente. A andlise dos novos iniciadores mostrou algumas compatibilidades e a
possibilidade de se utilizar algumas combinacdes para amplificacdo também dos loci icaADBC e icaRADBC. Os novos iniciadores foram entao adquiridos
e utilizados para padronizacao das reacdes de PCR e avaliacdo da amplificacao de produtos de PCR especificos, que variaram de 271pb a 531pb. Todas as
amostras bacterianas foram avaliadas através de PCR simples com o propdsito de detectar os genes que compdem o operon ica, utilizando-se os novos
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iniciadores. Para a realizacdo das reacdes de PCR, o DNA total das amostras bacterianas foi extraido por lise térmica sequndo Dias e colaboradores (2008).
Como andlise estatistica dos resultados, as diferencas entre os grupos estudados foram avaliadas utilizando-se o teste do Qui-quadrado, teste exato de
Fisher bicaudal ou o teste t de Student. Foram considerados como estatisticamente significativos os resultados que revelaram valores de p < 0,05.

RESULTADOS

Um total de 30 amostras de S. aureus de dois diferentes grupos, foi incluido no presente estudo: (i) 20 amostras de portadores isoladas da cavidade nasal de
estudantes saudaveis da drea de satide e (ii) 10 amostras clinicas, proveniente de processos infecciosos, obtidas no Hospital dos Servidores do Estado do Rio de Janeiro
(HSE). Todas as 30 amostras bacterianas, tanto de portadores quanto as clinicas, tiveram sua identificacdo confirmada através de teste molecular. A avaliagao das
caracteristicas coloniais a partir de cultivo em AVC permitiu classificar as amostras do presente estudo como positivas ou negativas para produgao de biofilme (SOUZA
etal., 2012). Vinte e uma (70%) das 30 amostras incluidas no estudo apresentaram resultado positivo para biofilme, sendo 14 (70%) das 20 amostras de portadores
e sete (70%) das 10 de infeccdo. Dentre as amostras de portadores, a presenca de pelo menos um dos cinco genes do operon foi mais frequente nas AVC positivas
(p =0,018), enquanto que nas amostras clinicas, a presenca de pelo menos um dos cinco genes foi observada em todas as amostras, tanto AVC positivas quanto
negativas (Tabela 1). Os cinco genes que compdem o operon ica foram detectados na maioria das amostras clinicas, destacando-se icaB que foi mais frequentemente
observado nas amostras AVC positivas (p = 0,008) (Tabela 1). Por outro lado, entre as amostras de portadores, essa alta frequéncia foi observada apenas nas amostras
AVC positivas, destacando-se icaB, icaC, icaD e icaR, que foram mais frequentemente observados nas amostras AVC positivas (p < 0,018). Todas as amostras clinicas
(AVC positivas e AVC negativas) foram positivas para os genes icaA-+icaD, enquanto apenas 50% das amostras AVC positivas de portadores apresentaram tais genes.

Tabela 1. Associagio entre a presenca dos genes icaRADBC e a produgio de biofilme em em agar vermelho congo
em amostras de Staphylococcus aureus de infecgdo e de mucosa de portadores saudaveis.

Amostra Clinica Amostra de Portador

Genes n (%) n (%)

icaRADBC AVC + AVC - AVC + AVC -

(n=7) (n=3) p (n=14)  (n=6) P

icah + icaD 6 (86) 3(100) 1,000 7(50) 0 0,051
icaA 6 (86) 3(100) 1,000 7 (50) 0 0,051
icaB 7 (100) 0 0,008 11 (79) 1 (17) 0,018
icaC 2 (29) 3(100) 0,166 9 (64) 0 0,014
icaD 6 (86) 3(100) 1,000 9 (64) 0 0,014
icaR 3 (43) 3(100) 0,200 9 (64) 0 0,014
icaRADBC®  7(100)  3(100) - 11 (79) 1 (17) 0,018

AVC +: amostra produtora de biofilme em agar vermelho congo; AVC =; amostra ndo produtora
de biofilme em agar vermelho congo.
#Presenca de pelo menos um dos cinco genes do operon ica.

A andlise de sequéncias completas do operon ica de diferentes amostras de S. aureus e S. epidermidis (amostra RP62A GenBank accession # CP_000029) nos
permitiu localizar alguns “mismatches” entre as sequéncias de S. aureus e iniciadores amplamente utilizados para deteccdo de seus genes (icaR, ica, icaB, icaC
e icaD) (Arciola et al., 2004; de Silva et al., 2002; Ziebuhr et al., 1999). De fato, Rohde e colaboradores (2001), avaliando a correlagao do gendtipo icaRADBC e sua
expressao em S. aureus, constataram que os iniciadores utilizados por Arciola e colaboradores (2001) na andlise de amostras de S. aureus nao eram adequados, pois
apresentavam alguns “mismatches”. Tais “mismatches” eram devido aos iniciadores terem sido desenhados para S. epidermidis. Assim, isso explicaria o fato desses
estudos detectarem um baixo percentual de amostras de S. aureus apresentando o operon icaRADBC. Os novos pares de iniciadores mais adequados para S. aureus
desenhados e propostos pelo presente estudo tém sido utilizados com sucesso até 0 momento; afirmacdo esta corroborada pelas andlises e resultados ja obtidos, e
também pela negatividade observada nas reacoes de PCR realizadas com amostras de S. epidermidis como controle negativo de espécie nao-especifica. A maioria das
amostras clinicas de S. aureus possui o operon icaRADBC (Fitzpatrick, Humphreys & 0'Gara, 2006; Fitzpatrick, Humphreys & 0'Gara, 2005). Contudo, alguns estudos
tém detectado percentuais icaA-+icaD muito abaixo do esperado, variando de 4% a 61% (Diemond-Hernéndez et al., 2010; Arciola, Baldassarri & Montanaro, 2001).
Embora os resultados do presente estudo sejam muito preliminares, pudemos observar que 100% das amostras clinicas ja avaliadas apresentaram pelo menos
um dos cinco genes que compdem o operon. A deteccdo dos genes icaA e icaD simultaneamente representou >85% das amostras avaliadas. Acreditamos que os
percentuais tdo baixos descritos na literatura sejam devido a tais trabalhos estarem utilizando iniciadores desenhados para S. epidermidis em amostras de S. aureus.
No presente estudo, a presenca do operon ica foi observada entre amostras AVC negativas. Tais observagdes sugerem que a mudanca fenotipica pode estar sendo
causada por uma dele¢do do operon ica ou por sua inativagao através da insercao da sequéncia de insercdo bacteriana 15256 em diferentes posicoes do operon, que
pode atuar positiva ou negativamente, dependendo de sua posicao no mesmo (Ziebuhr et al., 1999). Sabe-se que esse elemento de insercao pode ser responsavel
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por até 33% da porcdo ativada do operon que permite sua expressdo (Cafiso et al., 2004; Cramton et al., 2001; Dietrich et al., 2000; Ziebuhr et al., 1997). Embora a
maioria das amostras clinicas de S. aureus possua o operon icaRADBC e o expressem sob diversas condicdes de crescimento, muitas sdo incapazes de formar biofilme
sob as mesmas condicoes (Fitzpatrick, Humphreys & 0'Gara, 2006; Fitzpatrick, Humphreys & 0'Gara, 2005). Ainda no presente estudo, a presenca do operon icaRADBC
foi significantemente mais observada entre as amostras clinicas do que nas amostras de portadores (icaA + icaD: p = 0,006; icaA: p = 0,006; icaD: p = 0,023; pelo
menos um dos cinco genes: p = 0,028). Tal observacao indica o importante papel do locus ica como marcador de viruléncia para amostras clinicas de estafilococos.
Sua presenca em um alto percentual de amostras clinicas e sua associacao com a habilidade das amostras em produzir biofilme sugerem o papel de icaA e icaD nos
mecanismos de patogenicidade dos processos infecciosos. A anélise de um maior nimero de amostras encontra-se em andamento. Acreditamos que esses novos
resultados irdo reforcar nossas observacoes. Além disso, pretendemos ainda comparar os resultados obtidos dessas novas propostas de iniciadores com aqueles
provenientes da andlise realizada com os iniciadores amplamente utilizados na literatura. A andlise do operon ica através de iniciadores mais adequados para S.
aureus nos permitird elucidar se os baixos percentuais de deteccao para os genes do operon ica descritos na literatura sdo reais ou se os iniciadores utilizados sao
realmente inadequados a ponto de comprometer os resultados ja descritos na literatura até os dias de hoje.

CONCLUSAO

Novos pares de iniciadores espécie-especificos para deteccdo dos genes icaA, icaB, icaC, icaD e icaR, que compdem o operon ica, foram propostos e vém sendo
utilizados com sucesso em S. aureus. Todas as amostras clinicas de S. aureus foram positivas para os genes icaA+icaD, com exce¢do de apenas uma amostra AVC
positiva. Cem por cento das amostras clinicas apresentaram pelo menos um dos cinco genes que compdem o operon ica. A presenca do operon ica nas amostras
clinicas foi elevada e nao mostrou diferencas, quando comparadas as amostras AVC positivas e AVC negativas, com excecdo de icaB que foi mais frequentemente
observado nas amostras AVC positivas. A presenca do operon ica nas amostras de portadores foi observada numa menor frequéncia, em relacao as amostras clinicas,
e apenas entre as amostras AVC positivas, com exce¢ao de uma tinica amostra AVC negativa que apresentou icaB.
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