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APRESENTACAO

O presente trabalho visa avaliar a predisposicdo de camundongos
Mus musculus (Swiss) ao desenvolvimento de sepse, e formacgéo de biofilme
em implante de cateter subcutaneo, por meio de inoculagbes com amostras
bacterianas da espécie Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e
produtoras de leucocidina Panton-Valentine. A via endovenosa de inoculagcéo
comumente esta relacionada a moralidade em 96 horas, causando colonizagcéo
bacteriana em 6rgéo vitais, como coragéo, bacgo, rins e pulmdes. Os biofilmes
formados em cateteres s@o grandes responsaveis por infeccbes, sendo um
dos principais fatores causador da endocardite em humanos, nesse contexto
as andlises histopatologicas podem nos revelar a gravidade das infec¢des
sistémicas, também alteragcbes na anatomia de 6rgdos e no funcionamento
dos mesmos. Esse estudo demostra a importéncia da utilizacédo de animais de
laboratoério, auxiliando na resposta para o tratamento de muitas doencas.
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RESUMO

Introducao: Staphylococcus aureus € considerado o agente infeccioso mais
comum, causando lesdes purulentas e abcessos. Cepas resistentes a meticilina
associadas a comunidade produtoras de Leucocidina Panton-Valentine sdo mais
invasivas e estéo clinicamente associadas a abscessos de pele, infeccao em tecidos
moles, pneumonia necrosante com propensdo a causar bacteremia evoluindo
para sepse, suas sequelas sdo mais graves que as causadas por Staphylococcus
aureus resistente a meticilina associado ao ambiente hospitalar. O emprego de
técnicas invasivas como cateter intravascular em pacientes imunossuprimidos
tem contribuido para o aumento de pacientes sépticos com alta mortalidade. A
formacéo de biofilme é um fator determinante no desenvolvimento de doencas
cronicas, inicialmente pela colonizagdo de microrganismos em equipamentos
médicos como cateteres, 0 mesmo pode causar bacteremia e colonizar outros
tecidos e érgéos, levando o paciente a sepse. Objetivo: identificar infecgbes
causadas por Staphylococcus aureus resistente a meticilina utilizando modelos
experimentais de sepse e formagéo de biofilme em implante de cateter subcutaneo
em camundongos. Material e métodos: foram utilizados 50 camundongos Swiss,
25 animais destinados ao experimento de sepse e 25 animais destinados ao
experimento de biofilme, divididos em cinco grupos, com cinco animais em cada,
inoculados com 50 pL de solugédo bacteriana na concentragéo 107 UFC/mL, grupo
um inoculado com solucao salina estéril, grupo dois inoculado com cepa sensivel a
meticilina pv/ (-), grupo trés com cepa sensivel a meticilina pv/ (+), grupo quatro com
cepa resistente a meticilina pv/ (+) e grupo cinco com cepa USA300 tipo selvagem,
através da veia lateral da cauda. Apds 96 horas foram eutanasiados para extragao
dos 6rgaos: coragédo, baco, rim e pulmdes e analise macroscopica, com posterior
seccdo, metade dos 6rgdos foi destinada a identificacdo da colonizagéo tecidual
e a outra destinada a analise histopatologica. Para o experimento de biofilme, foi
inserido um fragmento de cateter no dorso através de uma incisao subcutéanea, com
posterior inoculagéo intradérmica distante um centimetro do local de inserg¢éo do
fragmento de cateter. Apds 96 horas os cateteres foram explantados e analisados
macroscopicamente e avaliada a colonizagéo através da cultura quantitativa. Um
fragmento de tecido dorsal que revestia o cateter foi extraido de cada animal e
destinado a andlise histopatolégica. Resultados: quanto ao experimento de sepse,
a macroscopia dos 6rgédos mostrou alteragbes importantes na coloracao e volume,
tendo correspondéncia direta entre a intensidade das alteragbes observadas com
a agressividade da cepa inoculada. Os resultados observados na histopatologia
corroboraram com os achados na macroscopia, onde foram observadas infecgbes
com diferentes intensidades em todos os 6rgdos analisados. No experimento
de biofilme foi constatada colonizagéo do cateter pela presenca de pelicula na
superficie, confirmada pela cultura quantitativa. Ao analisarmos a histopatologia
do tecido dorsal foram observados processos patologicos de grande importancia.
Concluséo: as infecgdes mais comuns causadas por Staphylococcus aureus
resistente a meticilina em modelo experimental de sepse em camundongos sao
as de tecidos moles, ao penetrar na corrente sanguinea o S. aureus causou
bacteremia e colonizou importantes 6rgaos, causando disfuncdo e morte. Além
disto, cepas CA- MRSA podem aderir a cateter e formar biofiime, através do qual
podem causar lesdes graves em pele e bacteremia.

PALAVRAS-CHAVE: Staphylococcus aureus, sepse, biofilme, camundongos.



ABSTRACT

Introduction: Siaphylococcus aureus is considered the most common infectious
agent, causing lesions and purulent abscess. Methicillin-resistant strains associated
with community producing Panton-Valentine Leukocidin are more invasive and are
clinically associated with abscesses, skin soft tissue infections and necrotizing
pneumonia with propensity to cause bacteremia evolving into sepsis. lts sequels
are more severe than those caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus
associated to the hospital environment. The use of invasive techniques such as
intravascular catheter inimmunosuppressed patients has contributed to the increase
of high mortality septic patients. The formation of biofilm is a determining factor in
the development of chronic diseases, initially by colonization of microorganisms
in medical devices such as catheters, because the biofilm formation. This isolate
can cause bacteremia and colonize other tissues and organs, leading the patient
to sepsis. Objective: Identify infections caused by Staphylococcus aureus
methicillin- resistant using experimental models of sepsis and biofilm formation
in subcutaneous catheter implantation in mice. Material and methods: 50 Swiss
mice were used for the two models, 25 animals for experimental sepsis and 25
animals for biofilm experiment, divided into five groups, with five animals in each.
The animals were inoculated with 50 yl of a bacterial suspension in a 107 CFU/
mL concentration. One group inoculated with sterile saline, one inoculated with
methicillin-sensitive strain pv/ (-), one with methicillin-sensitive strain pv/ (+), the
fourth with methicillin-resistant strain pv/ (+) and the last with wild type USA300
strain through the lateral tail vein. After 96 hours they were euthanized to extraction
of organs: heart, spleen, kidney and lungs and macroscopic analysis. Part of the
organs were used to identification of tissue colonization and the other part was
sent for histopathological analysis. For the experiment of biofilm, it was inserted
a catheter fragment on the back through a subcutaneous incision, with posterior
intradermal inoculation apart an inch from the place of insertion of the catheter
fragment. After 96 hours the catheters were explanted and tested macroscopically
and assessed the colonization by quantitative culture. A dorsal tissue fragment
was extracted from each animal for histopathological analysis. Results: For the
experiment of sepsis, the organs macroscopy showed important changes in color
and structure, having direct correspondence between the intensity of the changes
observed and the aggressiveness of the inoculated strain. The results observed in
histopathology corroborate with the findings in the macroscopy, where infections
were observed with different intensities in all analyzed organs. In the experiment
of biofilm colonization of the catheter it was observed by the presence of biofilm
on the surface, confirmed by quantitative culture. Analyzing the histopathology
of the dorsal tissue it was observed pathological processes of great importance.
Conclusion: The most common infections caused by Staphylococcus aureus
methicillin-resistant in experimental model of sepsis in mice are related to the soft
tissue to penetrate the bloodstream. The S. aureus colonized major organs, causing
dysfunction and death. In addition, CA-MRSA strains can adhere to catheter and
form biofilm, through which can cause serious injury in skin and bacteremia.
KEYWORDS: Staphylococcus aureus, sepsis, biofilm, mice.
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INTRODUCAO

1.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus contém 37 espécies distintas, as principais de importancia clinica
relacionadas com infec¢gdes em humanos estéo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus saprophyticus. (ANVISA, 2015)

1.2 Staphylococcus aureus: VIRULENCIA

A espécie Staphylococcus aureus, foi identificada no final de século XVII, sendo
pertencente ao grupo dos cocos Gram-positivos, e geralmente encontradas agrupadas
formando a aparéncia de cachos de uvas (Figura 01), o que caracteriza sua nomenclatura,
oriunda do latin (staphylo = cachos de uva). Os Staphylococcus medem aproximadamente
0,5 a 1,5 ym de diametro, iméveis, ndo esporulados e, geralmente, ndo encapsulados.
Apresenta-se em diversas formas: a) isolados, b) aos pares, ¢) em cadeias curtas, d)
agrupados irregularmente. Esta disposicéo € decorrente da divisao celular que ocorre em
trés planos perpendiculares. (BRAKSTAD & MAELAND, 1997; JONGERIUS et al., 2007;
OTTO, 2006)

Staphylococcus aureus cresce em meios comuns, caldo ou agar simples, pH 7,
a temperatura 6tima de 37 °C. As colbnias formadas em placa, ap6s 18 a 24 horas de
incubacéo, apresentam-se redondas, lisas e brilhantes, com colora¢do que varia desde o
acinzentado até o amarelo-ouro. A pigmentacédo aumenta como o tempo de incubagéo, ndo
chegando a ser formada nos casos de condicoes anaerobicas, ou cultura em caldo. Em
placas de agar sangue, um halo de hemdélise desenvolve-se em vérios graus, em torno das
colénias. (BRAKSTAD & MAELAND, 1997; JONGERIUS et al., 2007; OTTO, 2006)

Outra forma importante de identificacdo do S. aureus é o agar-manitol- salgado,
que € seletivo para esta espécie, uma vez que esta bactéria consegue fermentar o manitol,
produz &acido latico e forma um halo amarelo ao redor da colénia (Figura 02), pode se
desenvolver também na presenca de 7,5% de cloreto de sodio, que estimula a produgéo
de coagulase (enzima que caracteriza a espécie). (BRAKSTAD & MAELAND, 1997;
JONGERIUS et al., 2007; OTTO, 2006)
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Figura 01 - Cocos Gram-positivos em microscopia eletronica

Fonte: Staphylococcus aureus, dispostos de forma semelhante a cachos de uvas em
microscopia eletrénica. Janice Haney Carr. CDC (2002)

Figura 02 - Cultura bacteriana em meio agar hiperténico manitol

S. aureus

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e
Biotecnologia - LURA-EX UFF. A espécie Staphylococcus aureus e o grupo das
espécies de Staphylococcus que ndo sao S. aureus.
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O S. aureus possui varias caracteristicas que supostamente contribuem para a
sua patogenia. Estes fatores ndo se encontram em todas as cepas de S. aureus, sendo
geralmente descobertas novas e diferentes propriedades patogénicas (Quadro 01). (KUEHL
et al., 2009; MACHADO et al., 2005; MAMIZUKA, 2005)

Com o objetivo de entender os mecanismos que envolvem sua transmissédo e
controle de disseminacao, ha varios estudos sendo feitos descrevendo cepas encontradas
em diferentes ambientes e populagbes. (SCHUENCK et al.,, 2008; VELAZQUEZ-MEZA,
2005)

Staphylococcus aureus coloniza a pele, as fossas nasais e do trato gastrointestinal
de seres humanos. (KIM et al., 2014; LOWY, 1998) Aproximadamente 20% a 30% dos
adultos saudaveis sao colonizados permanentemente e 75% a 80% podem ser colonizados
transitoriamente por Staphylococcus spp. (alternando periodos colonizados e periodos nao
colonizados). (AMALARADJOU & VENKITANARAYANAN, 2014; DELEO & CHAMBERS,
2009;

EIFF VON et al., 2001; KIM et al., 2014) A transmissao ocorre através de fomites,
secrecao nasal, e, principalmente o contato manual direto dos profissionais da area de
saude com lesbes abertas em pacientes infectados. Por essa transmissao facilitada a
erradicacéo total das infec¢des hospitalares estafilocdcicas torna-se cada vez mais dificil.
(MICHELIM et al., 2005)

A capacidade de colonizac¢do e a patogenicidade do S. aureus € consequéncia de
seus fatores de viruléncia que sédo importantes na adesao, aquisicado de nutrientes e evasao
da resposta imunolégica do hospedeiro. Estes fatores de viruléncia podem ser classificados
em trés categorias: (a) fatores relacionados com aderéncia a células do hospedeiro ou a
matriz extracelular, fibrinogénio, fibronectina, coldgeno e coagulase; (b) fatores relacionados
com a evasao da defesa do hospedeiro, como as enterotoxinas estafilococicas (SEs), SEA-
SEE, SEG-J, SEK, SEL, SEP, SEM e SEO; a toxina da sindrome do choque téxico (TSCT),
proteina A, lipases e polissacarideos capsulares, tipos 1, 5 e 8; (c) fatores relacionados
com a invasado na célula do hospedeiro e a penetracédo nos tecidos como as toxinas alfa,
beta, gama e delta hemolisinas, além da leucocidina Panton- Valentine (PVL). (OTTO,
2010; TAVARES, 2002)

O S. aureus contém polissacarideos com o envolvimento de proteinas antigénicas,
assim como, outras moléculas importantes, na estrutura da parede celular que podem
induzir uma resposta imunolégica no hospedeiro. (MAMIZUKA, 2005)
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Quadro 01 - Fatores de viruléncia do S. aureus relacionados com sua patogénese e potencial infeccioso

Patogenicidade

E um polissacarideo especifico, formado por fosfato de ribitol e N-acetilglucosamina, possui a habilidade de ativar a via

Acido teicdico alternativa do complemento e estimular a produgao de citosinas.
Membrana
Plasmatica A proteina A esté ligada ao peptideoglicano presente em 90% dos S. aureus, tem a capacidade de se ligar a por¢do Fc de IgG, dificultando
Proteina A a quimiotaxia, fagocitose, aumentam a atividade e producéo de histamina, reagdes de hipersensibilidade e
lesionam plaquetas.
p-Lactamases Inativam os antimicrobianos do grupo B-lactamico (penicilinas e cefalosporinas)
Coagulase Promovem a deposigéo de fibrina ao redor do microrganismo, dificultando a fagocitose celular.
Estaﬂloqun"nase N Geram plasmina pela ativagdo de plasminogénio, a plasmina é capaz de dissolver a fibrina e o coagulo.
estreptoquinase
Enzimas Hialuronidase Capaz de despolimerizar o acido hialurénico, facilitando a propagagédo do microrganismo.
Catalase Converte o peroxido de hidrogénio (substancia téxica) em agua e oxigénio.
A DNAse é uma enzima que catalisa a clivagem hidrolitica de ligagdes fosfodiéster na estrutura do DNA. As lipases s&o enzimas que atuam
DNAse, lipase, protease | sobre lipideos, catalisando alguma reacédo quimica que estas moléculas possam sofrer. As proteases (proteinases, peptidases ou enzimas
e esterase proteoliticas) sdo enzimas que quebram ligagbes peptidicas entre os aminoacidos
das proteinas (clivagem proteolitica) que corresponde a um mecanismo de ativagéo ou inativagdo de enzimas.
Alfa-toxina (a-hemolisina) | Lisa as heméacias e causa danos as plaquetas in vivo. No organismo humano causa intoxicagao grave.
Beta-toxina R avel ‘i ieli lesB L hemdli
(B-hemolisina) esponséavel por degradar a esfingomielina, provocando les6es na membrana dos eritrécitos e hemdlise.
. Propriedades detergentes séo responsaveis por efeitos sobre as membranas de eritrocitos, macréfagos, linfécitos, neutréfilos e
Delta-toxina N = . p A = : "
. plaquetas. Pode inibir a absorcdo de agua pelo ileo, devido a alteragdo do mecanismo de AMPciclico,
(8-hemolisina) o
desencadeando uma diarréia aguda.
Toxinas Gama-toxina Atividade hemolitica. Relacionada as enfermidades 6sseas em humanos.

(y-hemolisina)

Leucocidina (Panton-
Valentine)

Toxina comgosta por dois componentes protéicos (/ukS-PV e lukF-PV), alteram a permeabilidade da membrana permitindo a entrada de
cations (Ca“*), destroem os leucacitos polimorfonucleares e os macrofagos por degranulagio celular ocasionando citolise.

Esfoliatina

Clivam o extrato granuloso da epiderme (sindrome da pele escaldada e impetigo bolhoso).

Toxina da sindrome do
choque téxico (TSST-1)

Promove febre, choque e envolvimento de sistemas organicos mdltiplos e erupg¢éo cutanea descamativa.

Enterotoxinas
A/B,C,DeE.

Toxinas protéicas pirogénicas, termostaveis, responsaveis pela intoxicagédo alimentar, vémitos e diarréias.

Fonte: Mamizuka (2005)
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As doencgas provocadas por S. aureus podem ser causadas pela propria bactéria
decorrente da invaséo direta dos tecidos, por bacteremia ou, exclusivamente, por toxinas
que elaproduz. O S. aureus é considerado o agente mais comum das infec¢des pirogénicas,
as quais podem se localizar em um ou em multiplos sitios, pele (primariamente) ou sobre
ferimentos, queimaduras, incisdes cirurgicas, Ulceras de decubito, olhos, seios paranasais,
ouvidos, pulmdes (pneumonia), pleura, trato gastrointestinal, trato geniturindrio, meninges,
parénquima cerebral, ossos (osteomielite), articulagcbes, endocardio (endocardite),
peritbnio, sangue (bacteremia) e septicemia. (ANDRIOLO, 2005; BOLES & HORSWILL,
2008; PEREIRA, 2002) As infecgcbes mais comuns sdo em tecidos moles (soft tissue
infections - STI), (KIM et al., 2014; LOWY, 1998) as caracteristicas patoldgicas das
infeccbes causadas por S. aureus correspondem a formagédo de lesdes purulentas e
abcesso por infiltragcdo de neutréfilos ao redor do local contaminado. (CHENG et al., 2009;
KIM et al., 2014) As Infeccoes em humanos nédo produzem respostas imunes especificas
e infecgbes persistentes ou recorrentes sdo comuns. (KIM et al., 2014; LESSA et al.,
2010) Alguns isolados de S. aureus podem causar sindrome do choque-toxico, doenga de
pele esfoliativa, e enterite em seres humanos. (KIM et al., 2014; LOWY, 1998) As toxinas
secretadas sao fatores determinantes de sua viruléncia. (BUKOWSKI et al., 2010; KIM et
al., 2014; NOVICK et al., 2010)

1.3 LEUCOCIDINA PANTON-VALENTINE: UM AGRAVANTE EM INFECQ()ES
POR Staphylococcus aureus

Um aspecto a ser considerado nas infeccdes causadas por S. aureus é a presencga
dos genes responsaveis por produzir a leucocidina Panton-Valentine, uma proteina que
pertence a uma familia bi-componente semelhante as toxinas leucocidinas produzidas por
estafilococos, codificada pelo operon lukPV que codifica os genes lukF-PV e lukS-PV com
um componente pertencente a classe F e um da classe S. O operon responsavel pela
producdo da PVL est4 inserido em fagos como fSLT, fPVL, fSA2MW ou fSA2usa (Figura
03). (BOYLE-VAVRA & DAUM, 2007; DIEP et al., 2006; GILLET et al., 2002; LINA et al.,
1999; SZMIGIELSKI et al., 1999)

Um fator genético importante de diferenciacéo entre cepas CA-MRSA (comunidade)
e HA-MRSA (hospitalar) é a presenca de um bacteri6fago integrado (phiSLT), que carrega
0s genes responsaveis pela produgcao de PVL, esse bacteri6fago esta contido apenas em
CA-MRSA, amplamente associado com a presenga do cassete cromossémico SCCmec
IV e esporadicamente com SCCmec V ou VI, mas ndo esta normalmente associado aos
cassetes SCCmec tipos |, Il ou lll (Figura 03). (DIEP et al., 2006; VANDENESCH et al.,
2003)
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Figura 03 - Modelo de insercéo do gene pvi produzindo CA-MRSA

MRSA produtor
MSSA Fago portador de da toxina PVL
pviinfecta MSSA
"( Préfago se integra no cromossomo P T

S. aureus e transporta os genes da

Jr -
. B
L' B
&
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Fonte: S. aureus suscetivel a meticilina (MSSA), infectado por um fago (phiSLT) insere o operon lukPV
com os genes lukF-PV e lukS-PV codificadores da PVL. Posteriormente, ocorre a transferencia horizontal
do cassete de resisténcia a meticilina (SCCmec 1V, V ou V) portador do gene mecA em um local distinto
do genoma bacteriano. Department of Pediatrics, Section of Infectious Diseases, University of Chicago,
Chicago, IL, USA. Boyle-Vavra & Daum (2006)

Leucocidina Panton-Valentine é postulada amplamente como a principal
determinante de viruléncia e condugédo a disseminagéo da epidemia de clones CA- MRSA
em todo o mundo. (DIEP & OTTO, 2008) Relatos epidemioldgicos clinicos fornecem
convincente evidéncia de que o potencial de alta viruléncia CA-MRSA é associado com os
genes lukS-PV e lukF-PV. (BOYLE-VAVRA et al., 2007; FENG et al., 2008) Clinicamente,
esta associada a abscessos de pele, infeccdo de tecidos moles e pneumonia necrozante
em cepas CA-MRSA isoladas, (GILLET et al.,, 2002; LINA et al., 1999) embora os genes
pvl sejam normalmente encontrados em apenas 2,0% dos isolados clinicos de S. aureus,
tém sido encontrados na maioria das estirpes de CA-MRSA. (COSTERTON et al., 1999)
As sequelas clinicas de infecgdes causadas por S. aureus pvi-positivas tendem a ser
mais graves do que pvil-negativo. Em pneumonia, por exemplo, S. aureus pvi-positivo esta
associado a sepse, febre alta, leucopenia, hemoptise, derrame pleural e morte. (GILLET et
al., 2002; BOYLE- VAVRA & DAUM, 2007)

Cepas de MRSA da linhagem USA300 tém sido responsaveis por epidemias de
infeccoes de pele em comunidades dos Estados Unidos. (FRIDKIN et al., 2005; KIM et
al., 2014; TALAN et al., 2011) Estas estirpes expressar gene responsavel por codificar a
citotoxina PVL, (CHAMBERS, 2005; KIM et al., 2014; PANTON & VALENTINE, 1932) que
se liga aos receptores do complemento C5aR e C5L2 de leucécitos humanos formando
poros. (KIM et al., 2014; SPAAN et al., 2013) Cada vez mais, cepas de CA-MRSA contendo
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pvle genétipos (SCCmec IV, ST8) sao relatadas em infeccbes hospitalares, o que vem a ser
muito grave quando analisamos grau de viruléncia e imunodepressao ou imunossupressao
de pacientes. Isto pode ser devido a preexistencia de colonizagédo CA-MRSA pvi-positivo que
encontram uma porta de entrada durante procedimentos invasivos realizados no hospital,
podendo tornar as cepas CA-MRSA agora endémicas em certos hospitais. (ENRIGHT et
al., 2002; MAREE et al., 2006)

Frequentemente CA-MRSA sdo mais susceptiveis a tratamento por - lactamicos do
que HA-MRSA, tais como a clindamicina, trimetoprim em associado com sulfametoxazole
e doxiciclina. (HEROLD et al., 1997) Isolados de CA-MRSA também tendem a ser mais
virulentos do que HA-MRSA, a maioria das doengas causadas por CA-MRSA s&o infecgbes
da pele e tecidos moles, mas também podem causar doencas fatais, por serem altamente
invasivos e de rapida progressdo. CA- MRSA também estd associado a sepse severa
com pneumonia necrosante, que resultou na morte em um curto espaco de tempo (24
a 48 horas) em pacientes hospitalizados, também foi encontrada em associagdo com
purpura fulminante, coagulagéo intravascular disseminada (DIC) e hemorragia renal
bilateral, caracteristicas geralmente associada com sindrome Waterhouse-Friderichsen e
meningococcemia. Algumas dessas sindromes invasivas foram ocasionalmente atribuidas
a S. aureus antes de epidemia CA-MRSA. (ADEM et al., 2005; MILLER et al., 2005;
MONGKOLRATTANOTHAI et al., 2003)

Um fator interessante é que inicialmente acreditava-se que PVL sozinha néo era
uma substancia toxica, pois a inje¢ao intravenosa em coelhos resultou em granulocitopenia
seguida por uma acentuada granulocitose, néo sendo letal. Porém estudos de infeccéo
cutdnea com PVL purificado causaram lesGes dermonecroticas em coelhos, esses
resultados contribuiram para gerar a hipotese de que esta toxina tem um papel na infec¢ao
da pele e de tecidos moles. (DIEP & OTTO, 2008) Recentemente, estudos utilizando
PVL purificada através de instilagdo nasal em ratos, mostraram que a mesma provocou
lesbes necréticas letais nos pulmbes. (DIEP & OTTO, 2008) O fato de PVL poder causar
dermonecrose em coelhos apdia a idéia de vantagem seletiva para a disseminagéo de
CA-MRSA entre individuos saudaveis. Em pacientes hospitalazados as lesdes cutaneas
abertas facilitariam o acesso para CA-MRSA de lesGes cutéaneas proximas infectarem
tecidos saudaves atraves do contato. (BOYLER-VAVRA et al., 2005; WARD & TURNER,
1980)

Os neutrofilos sé@o os principais leucécitos humanos envolvidos na eliminacéo de
bactérias invasoras e sdo os principais alvos da PVL, altas concentra¢des de PVL causam
lise celular por formarem poros na membrana, porém em baixa concentracdo promovem a
apoptose por se ligarem a membrana mitocondrial resultando na liberagéo de oxigénio na
forma reativa (Figura 04). (GENESTIER et al., 2013; BOYLER-VAVRA et al., 2007)
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Figura 04 - Modelo de como PVL pode mediar necrose tecidual
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Fonte: Os dois componentes de PVL o LukF-PV e LukS-PV séo secretados a partir de S. aureus antes de
montarem um heptamero, formam poros nas membranas de PMN. Altas concentrages de PVL causam
lise em PMN, baixas concentra¢des seguem por uma via de interacdo com a membrana mitocondrial
havendo a liberacéo de oxigénio em forma reativa (ROS) levando a apoptose celular. Com a lise celular
ocorre a liberagdo de granulos dos PMNs causando uma resposta inflamatéria, resultando em necrose
tecidual. Department of Pediatrics, Section of Infectious Diseases, University of Chicago, Chicago, IL,
USA. Boyle-Vavra & Daum (2006).

Como modelos animais s6 podem reproduzir parcialmente o efeito dos patégenos
no desenvolvimento das doengas em seres humanos, o efeito nulo da PVL purificada nos
modelos de inoculacdo intravenosa em rato e coelho pode ser devido a uma interacéo
especifica de PVL com neutréfilos humanos. A interagcao patdgeno-hospedeiro ainda nao
esta clara, principalmente porque cepas CA-MRSA secretam ndo s6 PVL como outras
exotoxinas com atividades leucoliticas. (DIEP & OTTO, 2008)

1.4 BIOFILME

A formacéo de biofilme é um fator determinante no desenvolvimento de doencas
cronicas, que se inicia pela colonizagdo de microrganismos em equipamentos médicos
como cateteres e proteses ortopédicas. Quando um microrganismo infecta um determinado
dispositivo, podera ocorrer a formacao de biofilme por varios fatores, entre eles: a adeséo do
patdégeno de maneira irreversivel, a quantidade de microrganismos e quantidade de fluido
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que passara pelo local carregando e desestabilizando a aderéncia inicial, as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie, e a expressao de determinados genes responsaveis pelas
etapas de formacéo de um biofilme. (VUONG et al., 2000) Estima-se que cerca de 45% das
infeccdes hospitalares sédo causadas por materiais estranhos contaminados ou dispositivos
médicos implantados. (TARO et al., 2013)

Biofilme é definido como uma matriz polimérica com aspecto gelatinoso, aderidaauma
superficie solida, constituida por microrganismos, por substéncias poliméricas excretadas
pelos mesmos e agua, mas também pode englobar particulas sélidas provenientes do meio
onde esta inserido. (MENOITA et al., 2012)

Quando um dispositivo médico é implantado, rapidamente ocorre a cobertura por
proteinas da matriz tecidual como as fibronectinas de ligagcdo A e B (FNBPA e FnBPB),
fibrinogénio e coldgeno. A espécie S. aureus possui proteinas adesinas, que em muitos
casos estdo covalentemente ligadas ao peptidoglicano da parede celular. Estas proteinas
possibilitam maior interagdo com o tecido do hospedeiro e séo denominadas Componentes
de Superficie Microbiana Reconhecedores de Moléculas Adesinas da Matriz (MSCRAMM),
elas se ligam as proteinas do hospedeiro, colonizando-o e causando infecgdo. (ANTONIOS
et al., 2006; CDC, 2002; FOX et al., 2006; JEFFERSON, 2004; ORIORDAN & LEE, 2004)
A familia MSCRAMMs é um fator de grande importancia para sua fisiologia e patogenia,
(BEGUN et al., 2007) pertencem a esta familia: FNnBPA, FnBPB, proteina de colageno
ligante (Cna) e proteinas de ligagdo e aglomeragéo de fibrinogénio A e B (CIfA e CIfB).
(FOX et al., 2006)

Ap6s S. aureus estabelecer interacdo com tecido do hospedeiro ou material
sintético inserido ao tecido, espécies diferentes de Staphylococcus e espécies diferentes
de microrganismos podem se associar com propriedade adesiva célula- célula na
formacéo de biofilme, (OLIVEIRA et al., 2001) esta propriedade se deve a presenga do
gene icaADBC, sua expressdo promove a sintese de enzimas responsaveis por produzir
Polissacarideo de Adeséo Intercelular (PIA). A unido de varias espécies de bactérias
fornece uma grande vantagem contra a eficacia de antibiéticos, defesa imune inata como
peptideos antimicrobianos (AMPs) e fagocitose por leuc6citos, que ficam prejudicados pela
formacgéo de biofilme. (JEFFERSON, 2004; OTTO, 2006) Por esses motivos, as infecgbes
por bactérias que promovam a formacao de biofilme sdo extremamente dificeis de serem
extirpadas, sendo um grande desafio na produgéo de drogas. (OLIVEIRA et al., 2001)

Os fatores relacionados a adeséo célula-célula e a formacao da matriz extracelular
compreendem varias méleculas como hidratos de carbono, proteinas e polimeros de acidos
nucleicos. Acredita-se que, o polimero N-acetil glucosamina (PNAG) e o polissacarideo de
adeséo intercelular (PIA) estao essencialmente relacionados com a adeséo célula-célula.
(LINA et al., 1999; THONDEL et al., 2011)

Biofilmes possuem diferentes perfis de expressdo génica quando comparados com

células cultivadas em forma plancténicas. Sendo um grande e complexo fenétipo que afeta
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na fisiologia e expressao de genes das células que estao envolvidas no mesmo. (BOYLE-
VAVRA & DAUM, 2007; VELAZQUEZ-MEZA, 2005)

O S. aureus € habil em produzir moléculas que inibem a resposta imune inata e
adquirida. (DIEP & OTTO, 2008) O exopolissacarideo PIA, produzido por vérias estirpes
de S. aureus, forma uma capsula ao redor do biofilme, impedindo assim, o reconhecimento
dos microrganismos pelo sistema imunologico. (ATAHAN et al., 2009; O'GARA, 2007;
THONDEL et al., 2011) A proteina A, encontrada na superficie da membrana de S. aureus,
interage com a regido invariavel da IgG produzindo uma camada néo especifica ao redor
da célula bacteriana para inibir a fagocitose, evitando a formacdo da resposta imune
especifica. (DERESINSKI, 2005) Aléem de todos esses fatores, S. aureus ainda produz
outros produtos que interferem na atuacéo do sistema complemento como o fibrinogénio e
SCIN (proteina estafilocécica considerada mais eficiente inibidora da via complemento, da
lectina, da classica e alternativa, através de sua ligacao de superficie da C3 convertase).
Previne eficientemente a fagocitose, morte por neutréfilos e a producdo de quimiocina
C5a (BLOM et al., 2009; FOSTER et al., 2009; ROOIJAKKERS et al., 2005) de ligacao
a proteina extracelular ao fibrinogénio (Efb), esses produtos fornecem protecao para as
células bacterianas sejam de mesma espécie ou de espécie diferente que estejam no
interior do biofilme. Entretenado o biofilme, quando espesso, impede néao sé a penetracao
de antibi6ticos como também de nutrientes e O2, ocorrendo uma diminuicao do metabolismo
das células que estao em seu interior. (HIRAMATSU et al., 1997)

Quando a proliferacdo das células que compdem o biofilme atinge uma densidade
limitrofe, as mesmas comecam a se desprender, ficando suspensas no meio como émbolos
sépticos e causando infeccdes em outros tecidos e 6rgdos. (FOSTER, 2005) Esta fase
chamada destacamento é ativada por um sistema de comunicacéo intercelular denominado
quorum-sensing mediado por um acessory gene regulador (agr). (BEGUN et al., 2007;
SRINIVASAN et al., 2002; THONDEL et al., 2011) O sistema quorum-sensing € um regulador
capaz de induzir a produgédo de peptidios auto-indutores que promovem a comunicagao
entre as células que compde o biofilme com as células que nédo estéo inseridas (Figura 5).
(DO CARMO et al., 1994; MACK et al., 1996; SRINIVASAN et al., 2002)

O locus agr durante a infecg@o por bactérias Gram-positivas possui uma fungéo
controversa. Ao invés de sua expressdo ser favoravel para a formagédo do biofilme e
viruléncia, sua ativacdo pode diminuir a viruléncia e a capacidade de compor o biofilme.
(ASSEF et al.,, 1992; DO CARMO et al., 1994; RAMIREZ et al., 2012) O gene agr promove
o sistema Quorum-sensing agr, que regula a expressdo de peptideos com funcéo de
detergéncia, diminuindo a aderéncia célula-célula, que por sua vez diminui a formacgéo de
biofilme e favorece o destacamento das células que retornam ao seu estado livre no meio,
enquanto a expressao do gene /uxS esta relacionado com a diminuicéo da capacidade na
producdo de polissacarideos formadores de biofilme, reduzindo a interacéo célula-célula
(Figura 5). (DO CARMO et al., 1994; KIEDROWSKI et al., 2011; STORTI et al., 2007)
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Staphylococcus aureus pode invadir macrofagos mantendo como células
hospedeiras e impedindo a fagocitose de células que compde o biofilme, no entanto
sua funcdo e patogénese como patégeno intracelular ainda nédo esta bem estabelecida.
(KIEDROWSKI & HORSWILL, 2011)

Figura 05 - Ciclo de vida do biofilme
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF
“Etapas: (1) Transporte de células livres do meio liquido para a superficie solida e sua subsequente
fixagdo; (2) Crescimento e divisdo celular fixas, decorrente de nutrientes provenientes do liquido onde
estd imerso, juntamente com a produgdo de EPS; (3) Fixacdo de células bacterianas flutuantes (e
outras particulas), contribuindo para o acumulo do biofilme; (4) Dispersao/liberacdo de material celular
por varios tipos de mecanismos: (a) erosao superficial (perda celular individual), (b) descolamentos, (c)
abraséo e (d) ataque pelo sistema imune.” (MENOINA et al., 2012)

1.5 INFECCAO E SEPSE

Em humanos a sepse é definida como uma resposta inflamatéria sistémica do
hospedeiro frente a uma infeccéo, que segue com a faléncia de multiplos érgéos. Ocorre
primeiramente pela colonizagdo com a presenga do agente infeccioso em um determinado
sitio ou tecido causando infecgdo, através da infecgéo, bactérias viaveis atingem a corrente
sanguinea, podendo ser recuperadas através da hemocultura. A producdo excessiva de
mediadores inflamatérios e a excessiva ativagdo de células inflamatorias em um nivel que
0 organismo perde o controle de seus metabdlicos levam a sepse e a SIRS. (BONE, 1991).
A SIRS (sindrome da resposta inflamatoéria sistémica) é caracterizada por um conjunto de
sinais clinicos, para que seja constatado seu estabelecimento é necessario pelo menos dois
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critérios: 1) temperatura corporal > 38° ou < 36°; 2) frequéncia cardiaca > 90 batimentos
por minuto; 3) frequéncia respiratéria > 20 incursdes por minuto ou um PaCO2 < 32 mmHg;
4) a leucometria com a contagem de glébulos brancos > 12.000/mm? ou < 4.000/mm? ou
bastonetes > 10%. A sepse serd, portanto, uma SRIS secundéria a infeccao.

A Sepse grave ou severa estd associada com disfung@o organica, hipoperfusao
orgénica ou ainda a hipotenséao arterial. (PEREIRA et al., 1998; TAVARES & MARINHO,
2012) A hipotensao arterial sistélica em pacientes sépticos pode ser < 90 mmHg (ou
pressao arterial média menor que 60 mmHg) a despeito da reposi¢do volémica adequada,
ocasionado o Choque Séptico, quando o paciente ndo apresenta nenhuma outra causa
para hipotensdo. (TAVARES & MARINHO, 2012) A sepse pode ainda levar a Sindrome
da Disfuncdo de Multiplos Orgdos (SDMO), que corresponde a alteragbes nas funcdes
orgénicas em pacientes gravemente enfermos, dificultando a manutencé@o da homeostasia,
sendo possivel ser mantida apenas por suporte avancado de vida. (PEREIRA et al., 1998;
TAVARES & MARINHO, 2012) O comprometimento de muitos 6rgédos pode ainda evoluir
para sindrome da insuficiéncia dos mesmos, com alta mortalidade. (BONE, 1991; PARRILO,
1993; REA, 1996)

O choque séptico é uma das causas mais frequentes de morte em unidades de
terapia intensiva. A crescente populacdo de idosos acima de 65 anos, a presenga de
doencas debilitantes, o emprego de técnicas invasivas (cateter intravasculares, tubo
endotraqueal entre outros), pacientes imunossuprimidos e infec¢des hospitalares, tem sido
fatores que contribuem para o aumento de pacientes sépticos. (BONGARD & SUE, 1994;
KNOBEL, 1994) A mortalidade causada por sepse ultrapassa 40%, estima-se que 35 a 40%
dos pacientes sépticos evoluem para o estado de choque. (PEREIRA et al., 1998)

Staphylococcus aureus é um microrganismo muito propenso a causar sepse, esta
associado inicialmente a bacteremia com formagéo de lesdes e abcesso em muitos tecidos
de 6rgaos diferentes. (KIM et al., 2014; KLEVENS et al., 2007; STEARNS-KUROSAWA et
al., 2010) Em camundongos, a inoculagdo endovenosa de S. aureus também desencadeia
disseminacgéao de bactérias através do sangue para os tecidos dos 6rgéaos, onde estabelecem
lesbes e abscesso em tecidos musculoesquelético, vasculares, cérebro, pulméao, coracéo,
figado, baco e rim. (CHENG et al., 2009; KIM et al., 2014) As manifestacdes clinicas da
sepse decorrem do processo infeccioso primario, do processo inflamatério subjacente e das
disfungdes organicas instaladas ou em instalagéo. (BORGES, 1996; REA, 1996) Os sintomas
e sinais sdo decorrentes da ofensa infecciosa primaria e da localizagéo do foco de infecgéo
inicial. (REA, 1996) As manifestagées clinicas inflamatérias secundarias s&o inespecificas
e incluem a febre ou hipotermia, taquicardia, taquipnéia e alcalose respiratéria, leucocitose
ou leucopenia com aumento do numero de bastonetes, hipermetabolismo sistémico,
consumo elevado de oxigénio, hipoperfuséo sistémica e acidose metabdlica em um estado
circulatério hiperdinamico. (BORGES, 1996; REA, 1996) As disfungées pulmonares e
renais s80 comuns nos estagios iniciais de sepse, também por fazerem parte da avaliacdo
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clinica rotineira. (BORGES, 1996; SHOEMAKER, 1995) A hipotenséo sistémica, defeitos
microcirculatérios regionais, hipoxia tecidual e ativacdo da cascata inflamatéria estdo
relacionados as lesdes de multiplos érgéos que caracterizam a evolugao clinica da sepse
para a sepse severa. (BONE, 1991) Em estagios mais tardios podem ocorrer alteragdes
do estado de consciéncia decorrentes de disfungbes neurolégicas, taquipnéia (hipoxemia
ou hipocapnia), febre e leucocitose, acidose metabdlica (lactica), intolerancia periférica a
glicose, oliguria, elevacdo da uréia e creatinina plasmaticas, hipermetabolismo levando a
desnutricdo. (BONE, 1991; BORGES, 1996; SHOEMAKER, 1995)

Entretanto em modelo murino néo a parametros até o presente momento na literatura
que caracterize a sepse.

Duas proteinas de superficie produzidas por Staphylococcus aureus desempenham
um papel chave na patogénese da sepse, elas correspondem AdsA e a CIfA. A adenosina
sintetase (AdsA) é uma molécula de sinalizagcdo durante a infecgéo, contribui como fator
de evasdo dos mecanismos de defesa inato e adaptativo, importantes para a destruicéo de
bactérias patogénicas pelo hospedeiro (KIM et al., 2014) Ao invadir a corrente sanguinea S.
aureus produz AdsA aumentado o nivel extracelular de adenosina. A adenosina extracelular
interage com os receptores de adenosina (A1, A2A, A2B e A3), membros da familia dos
receptores acoplados da proteina G (GPCRs), essa interagao do receptor com adenosina
ativa as cascatas de sinalizagdo anti-inflamatorias, causando a inibicdo da agregacéo
plaquetaria, degranulacdo de neutréfilos e, ainda, aumento da produgéo de interleucina 10
(IL-10), uma citocina anti-inflamatoria. (KIM et al., 2014) A presenca da proteina AdsA na
bactéria S. aureus é necessaria para sobrevivéncia da mesma no interior dos neutréfilos,
possibilitando a bactéria escapar dos atributos bactericidas dos leucécitos. A permanéncia
da bactéria no neutréfilo depende de sua capacidade de se esquivar de todas as repostas
bactericidas dessas células, incluindo ROS (reactive oxygen species), enzimas hidroliticas e
defensinas peptidicas. (GARZONI & KELLEY, 2009; KIM et al., 2014) A proteina de ligagéo e
aglomeracéo de fibrinogénio A (CIfA) de superficie. (KIM et al., 2014; McCADOW et al., 2011)
A CIfA liga-se ao dominio D do fibrinogénio e fibrina, tornando as células revestidas com
fibrinogénio impedindo o reconhecimento de opsoninas, reduzindo a opsonofagocitose por
neutréfilos humanos e fagocitose por macrofagos, (GANESH et al., 2008; KIM et al., 2014;
McDEVITT et al., 1997) também promove oclusbes vasculares por bactérias aglutinadas
em tecidos dos 6rgaos. (KIM et al., 2014; McADOW et al., 2011)

1.6 EVOLUCAO DA RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Com a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1928, se inicia a
antibioticoterapia como solugéo para as infeccoes estafilocdcicas em 1942. Infelizmente,
apesar da eficiéncia inicial da penicilina, o S. aureus passou a desenvolver resisténcia

a este beta-lactamico por produzir uma beta-lactamase (penicilinase) capaz de hidrolisar
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0 anel beta-lactamico da penicilina, inativando-a. (FENG et al.,, 2008; LIU et al., 2011;
SHIRTLIFF et al., 2002)

Em 1960, foi descoberta uma droga do grupo das penicilinas, a meticilina, que nao
era inativada pela beta-lactamase, assim como, as cefalosporinas. (LIMA et al., 2011;
ROBINSON & ENRIGHT, 2004; TAVARES, 2002) Entretanto na década de 70 com uso
desses antibioticos em animais e humanos de forma inadequada levou a selec¢édo de cepas
resistentes aos beta-lactamicos e as cefalosporinas, sendo chamadas de MRSA (Methicillin
Resistant Staphylococcus aureus). (DELEO & CHAMBERS, 2009; KIM et al., 2014) Estes
MRSA eram, rapidamente, disseminados em ambientes hospitalares restando apenas a
vancomicina e a teicoplanina como op¢des de tratamento das infec¢des por Staphylococcus
spp. (LIMA et al., 2011; ROBINSON & ENRIGHT, 2004; TAVARES, 2002) Estima-se que 89%
dos isolados S. aureus sejam MRSA. (AMALARADJOU & VENKITANARAYANAN, 2014) A
resisténcia a meticilina é determinada por um gene cromoss6émico (mecA), endégeno da
bactéria que codifica modificagdes no receptor de acéo dos beta- lactamicos, estimulando
a producéo de uma proteina (PPB2) com baixa afinidade aos B-lactamicos. (ATSHAN et al.,
2012; BERGER-BACHI & ROHRER, 2002; TAVARES, 2002)

A terapéutica recomendada no tratamento de infeccdes causadas por MRSA sao
os antibiéticos: Vancomicina, Daptomicina e a Linezolida. (ARBEIT et al., 2004; KIM et
al., 2014; LIU et al., 2011) A vancomicina é uma droga conhecida desde 1958, eficiente
no tratamento de MRSA, embora nefrotoxica e ototoxica. (OGARA, 2007; OTTO, 2008;
ROBINSON & ENRIGHT, 2004; TAVARES, 2002) Entretanto estudos atuais relatam
algumas limitagbes da vancomicina em infecgdes graves, tem ocorrido aumento crescente
da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI). Relatos mostram que ja ha dois mecanismos
de resisténcia por microrganismos para evadir o tratamento a vancomicina. (CHAIEB et
al., 2011; FORSGREN & NORDSTROM, 1974; KIM et al., 2014; OTTO, 2008) O primeiro
foi descrito em 1996 no Japao, que evidencia espessamento da parede celular bacteriana
(FRYMOYER et al., 2009) e o segundo, em 2002 nos EUA, através de um mecanismo
relacionando uma alteracdo no gene vanA, (PATTI et al., 1994) por modifica¢do do sitio de
acao da vancomicina semelhante ao enterococos. (CASSETTARI et al., 2005; CLIMO et
al., 1999)

Para os casos de falha no tratamento de infecgdes com a vancomicina, tém sido
propostas novas alternativas na antibioticoterapia e novas opc¢des terapéuticas estédo
sendo utilizadas como, por exemplo, os antibiéticos: daptomicina, rifampicina, linezolida
em doses altas ou especificas para a eliminagdo do patégeno. (DONELLI et al., 2007;
KUBICA et al., 2008)

A partir do ano de 1990 varias epidemias por S. aureus associados a comunidade
(CA-MRSA) tém sido descritas causando doengas graves na populagédo. Até hoje cinco
linhagens clonais CA-MRSA foram identificadas associadas a essas epidemias: Pandémico
(USA300, CC8), o clone Meio-Oeste (USA400, CC1), o clone Europeu (CC80), o clone
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Southwest-Pacifico Oceania (CC30), e o clone do Pacifico (CC59). (DIEP & OTTO, 2008;
KARAUZUM et al., 2013) Outro fator € comum entre esses clones, a presenca do SCCmec
IV, todos portadores do operon lukPV que codifica a Leucocidina Panton-Valentine. (DIEP
& OTTO, 2008; KARAUZUM et al., 2013)

Tais dados anteriormente citados demonstram a necessidade da elaboracdo de
estudos que possibilitem a maior compreenséo na atuagéo de cepas S. aureus associados
a comunidade (CA-MRSA) contendo pvi.

A aquisicéo da resisténcia aos beta-lactamicos por este microrganismo propiciou
maior disseminacdo em ambientes hospitalares. Além da producéo da leucocidina Panton-
Valentine por CA-MRSA agrega maior viruléncia, o que torna um dos principais agentes
infecciosos causadores de sepse em diferentes paises.

Atualmente, cepas produtoras de PVL sdo encontradas em infec¢des hospitalares,
0 que vem a ser um grave problema de salude publica ao analisarmos a viruléncia desse
agente etiologico, devido as sequelas clinicas de infeccdes causadas por S. aureus pvi-
positivo, serem mais graves quando comparadas com pvl-negativo e a imuno-depressao
dos pacientes acometidos.

Esse estudo pode ser uma porta para elucidar varias questdes em relagdo a
utilizacao da terapéutica apropriada no tratamento das infec¢des causadas por S. aureus,
como também infecgbes associada ao uso de cateter em pacientes hospitalizados por
formacéo de biofilme. Podendo assim ser minimizados através de pesquisas cientificas e
desenvolvimento de modelos experimentais que reproduzam a fisiopatologia da doengca em
humanos, servindo para o estudo de sua patogénese e descoberta de novas alternativas de

tratamento medicamentoso ou procedimental.
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OBJETIVO

2.1 GERAL

Avaliar a predisposi¢cdo ao desenvolvimento de sepse e formacdo de biofilme em
implante de cateter subcutaneo, em infec¢cdes causadas por cepas Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina e produtoras de leucocidina Panton- Valentine utilizando modelos
experimentais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Verificar o percentual de mortalidade, por cada grupo apés o desafio no prazo
de 96 horas de observagéo, nos modelos de sepse e biofilme;

2.2.2 |dentificar e quantificar as unidades formadoras de col6nias em extratos de
tecido cardiaco, bacgo, rim esquerdo e pulméo, em cada grupo, através de cultura
celular no modelo de sepse;

2.2.3 Quantificar em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) em cateter subcutaneo
implantado para avaliar a formagé&o de biofilme em cada grupo, através de cultura
celular;

2.2.4 Identificar as alteragbes anatomopatologicas, presentes em coragao, baco,
rim, pulmao, no modelo de sepse, e tecido dorsal, no modelo de biofilme.

Objetivo
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ETICA

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa
Animal da Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao da Universidade Federal Fluminense
(UFF) com o numero de registro: 439/2013 (anexo 01). Todos os procedimentos atenderam
as exigéncias previstas no projeto de lei n° 11.794/2008 (Brasil, Lei n° 11.794, 2008),
que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e esta de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal da Sociedade Brasileira de Ciéncia e Animais
de Laboratério (SBCAL/COBEA).
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MATERIAL E METODO

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados 50 camundongos Swiss adultos jovens com seis semanas de vida,
do género masculino pesando aproximadamente 34 g, todos procedentes do NAL (Nucleo
de Animais de Laborat6rio) da Universidade Federal Fluminense, sendo 25 camundongos
em cada experimento (sepse e biofilme). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas,
separados por grupos de acordo com as caracteristicas das cepas em estudo, recebendo
racdo comercial e agua filtrada ad libitum, mantidos em ciclos de claro-escuro, em
temperatura ambiente entre 24 + ou - 2 °C, de acordo com o protocolo utilizado na criagéo
de animais pelo biotério do Laboratério de Farmacologia da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal Fluminense onde foi executada toda a metodologia empregada
nesse estudo.

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos por cada
experimento contendo cinco animais em cada grupo (Figura 06). Todos os procedimentos
realizados nos animais que poderiam resultar em ansiedade e/ou dor foram conduzidos
sob anestesia por inalagdo em campanula fechada por saturacao de Isoflurano FORANE®
(2-cloro-2-(difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano), (KIEDROWSK et al., 2011) seguindo os
seguintes critérios: observacao da respiracdo do animal que deve ser profunda e regular,
auséncia de reflexo, ou seja, o animal ndo pode responder a estimulos, do contrario a
anestesia néo estara no plano anestésico adequado para a intervencéo cirurgica. Durante
a administracdo da anestesia inalatéria, foi observada a condi¢édo de saude do animal e
principalmente se ndo apresentava alguma doenca no trato respiratério, fator que pode
interferir na administracéo do anestésico. (MEDRAZI et al., 2004; NEVES, 2013)

No experimento de sepse os 25 animais foram inoculados conforme distribuicdo
apresentada no item 3.2, com 50 pL de uma suspensao bacteriana que esta a 10" UFC/
mL em solugéo salina estéril (0,9% de NaCl), com exce¢éo do grupo controle que recebeu
somente soro fisiologico estéril.

No experimento com formacdo de biofilme também foram utilizados 25 animais,
inoculados com 50 pL de suspensdo bacteriana (item 3.2) que estda a 107 UFC/mL em
solucéo salina estéril (0,9% de NaCl), com excecéo do grupo controle que recebeu somente
soro fisiolégico estéril.
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4.2 DISTBIBUIQAO DOS GRUPOS~ EXPERIMENTAIS PARA OS MODELOS DE
INFECCAO E SEPSE E FORMACAO DE BIOFILME

Grupo um (G1) - Inoculado com solugao salina estéril.

Grupo dois (G2) - Inoculado com cepa sensivel a meticilina (MSSA) e auséncia dos
genes mecA e pvl.

Grupo trés (G3) - Inoculado com cepa sensivel a Meticilina (MSSA), auséncia do
gene mecA, portando gene pvi.

Grupo quatro (G4) - Inoculado com cepa resistente a meticilina (MRSA) portando o
gene mecA e pvl.

Grupo cinco (G5) - Inoculado com cepa resistente a meticilina (MRSA), portando o
gene mecA e pvl (USA300 WT).

Figura 06 - Diviséao dos animais de acordo com os grupos e seus respectivos indculos

@ MS@W(H

MSSA pv/ (-\ I MRSA pv/(+)
/’
@ S 9 @

Solugéo Salina Estéril G— T sy MRSA pvi(+)
NaCl 0,9% (USA300 WT)

-

Fonte: Foto ilustrativa do camundongo Swiss - Centro de Bioterismo da FMUSP.
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4.3 AMOSTRAS BACTERIANAS

Todas as amostras foram previamente fenotipadas e genotipadas para deteccao dos

respectivos genes de viruléncia. As origens das amostras estao distribuidas de acordo com
0 quadro dois.

Quadro 02 - Distribuicdo e origem dos in6culos contendo amostras bacterianas nos diferentes grupos

experimentais

Grupos Desafio Caracteristicas

1

Grupo controle | Soro fisiologico estéril - 0,9% de NaCl (auséncia de microrganismo).

Amostra proveniente de colonizacdo nasal armazenada no banco de
MSSA pvi(-) | amostras do Laboratorio de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia —
Laboratério Universitario Rodolpho Albino - LURA - Universidade Federal
Fluminense.

Amostra proveniente de colonizagcdo nasal armazenada no banco de
MSSA pvi(+) | amostras do Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia -
Laboratério Universitario Rodolpho Albino - LURA - Universidade Federal
Fluminense.

Amostra proveniente de infecgdo pulmonar armazenada no banco de
MRSA pvl (+) | amostras do Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia -
Laboratério Universitario Rodolpho Albino - LURA - Universidade Federal
Fluminense.

Amostra proveniente de infeccao doada generosamente pelo Prof. Binh
MRSA pvi(+) | An Diep da University of California, San Francisco (UCSF) e armazenada
USA300 WT | no banco de amostras do Laboratério de Epidemiologia Molecular e
Biotecnologia - Laboratério Universitario Rodolpho Albino - LURA -
Universidade Federal Fluminense.

4.3.1 Identificacao da espécie Staphylococcus aureus

4.3.1.1 Fermentagdo do manitol-salgado: as amostras coletadas foram semeadas
em agar-manitol-salgado e as fermentadoras de manitol (que apresentarem halo
amarelo), foram submetidas ao teste da catalase. (DIFCO & BBL MANUAL, 2003)

4.3.1.2 Producao de catalase: foi colocada uma col6nia da amostra positiva para
manitol em uma lamina de vidro de forma asséptica, em seguida com pipeta tipo
Pasteur descartavel foi gotejado perdxido de hidrogénio a 3,0%. Com as colbnias
positivas para catalase foi feito o teste da coagulase. (MURRAY et al., 2007)

4.3.1.3 Producéo de coagulase: foi adicionada uma col6énia em tubo de ensaio
estéril contendo 500 pL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) por 24 horas em estufa
de crescimento microbiolégico em temperatura 36 a 37 °C. Foi utilizado plasma de
coelho liofilizado hidratado com solucao salina estéril (0,9% de NaCl). Em condigbes
de esterilidade foi adicionado 150 pL do inéculo em um tubo estéril e 300 yL do
plasma, incubou-se em estufa de crescimento microbiolégico em temperatura 36 a
37 °C, observando em intervalos de uma hora por quatro horas. Foram separadas as
amostras positivas (formadoras de coagulo). As que ndo formaram coagulos nesse
periodo permaneceram na estufa pelo periodo de 24 horas. As amostras positivas
no periodo de quatro horas e no periodo de 24 horas foram cultivadas para analise
genotipica. (McDONALD & CHAPIN, 1995)
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3.3.2 Métodos moleculares

3.3.2.1 Extracao do 4cido desoxirribonucleico bacteriano: foi realizada de acordo com
protocolo estabelecido por Schuenck et al. (2008). Em condigbes de esterilidade,
foram coletadas colénias e suspensas em 1,0 mL de agua Mili-Q esterilizada em um
microtubo (Qiagen) isento de DNAse com capacidade para 1,5 mL, homogeneizada
no vortex por um minuto, centrifugada por um minuto em velocidade 13.000 rpm,
apoés a centrifugacéo foi descartado 500 pL do sobrenadante. Posteriormente foi
resuspensa com 200 pL de agua Mili-Q esterilizada homogeneizando no vortex por
mais um minuto, a solugéo foi encubada 100 °C por 10 minutos. Apos o periodo de
incubagéo, centrifugada por um minuto em velocidade 13.000 rpm. O sobrenadante
contendo o DNA bacteriano foi coletado e usado na PCR. O DNA foi armazenado em
microtubo em temperatura aproximada - 20 °C.

3.3.2.2 Reacgédo da polimerase em cadeia do gene mecA: foi realizada como
descrito por Oliveira & Lencastre (2002), utilizando os oligonucleotideos
mecA P4: 5-TCCAGATTACAACTTCACCACG-3 e mecA P7: 5-
CCACTTCATATCTTGTAACG-3' (Tabela 01), condi¢cbes da reacdo: tampéo 10x1
(Invitrogen); MgCI2 a 2 mM (Invitrogen); dNTP a 200 pM; 1,5 U AmpliTag Gold®
DNA polimerase, 1 uM de cada primer; 10,7 pL de agua Mili- Q estéril; utilizamos 2
pL de DNA (amostra). O volume final da reacéo foi de 25 pyL. A amplificagéo ocorreu
nas seguintes condic¢des: 94 °C / 30 segundos, 30 ciclos de 94 °C / 30 segundos, 55
°C / 30 segundos, 72 °C / um minuto e extenséo final de 72 °C por sete minutos. O
material amplificado foi armazenado a - 20 °C.

3.3.2.3 Reacdo da polimerase em cadeia &cido desoxirribonucleico do
gene pvl (Leucocidina Panton-Valentine): foi realizada como descrito
por Lina et al. (1999), utlizando os oligonucleotideos [ukS-PV PV1: 5'-
ATCATTAGGTAAAATGTCTGGAACATGATCCA-3° e  lukF-PV  PV2: 5'-
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC-3' (Tabela 01), condi¢cdes da reacgéo:
tampdo 10x1 (Invitrogem); MgCI2 a 2 mM (Invitrogen); dNTP a 200 uM; 1,5 U
AmpliTaq Gold® DNA polimerase, 1 uM de cada primer; 10,7 yL de agua Mili-Q
estéril; 3 uL de DNA (amostra), utilizamos 3 uL de DNA (amostra). O volume final da
reacao foi de 25 pL. A amplificagdo ocorreu nas seguintes condicdes: 94 °C / dois
minutos, 30 ciclos de 94 °C / um minuto + 55 °C / um minuto + 72 °C / um minuto e
extenséo final de 72 °C / cinco minutos. O material amplificado foi armazenado - 20
°C.
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Tabela 01 - Condig¢des para amplificacdo dos genes mecA (resisténcia aos B-lactamicos) e IukS-PV e
lukF-PV (Leucocidina Panton-Valentine)

- Tamanho do
Posigdo fragmento
Oligonucleotideo (5°-3") no Genes . Ciclos
genoma amplificado
(pb)
mecA P4 94 °C - 5 min
1990-1211
TCCAGATTACAACTTCACCAGG 94 °C - 30 seg
mecA 162 pb 55 °C - 30 seg 30x
mecA P7 1351-1332 72°C - 1 min
CCACTTCATATCTTGTAACG 72 °C - 1 min
luk-PV 1 94 °C - 2 min
lukS-PV
ATCATTAGGTAAAAATGTCTGGACATGATCCA 94 °C - 1 min
433 pb 55°C - 1 min 30x
luk-PV 2 72°C -1 min
lukF-PV
GCATCAASTGTATTGGATAGCAAAAGC 72 °C - 5 min

Fonte: Oligonucleotideos utilizados para amplificagéo do gene, posicéo de ligagcdo no genoma bacteriano,
amplicons obtidos ap6s a amplificacéo e ciclos de temperaturas empregados na reacdo de PCR para
deteccdo do gene mecA descritos por Oliveira & Lencastre (2002) e para os genes IukS- PV e lukF-PV
descritos por Lina et al. (1999).

3.3.2.4 Eletroforese em gel de agarose a 1,2%: Aliquotas de 10 yL dos amplicons
foram aplicadas em gel de agarose 1,2% (Life Technologies) em tampé&o TBE 0,5 x
(Tris base 89 mM, éacido bérico 89 mM e EDTA 2 mM) e submetidas a eletroforese
em mesmo tampao a 100V por aproximadamente uma hora. Foi utilizado padrdo
de tamanho molecular 100 pb ladder (Invitrogen). O gel foi corado com brometo de
etidio 0,5 pg/mL (Invitrogen) por 30 minutos e descorado com agua destilada por 90
minutos. Apés a eletroforese o gel foi visualizado em luz ultravioleta e a sua imagem
capturada por foto documentacéao digital. (LEE et al., 2012)

4.4 INFECGAO E SEPSE

4.4.1 Pesagem dos animais: peso inicial e peso final

Para calcular a variagdo de peso dos animais, eles foram separados aleatoriamente
em cinco grupos contendo cinco animais em cada grupo, suas caudas foram marcadas
utilizando caneta piloto, onde o camundongo de ndmero um, recebeu apenas um traco
na orientagdo vertical, o camundongo de numero dois recebeu dois tracos, e assim
sucessivamente. Para que o animal se mantivesse limitado em cima da balanca no lugar
especifico de pesagem, foi utilizado um recipiente plastico de policarbonato medindo
aproximadamente 15 cm de largura, por 15 cm de comprimento e 15 cm de altura. Antes
de iniciar a pesagem dos animais, foi aferido o peso do recipiente em balanga de preciséo
(Marte - AD 2000, carga maxima 210 g; sensibilidade de 0,01 g), para que seu valor
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fosse subtraido do peso total de cada animal. Um animal de cada vez foi retirado de suas
gaiolas, colocado no recipiente e conduzido até a balanga, seus valores foram anotados
e 0s animais retornaram para suas gaiolas. Para obtencdo dos valores finais dos pesos
dos animais, antes de eutanasia-los ou logo ap6s sua morte causada pela infeccéo, o
mesmo procedimento utilizado na pesagem inicial foi utilizado. Os valores obtidos tanto
na pesagem inicial, quanto na pesagem final foram encaminhados para analise estatistica.

Apbs a pesagem os animais foram anestesiados, ao observar a auséncia de dor
através de sinais como: reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e altera¢des das
frequéncias cardiaca e respiratéria, que sofrem modificagcbes de acordo com os planos
anestésicos atingidos (profundidade da anestesia), (ANDERSEN et al., 2004; NEVES, 2013)
a cauda do camundongo foi aquecida com imersdo em agua morna (40 °C) ocorrendo a
dilatacé@o dos vasos, o local de inoculag¢ao foi descontaminado com &lcool a 70% utilizando
uma gaze; através de uma seringa de insulina descartavel foi injetada 50 pyL de solugéo
salina estéril contendo a estirpe bacteriana em estudo na veia lateral da cauda de cada
animal, penetrando 2 mm a 4 mm para o limen, mantendo o bisel da agulha com a face
para cima, por fim o local foi mantido pressionado com uma gaze evitando o refluxo da
solugéo ou sangue como no exemplo da figura sete.

A suspenséo bacteriana foi preparada previamente duas horas antes da inoculagéo.
S. aureus em estudo foi semeado em meio TSA 24 horas antes de sua preparag¢do; uma
colénia foi isolada para e suspensa em tubo de ensaio estéril de forma asséptica contendo
1000 pL de solugédo salina estéril (0,9% de NaCl), posteriormente foi feita a diluicdo em
outro tubo de ensaio com solugéo salina estéril, até obter a da concentragdo de 107 UFC/
mL; separamos uma aliquota da suspensao contendo 50 pL (quantidade inoculada), exceto
o grupo controle, que foi inoculado soro fisiologico estéril.

Figura 07 - Método de inoculagéo por via endovenosa

Artéria

Veia lateral
da cauda

Cauda

Fonte: Manual de cuidados e procedimentos com animais de laboratério do biotério de producéo e
experimentacdo da FCF-IQ/USP. Imagem A demonstra o modelo de inoculagéo utilizado para causar
bacteremia, injetando diretamente na corrente sanguinea solugéo contendo cepa em estudo. Imagem B
demonstra a localizagéo da veia lateral da cauda. (NEVES, 2013)
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4.4.2 Tempo de sobrevida

Para calcularmos o tempo de sobrevida de cada animal, foram anotado o més, dia,
hora e os minutos do momento de inoculagédo individualmente, foi feito o mesmo com os
animais mortos por infec¢ao antes do prazo final para o término do desafio e com os animais
eutanasiados apds 96 horas (5.760 minutos). Os valores obtidos foram encaminhados para
andlise estatistica.

4.4.3 Pesagem dos 6rgaos

Ap6s 96 horas (5.760 minutos) foi feita a eutanasia seguindo alguns critérios (Quadro
03) e necropsia dos animais que ainda restaram com vida (Tabela 07) para extracdo dos
orgaos de forma asséptica, tendo em vista que, os animais que nao resistiram as 96 horas
ja foram submetidos a retirada dos 6rgdos. A eutanasia foi feita através de sobredose
anestésica por inalacéo de Isoflurano FORANE® (2- cloro-2-(difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-
etano) em campénula fechada por saturagéo. Confirmada a morte pela parada cardiaca e
respiratéria, auséncia de reflexos e queda da temperatura corporal < 25 °C. (LIMA et al.,
2011)

Ap6s a eutanasia, foi feita a tricotomia do ventre com lamina cirlrgica e
descontaminagédo da pele com éalcool 70%. Com o auxilio de uma tesoura cirrgica foi feita
uma inciséo vertical para coleta do coracao, bacgo, rim, pulméo e globo ocular de um dos
animais do grupo G4 (MRSA pv/ +). Os 6rgaos foram colocados em placa de Petri estéril
e com o auxilio de uma pipeta Pasteur foram lavados com solugéo salina estéril (0,9% de
NaCl) para retirada de qualquer residuo de sangue.

Para pesagem dos 6rgéos, uma nova placa de Petri estéril foi utilizada, porém, antes
de darmos inicio a pesagem dos 6rgéos, foi aferido o peso da placa de Petri em balanca de
precisao (Sartorius - BP 221S, capacidade maxima: 220 g; d = 0.1 mg), para que seu valor
fosse subtraido ao peso total de cada érgéos. Os 6rgaos retirados foram individualmente
colocados na placa e encaminhados a balanga para pesagem, os valores obtidos foram
analisados estatisticamente, e relacionados aos valores ja mencionados na literatura para
camundongos (Tabela 02). (KRINK, 2004; IWAKI et al., 2001)

Tabela 02 - Pesos dos 6rgéaos

Orgaos de camundongos machos
Valor absoluto (g)

Coragao 0,210
Baco 0,100
Rins 0,640

Pulméo -

Fonte: Krink, 2004; lwaki et al., 2001.
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4.4.4 Macroscopia dos 6rgaos

Apbs afericdo dos pesos dos 6rgédos, os mesmos foram encaminhados a uma
bancada anteriormente preparada e descontaminada com alcool 70% para analise
macroscopica, os 6rgaos foram apoiados em uma plataforma de cor azul, onde suas faces
foram analisadas de forma comparativa seguindo os seguintes critérios: forma, volume
ou tamanho, coloragéo, presenca de lesGes e qualquer outra alteracdo aparente quando
comparado com o grupo controle. Cada érgéo foi fotografado para montagem e exibi¢céo de
um quadro comparativo.

Posteriormente os 6rgaos foram seccionados na orientagé@o vertical a metade, uma
parte foi destinada para andlise da colonizacéo tecidual e a outra parte destinada ao estudo
histopatolégico.

4.4.5 Colonizacao tecidual

Os fragmentos dos tecidos dos 6rgaos destinados a identificacdo de colonizacao
foram macerados com o auxilio de um triturador de tecido ( Tissue- Tearor; BioSpec Products,
Inc. Model 985370), adicionando gradualmente solucdo salina estéril (0,9% de NaCl) até
chegar a um volume final de 1,0 mL. O extrato obtido com a maceracéao foi transferido para
um microtubo estéril e homogeneizado no vortex por um minuto. Apés homogeneizagao
foi retirada uma aliquota de 100 pL da suspensdo e semeamos em meio agar sangue
Merckoplate® (pH 7,2 a 7,6; armazenado em temperatura 1,7 °C a 3,3 °C) por toda a
superficie com alca de Drigalski de forma homogénea. As placas foram incubadas em estufa
de crescimento bacteriolégico em aerobiose a 36 a 37 °C e examinadas diariamente por até
48 horas. Posteriormente as colénias crescidas foram contadas e as placas fotografadas
para montagem e exibicdo de um quadro comparativo.

4.4.6 Confeccao de laminas histolégicas dos tecidos - coracdo, baco, rim e
pulméo

As amostras dos tecidos do coragéo, bacgo, rim esquerdo e pulméo esquerdo foram
posicionadas em cassetes, armazenadas em formaldeido a 10% com pH entre 0,6 e 0,7
por 48 horas, e encaminhadas ao servico de anatomia patolégica do HUAP, onde foram
submetidos as técnicas de rotina para confecg¢é@o das laminas. Os cortes foram feitos com
3,0 ym de espessura para a montagem das laminas, que foram coradas em hematoxilina
eosina. Apds o processo de confeccdo das laminas, as mesmas foram observadas em
microscépio Optico (modelo LX 500) e fotografadas utilizando uma camera iVm 5000
através do programa ProgRes capture Pro 2.7 para a descricéo histopatolégica.
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4.5 FORMAGAO DE BIOFILME

4.5.1 Pesagem dos animais: peso inicial e peso final

Para calcularmos a variagédo de peso dos animais utilizamos a mesma metodologia

empregada no item 4.4.1.

4.5.2 Método cirurgico de insercdao de fragmento de cateter em dorso de
camundongos

Os animais foram anestesiados com Isoflurano FORANE® (2-cloro-2-
(difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano), por inalagdo em campanula fechada, apds a
observacédo de auséncia de reflexos a dor foi feito a tricotomia com Iamina cirirgica da
area dorsolateral do pescogo dos camundongos, regido onde foi feita a cirurgia, a regiéo foi
descontaminada com alcool a 70%. Através de uma incisao foi feita uma bolsa subcutanea
medindo aproximadamente 1,5 cm. Um fragmento de cateter (Becton Dickinson - Arentina
S.R.L) medindo 0,5 cm estéril (embalado individualmente e autoclavado) foi introduzido na
bolsa de forma asséptica. (ARCHER et al., 2011; ATAHAN et al., 2009) A incisao foi fechada
com cola cirtrgica sintética Glubran® 2 (GEM S.r. | — Itélia).

Para a inoculagdo da suspensdo bacteriana o animal foi contido manualmente,
apoiado sobre uma superficie descontaminada, a agulha foi inserida sob a pele solta,
apreendida com o polegar e o indicador, e, em seguida, injetada a substancia contendo a
bactéria em estudo com distancia de um centimetro do local onde foi inserido o fragmento
de cateter, utilizando seringa de insulina descartavel, método que raramente € doloroso. A
administragéo intradérmica possui a velocidade de absorcao inferior as vias intraperitoneal
e intramuscular como no exemplo da figura oito. (DIEHL et al., 2001; NEVES, 2013) Cada
seringa continha 50 pL da suspensao bacteriana preparada uma hora antes da inoculagéo.
Os isolados de S. aureus em estudo foram semeados em meio TSA (irypticase soy agar) 24
horas antes de sua preparagéo e as coldnias desenvolvidas foram coletadas e ressuspensas
em solugdo salina estéril (0,9% de NaCl) em tubo de ensaio estéril. A concentragdo foi
definida por diluicdo seriada e contagem de unidades formadoras de colénias em meio
agar sangue, de acordo com protocolo previamente definido. (KIEDROWSK et al., 2011) A
diluicdo teve seu prosseguimento em outro tubo de ensaio com solugéo salina estéril, até
obter a concentragédo de 107 UFC/mL Uma aliquota da suspenséo com 50 pL foi inoculada,
exceto o grupo controle, que continha apenas solugéo salina estéril.
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Figura 08 - Método de inoculagéo por via intradérmica

"l,-.a' 3 . M

‘ t‘{i‘(.

--
=

Fonte: Manual de cuidados e procedimentos com animais de laboratério do biotério de producéo e
experimentagdo da FCF-IQ/USP. Imagem A e B demonstram o modelo de inoculagdo intradérmica.
(NEVES, 2013)

4.5.3 Macroscopia do dorso dos camundongos

Apb6s 96 horas (5.760 minutos) do desafio o peso final dos animais foi aferido,
como ja descrito anteriormente no item 3.4.1. Os animais forma eutanasiados seguindo
os critérios descritos no quadro trés, a eutanasia foi feita através de sobredose anestésica
por inalagédo de Isoflurano FORANE® (2-cloro-2- (difluorometoxi)-1,1,1-trifluoro-etano) em
campanula fechada por saturacéo. Confirmada a morte pela parada cardiaca e respiratoria,
auséncia de reflexos e queda da temperatura corporal < 25 °C, (LIMA et al., 2011) os
animais foram encaminhados a uma bancada anteriormente preparada e descontaminada
com alcool 70% para analise macroscopica do dorso, os mesmos foram apoiados em uma
plataforma de cor azul, com suas regides dorsais voltadas para cima. Os dorsos foram
analisados de forma comparativa utilizando como padrdao o grupo controle, buscando a
presenca de alteragdes morfoldgicas compativeis com infeccdo, como: edema, hiperemia
necrose e exsudato. Cada regido onde foi inserido o fragmento de cateter foi fotografada
para montagem de um quadro comparativo.

4.5.4 Macroscopia do fragmento de cateter

Os fragmentos de cateter foram explantados do dorso dos camundongos através de
uma incisao feita no mesmo local onde foi executada para a insergdo. Com o auxilio da ponta
de uma pinga cirargica estéril os fragmentos foram retirados preservando todo o material
que os circundava. Os mesmos foram encaminhados para uma bancada anteriormente
preparada e descontaminada com alcool 70% para analise macroscopica. Na analise, foi
observada se havia a presenga de material aderido a superficie interna e externa do cateter
e 0 aspecto: se a consisténcia era liquida ou espessa, se a cor do material apresentava
transparéncia ou opacidade. Os cateteres explantados foram fotografados para montagem

de um quadro comparativo.
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4.5.5 Colonizacao e formacéo de biofilme em cateter

Os cateteres explantados foram colocados separadamente em tubos de ensaio com
capacidade 10 mL para cultura quantitativa. Este método consiste na lavagem da superficie
externa e interna utilizando 1,0 mL de solucéo salina estéril (0,9% de NaCl), através da
agitacao em vértex por um minuto. Da diluicdo, uma aliquota de um décimo (100 pL) foi
retirada com uma pipeta automatica e transferida para uma placa de Petri (90 x 15 mm),
contendo 25,0 mL de &gar sangue de carneiro a 5,0%. A semeadura foi realizada sobre
toda a superficie do meio de cultura de forma homogénea com auxilio de uma al¢ca de
Drigalski. Em seguida foi incubada em estufa bacteriol6gica em aerobiose, a 36 a 37 °C e
examinada diariamente por até 48 horas. A contagem das unidades formadoras de colénias
foi correlacionada com a diluigéo inicial (um décimo). O resultado da cultura quantitativa
foi relatado como UFC/mL (unidades formadoras de colbnias por mL) e o crescimento =
10® (= 1000 coldnias) UFC/mL confirma colonizagcdo do cateter. (ATAHAN et al., 2009;
SCHECHTER & MARANGONI, 1998)

4.5.6 Confeccao de laminas histolégicas do tecido dorsal

Para a confecgao das laminas histologicas foi extraido um fragmento de pele do dorso
que revestia o cateter, medindo aproximadamente 1 cm largura por 1 cm de comprimento. Os
fragmentos foram posicionados em cassetes, armazenados em formaldeido a 10% com pH
entre 0,6 e 0,7 por 48 horas, e encaminhados ao servi¢o de anatomia patoldgica do HUAP, onde
foram submetidos as técnicas de rotina para a confeccao das laminas. Os cortes foram feitos
com 3,0 ym de espessura para a montagem das laminas, que foram coradas em hematoxilina
eosina. Ap6s o processo de confeccdo das laminas, as mesmas foram observadas em
microscopio optico (modelo LX 500) e fotografadas utilizando uma camera iVm 5000 através
do programa ProgRes capture Pro 2.7 para a descri¢ao histopatolégica.

Quadro 03 - Critérios utilizados como método humanitario de eutanasia

Auséncia de sinais de medo, dor ou de estresse.

Periodo de tempo minimo para que o animal fique inconsciente.

Método confiavel e passivel de reproducao.

Método seguro para a pessoa que 0 executa.

Deve causar o minimo de efeitos psicolégicos e fisioldégicos ao animal.

Deve ser compativel com as necessidades da pesquisa.

N&o deve causar efeitos emocionais ao operador, ou causar o minimo de efeitos.

Deve trazer o minimo de impacto sobre o meio ambiente.

A manutencéo dos equipamentos utilizados deve ser facil e periédica.

Deve ser realizado longe das salas de animais.

O operador deve ser experiente na correta contencdo e no manejo dos animais.

Fonte: Manual de cuidados e procedimentos com animais de laboratério do biotério de producéo e
experimentacéo da FCF-IQ/USP. As técnicas devem resultar na perda de consciéncia de forma rapida,
seguida por parada cardiaca ou respiratéria e pela perda definitiva da fungéo cerebral. (NEVES, 2013)
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ESTATISTICA

5.1 ANALISE ESTATISTICA DO EXPERIMENTO DE INFECCAO E SEPSE

Foi realizada Analise da Varidncia para sete fatores. Utilizando como variavel de
interesse a relacao entre peso inicial e o final dos animais de cada grupo através do teste de
comparacao multipla Kruskal-Wallis; para a variavel de peso dos érgéos: coracao e rim foi
utilizado o teste de comparagéao multipla Shapiro-Wilk, e para o baco e pulmao foi utilizado
o teste de comparagdo multipla Kruskal-Wallis, apds o desafio utilizando como padréao
de normalidade o grupo controle. Para a variavel de tempo de sobrevida ap6s o desafio
no prazo de 96 horas (5.760 minutos) de observacgéo foi utilizado o teste de comparacao
multipla log rank; para a variavel em quantificacdo de coldnias nos extratos obtidos com a
maceracédo da metade dos tecidos dos érgaos foi utilizado o teste de comparagao maultipla
através do grafico em coluna. O software utilizado foi o SPSS versdo 10.0, tendo como
resultado estatistico ao nivel de significancia a = 0,05.

5.2 ANALISE ESTATISTICA DO EXPERIMENTO DE BIOFILME

Foi realizada Andlise da Variancia para dois fatores. Utilizando como variavel de
interesse a relacdo entre peso inicial e o final dos animais de cada grupo foi utilizado o
teste de comparacgao mdltipla Kruskal-Wallis; para a variavel em quantificagcéo de col6nias
nos extratos obtidos a partir dos cateteres explantados apds o desafio no prazo de 96
horas (5.760 minutos) de observacéo foi utilizado o teste de comparagé@o multipla utilizando
grafico em coluna. O software utilizado para a variavel de peso inicial e final foi o0 SPSS
versa@o 10.0, tendo como resultado estatistico ao nivel de significancia a = 0,05.
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RESULTADOS

Apos a fenotipagem e genotipagem das amostras bacterianas foi constatada a
adequabilidade das cepas para uso dos experimentos. As amostras inoculadas foram
identificadas através da caracterizagédo fenotipica conforme descrito no item 3.3.1. Por
estarmos estudando amostras com diferentes perfis génicos, a genotipagem das amostras
foi feita para identificar se as cepas portavam os genes mecA e pvl através da PCR
(Polymerase Chain Reation) convencional conforme descrito nos itens 3.3.2.2 € 3.3.2.3.

6.1 INFECCAO E SEPSE

6.1.1 Peso dos animais: peso inicial e peso final

A avaliagédo do peso inicial nos grupos estudados, comparados com o grupo controle
G1 (35,70 g + 0,55 g), os demais grupos G2 (36,36 g + 2,33 g), G3 (33,09 g + 2,18 g), G4
(32,43 g £ 0,77 g) e G5 (32,53 g + 2,48 g), ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa ao nivel de significancia a = 0,05, conforme apresentado na tabela 03.

Tabela 03 - Peso inicial dos animais (g)

Grupos N Média d.p. (*)

G1: Controle 5 357009 0,5568
G2: MSSA pvi () 5 363679 2,3311
G3: MSSA pvi (+) 5 33090 2,1898
G4: MRSA pvi (+) 5  32430g 0,7778
G5: MRSA pvi (+) 5  32535g 2,4819

USA300 WT

(*) d.p.: desvio padréo; a.i.q.: amplitude interquartilica

Assim como nos pesos iniciais, ao compararmos 0s resultados encontrados nos
grupos G2 (34,50 g + 1,63 g), G3 (29,19 g + 1,90 g), G4 (30,79 g = 1,06 g) e G5 (30,52 g
+ 1,13 g), com o grupo controle G1 (31,49 g + 1,31 g), ndo foram observadas, ao nivel de
significancia a = 0,05, diferenca estatistica significativa entre os grupos em relagéo ao peso
final dos animais (Tabela 04).
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Tabela 04 - Peso final dos animais (g)

Grupos N Média d.p. (*)

G1: Controle 5 31,497 g 1,3169
G2: MSSA pvi (-) 5 34,503 g 1,6323
G3: MSSA pvi (+) 5 29,197 g 1,9037
G4: MRSA pvi (+) 5 30,790 g 1,0607
G5: MRSA pvi (+) 5  30520¢ 11314

USA300 WT

(*) d.p.: desvio padrao; a.i.q.: amplitude interquartilica

6.1.2 Analise comparativa da diferenca entre o peso final e o peso inicial

Na comparacgéo entre a relagéo do peso final e peso inicial no nivel de significancia

a = 0,05, foi observado a inexisténcia de diferenca entre a perda de peso nos grupos
estudados, pesos dos grupos: G1 (0,209 +1,83 g); G2 (1,86 g + 1,26 g); G3 (3,89 g + 3,20

9); G4 (1,64 g +0,28 g) e G5 (2,01 g + 1,35 g) (Tabela 05 - Gréafico 01).

Tabela 05 - Diferenca entre o peso final e o inicial

Grupos N Média d.p. ()

G1: Controle 5 0,203 g 1,8361
G2: MSSA pvi (-) 5 18639 1,2616
G3: MSSA pvi (+) 5 3,893 g 3,2052
G4: MRSA pvi (+) 5 1,640g 0,2828
GS: MRSA pvi (+) 5 20159 1,3506

USA300 WT

(*) d.p.: desvio padréo; a.i.q.: amplitude interquartilica
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Gréafico 01 - Diagrama conjugado dos pesos iniciais e finais
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6.1.3 Tempo de sobrevida apés infeccao

A analise do tempo de sobrevida dos animais de todos os grupos estudados indicou
inexisténcia de diferenca significativa entre os tempos de sobrevivéncia, mesmo quando
comprados com o grupo controle, ao nivel de significancia a = 0,05. Porém foi observada nos
grupos G2: MSSA pvI(-), G3: MSSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT, a sobrevivéncia
de 60% dos animais em cada grupo, 0 que corresponde a dois animais mortos antes do
desafio de 96 horas (5.760 minutos), no grupo G4: MRSA pv/ (+) foi observado 80% de
sobrevivéncia, correspondendo a um animal morto antes do prazo para término do desafio.
Ja no grupo controle, todos os animais se mantiveram com vida até o prazo final do estudo,
cinco animais com vida (Tabela 06).
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Tabela 06 - Descricao comparativa entre os tempos de sobrevida apds desafio de 96 horas (5.760 minutos) de infeccao

1.C.95%

Grupo dNﬁ’mt_ero Numero de tempos Percen_tual de Temp_o méd_io de Erro padrao dc_> Tempo de sobrevida
e 6bitos censurados (sobreviventes) sobreviventes sobrevida (minutos) tempo de sobrevida . .
Minimo  Maximo
G1: Controle 0 5 100% 5760 0 - -
G2: MSSA pvi(-) 2 3 60% 5075 435 4222 5928
G3: MSSA pvi (+) 2 3 60% 4744 557 3653 5835
G4: MRSA pvi (+) 1 4 80% 5555 184 5195 5915
G5Gg:§)’(‘) ";‘,:,"T(*) 2 3 60% 4172 964 2082 6061
Todos 7 18 72% 5061 273 321 5760
1.C.95%: Intervalo de confianga a 95% de confianca.
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6.1.4 Peso dos 6rgaos

6.1.4.1 Pesos dos coracées

A andlise da variancia, ao nivel de significancia a = 0,05 para cada um dos grupos
G2: MSSA pv/ (-) (0,173 g + 0,001 g), G3: MSSA pv/ (+) (0,161 g + 0,038 g), G4: MRSA
pvl (+) (0,143 g = 0,032 g) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (0,168 g + 0,039 g) ndo
apresentaram diferengas significativas em relagéo ao grupo controle G1: controle (0,164 g
+ 0,030 g). Mais ainda, nenhum dos grupos difere de qualquer outro com relagéo ao peso
do coragéo (Grafico 02).

Grafico 02 - Descri¢éo grafica comparativa dos pesos dos coragdes nos diferentes grupos
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6.1.4.2 Pesos dos bagos

A andlise da variancia, ao nivel de significancia a = 0,05 para cada um dos grupos
G2: MSSA pvi (-) (0,139 g + 0,0255 g), G3: MSSA pv/ (+) (0,141 g + 0,094 g), G4: MRSA
pvl (+) (0,137 g = 0,030 g) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (0,108 g + 0,036 g) nao
apresentaram diferencas significativas em relagao ao grupo controle G1: controle (0,106 g
+ 0,029 g). Mais ainda, nenhum dos grupos difere de qualquer outro com relagéo ao peso
dos bacgos (Grafico 03).
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Gréfico 03 - Descrigao grafica comparativa dos pesos dos bagos nos diferentes grupos
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6.1.4.3 Peso dos rins

A andlise da variancia, ao nivel de significancia a = 0,05 para cada um dos grupos
G2: MSSA pvi (-) (0,204 g + 0,0235 g), G3: MSSA pv/ (+) (0,225 g + 0,0334 g), G4: MRSA
pvl (+) (0,214 g = 0,0233 g) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (0,210 g = 0,0285 g) ndo

apresentaram diferencgas significativas em

+0,0317 g). Mais ainda, nenhum dos grupos difere de qualquer outro com relacao ao peso

dos rins (Grafico 04).
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G3 G4 G5
Grupos
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Grafico 04 - Descrigéo grafica comparativa dos pesos dos rins nos diferentes grupos
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6.1.4.4 Pesos dos pulmbes

A andlise da variancia, ao nivel de significancia a = 0,05 para cada um dos grupos
G2: MSSA pvi (-) (0,212 g + 0,0513 g), G3: MSSA pv/ (+) (0,253 g + 0,0709 g), G4: MRSA
pvl (+) (0,198 g + 0,0483 g) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (0,227 g + 0,0611 g) nédo
apresentaram diferengas significativas em relagcéo ao grupo controle G1: controle (0,235 g
+0,0636 g). Mais ainda, nenhum dos grupos difere de qualquer outro com relagéo ao peso
dos pulmdes (Grafico 05).
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Grafico 05 - Descrigéo grafica comparativa dos pesos dos pulmdes nos diferentes grupos
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6.1.5 Analise macroscopica da cauda

Em alguns dos animais foram observadas alteragdes nos locais de inoculacdo. Na
cauda de trés animais pertencentes ao grupo G2: MSSA pv/ (-) foi constatada a presenca
de ulceracdo com hiperemia, a regido distal apresentou perda da extremidade por necrose,
na regido proximal exibiu espessamento por edema e palidez (Figura 09 - Imagem A).
No grupo G3: MSSA pv/ (+) também foi observada ulceragdo com hiperemia que se
estendia até a extremidade, a regido proximal da cauda apresentou espessamento por
edema e palidez, ainda foi observado uma regido circular com perda de pelos e hiperemia
na pata posterior direita. O testiculo do mesmo animal exibiu edema e hiperemia (Figura
09 - Imagem B e C). Assim como foi observada também no grupo G4: MRSA pv/ (+),
ulceracao no local de inoculagdo com hiperemia e coloracéo vinhosa que se estende até
a extremidade possivelmente acometida por necrose, a regido proéxima a base da cauda
exibiu espessamento e edema (Figura 09 - Imagem D). Nos demais grupos G1 (solugéo
salina a 0,9% de NaCl) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT nao foram observados qualquer
alteracéo nos locais de inoculacéo.
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Figura 09 - Caudas de camundongos com infecgéo, lesdo em pele e testiculos

RN

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Na imagem A, caudas com ulceragé@o e hiperemia apresentando coloragéo vinhosa, regido distal com
necrose e perda das extremidades, as regides proximas as bases com espessamento por edema e
palidez. Na imagem B, a cauda apresenta ulceragdo com hiperemia e zona vinhosa que se estende até
a extremidade possivelmente acometida por necrose, imagem C (150x) a cauda na regido proxima a
base com espessamento e edema, area proxima ao local de inoculagéo apresentou perda de pelos e
coloragao vinhosa. O testiculo apresentou edema e hiperemia. Imagem D, a cauda apresentou ulceragao
com hiperemia e zona vinhosa que se estende até a extremidade possivelmente acometida por necrose,
regido préxima a base da cauda exibiu espessamento e edema.
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6.1.6 Analise macroscoépica dos olhos

Foi observado em apenas um dos animais pertencente ao grupo G4: MRSA pv/ (+)
em ambos os globos oculares (direito e esquerdo) apresentando infeccdo, composta por
material purulento espesso e amarelado cobrindo as escleras, e edema palpebral (Figura
10).

Figura 10 - Globos oculares direito e esquerdo com infecgédo

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Ambos os globos oculares, direito (imagem A e B no aumento de 150x) e esquerdo (imagem C e D no
aumento de 150x) apresentando material espesso e amarelado revestindo as escleras, edema palpebral
e perda de pelos no local, orelha com vermelhiddo e perda das bordas.
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6.1.7 Analise histopatolégica do globo ocular

No grupo G4: MRSA pv/ (+), foi constatada alteragdo no globo ocular em um dos
animais, a analise histopatolégica exibiu exsudato inflamatério composto por fibrina com
fragmento do mesmo aderido a esclera, ainda restos celulares de necrose no epitélio em
algumas areas com a invaséo leucocitaria (Figura 11).

Figura 11 - Microscopia do olho explantado apés 79 horas e 30 minutos, referente ao camundongo do
grupo G4, corada em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem (100x) globo ocular (asterisco), exsudato inflamatério composto por leucécito polimorfonuclear
e fibrina (seta), epitélio com area de necrose com invasao leucocitaria (seta pontilhada).
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6.1.8 Analise macroscoépica dos coracoes

Algumas imagens referentes a analise macroscopica dos 6érgdos podem apresentar
diferengas em relacdo ao tamanho, mostrando desiguais proporcdes entre a face anterior
e posterior, essas diferencas se devem ao angulo utilizado para captag¢éo de luminosidade
do ambiente e a distancia entre o 6rgéo e a camera fotografica.

Na avaliagdo do coracao do grupo G1 (solugéo salina a 0,9% de NaCl), foi observado
que o mesmo apresentou forma e volume preservados, coloragdo avermelhada (Figura 12 -
Imagem 1A). O épice apresenta um coagulo (Figura 12 - Imagem 1B). No grupo G2: MSSA
pvl (-) o coracdo apresentou forma preservada e volume ligeiramente aumentado quando
comparado com o grupo controle G1, a regido direita compreendida entre o atrio e ventriculo
apresentou uma coloragdo avermelhada (Figura 12 - Imagem 2A). O grupo G3: MSSA
pvl (+) o coragédo apresentou coloracdo mais escurecida, o apice enegrecido (Figura 12 -
Imagem 3A), o restante do 6rgdo apresentou coloragao violacea que se estendeu por todo
restante do tecido, ndo houve alteracdo em sua forma, porém apresentou diminui¢cdo no
volume quando comparado com o grupo controle G1. No grupo G4: MRSA pvi (+) o coragéo
apresentou globoso com volume aumentado, quando comparado com o grupo controle G1,
a coloracdo de vermelha a vinhosa em toda a face anterior (Figura 12 - Imagem 4A), a face
posterior apresentou coloragéo péalida com regides avermelhadas (Figura 12 - Imagem 4B).
O grupo G5: MRSA pvi (+) USA300 WT, o coragao apresentou a forma preservada e volume
aumentado, o &pice (atrio direito) com uma regiéo de cor enegrecida (Figura 12 - Imagem
5B) que se estendia no interior do 6rgéo até o ventriculo direito (Figura 12 - Imagem 5A).
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Figura 12 - Macroscopia da face anterior e posterior dos cora¢des
CONTROLE ‘ MSSA pvl (-) MSSA pvl (+) E MRSA pv (+) . MRSA pv/ (+) USA300 WT

Fonte: Silva-Santana (2015). Laborato6rio de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
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6.1.9 Analise histopatolégica dos coracoes

Na analise histopatolégica dos coragdes do grupo G1 (solugdo salina a 0,9%
de NaCl), foi observado que o tecido cardiaco manteve sua disposicdo habitual sem
afastamento de fibras, que se mantiveram em feixes paralelos, os nicleos bem situados
no centro das células com a cromatina compacta. (Figura 13 - Imagem A e B). No grupo
G2: MSSA pvl/ (-) o tecido cardiaco exibiu a presenca de massas bacterianas em tamanhos
variaveis (granulos basofilicos) e células inflamatérias entre as fibras musculares. Algumas
regides foram observadas a dissociacao das fibras devido ao edema, efluxo inflamatério
e necrose (Figura 14 - Imagem A e B). O grupo G3: MSSA pv/ (+) revelou a presenca de
areas com edema e aumento de células inflamatérias permeando as fibras musculares,
foram observadas multiplas massas basofilicas em regides variaveis (sugestiva de colénias
bacterianas), ao redor delas as fibras musculares apresentaram perda de seus limites
por necrose. Ainda a presenga de coldnia bacteriana no interior do vaso ocasionando
congestao (Figura 15 - Imagem A e B). No grupo G4: MRSA pv/ (+), o tecido cardiaco
exibiu desorganizacao das fibras musculares e presenca de massas eosinofilicas, células
inflamatérias no espaco inter-fibrilar, ainda discreta vacualizagéo de fibras, foi observado
também vasos congestos (Figura 16 - Imagem A e B). Na andlise histopatologica dos
coragdes do grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT foi observado no tecido cardiaco alguns
nacleos apresentando cariblise. Presenca de colbnias bacterianas com necrose extensa
por todo o tecido, ao redor das coldnias a regido se apresentou mais eosinofilica com
necrose isquémica, poucos linfécitos presentes (Figura 17 - Imagem A e B).

Figura 13 - Microscopia do coracéo explantado apés 96 horas do grupo G1 (controle - inoculado com
solugéo salina estéril a 0,9% de NaCl) e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) fibras organizadas, ndo ha fragmentagéo, com disposi¢do habitual. Imagem B (400x)
presenca de espagamento entre as fibras decorrente de artefacto, miocardiécito com nicleo bem situado
e cromatina compacta (seta).
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Figura 14 - Microscopia do coragéo explantado apds 54 horas e 46 minutos do grupo G2: MSSA pvi (-)
e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) massas bacterianas em tamanhos variaveis (seta), células inflamatorias entre as fibras
musculares (seta pontilhada), dissociacdo das fibras musculares por edema e efluxo inflamatério (ponta
de seta vasada). Imagem B (400x) extensa regido de necrose com edema (seta), grande regicao de
afluxo inflamatério misto composto por neutréfilos e monécitos com restos nucleares (seta pontilhada).

Figura 15 - Microscopia do coragdo explantado ap6s 53 horas e 18 minutos do grupo G3: MSSA pv/ (+)
e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) area de edema com presenca de células inflamatérias permeando as fibras musculares
(seta pontilhada), colénia bacteriana (seta). Imagem B (400x) perda dos limitas das fibras por necrose
com presenca de células inflamatérias (seta pontilhada), massas basofilicas multiplas em regides
variaveis sugestivo de colbnia bacteriana (seta), capilar congesto com coldnia bacteriana (seta vazada).
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Figura 16 - Microscopia do coragdo explantado ap6s 78 horas e nove minutos do grupo G4: MRSA pv/
(+) e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) desorganizagao das fibras musculares com massas eosinofilicas (seta), vaso congesto
(seta pontilhada), células inflamatérias no espaco inter-fibrilar muscular (seta vazada). Imagem B (400x)
tecido apresentando desorganizagao por necrose (seta), células inflamatérias (seta pontilhada) e discreta
vacualizagdo das fibras (seta vazada).

Figura 17 - Microscopia do corac¢éo explantado apés cinco horas e 35 minutos do grupo G5: MRSA pv/
(+) USA300 WT e corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) col6nia bacteriana com coloragéo eosinofilica ao redor (seta) tecido amorfo com necrose
isquémica (seta pontilhada). Imagem B (400x) col6nia bacteriana com regiéo ao redor mais eosinofilica
caracteristica de necrose isquémica (seta), necrose com espessamento de fibras com poucos linfocitos
(seta pontilhada).
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6.1.10 Analise macroscépica dos bacos

Na avaliacdo do baco do grupo G1 (solugdo salina a 0,9% de NaCl), foi observado
aspecto de normalidade preservando sua forma e volume (Figura 18 - Imagem 1A e 1B). No
grupo G2: MSSA pvi (-) o bago apresentou a forma anatémica preservada e volume aumentado
ao ser comparado com o grupo controle G1 (Figura 18 - Imagem 2A e 2B). O grupo G3: MSSA
pvl (+), 0 bagco manteve sua forma preservada com diminui¢cdo do volume quando comparado
com o grupo controle G1, foi observada uma regiéo enegrecida no apice (Figura 18 - Imagem
3B). No grupo G4: MRSA pvi (+) 0 bago apresentou o volume aumentado, sua forma se manteve
com aspecto e cor normal (Figura 18 - Imagem 4A e 4B). O grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300
WT, o baco apresentou perda da forma anatdmica, a regiéo inferior mais larga e a superior mais
estreita, com a coloracdo avermelhada (Figura 18 - Imagem 5A).
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Figura 18 - Macroscopia da face anterior e posterior dos bagos

CONTROLE MSSA pvi (+) MRSA pv/ (+)

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
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6.1.11 Analise histopatolégica dos bacos

Na analise macroscopica do baco do grupo G1 (solugédo salina a 0,9% de NaCl), a
polpa vermelha apresentou sinusodides congestos, na polpa branca alguns foliculos exibiram
aumento com hipercelularidade no centro germinativo e na regido periférica (Figura 19
- Imagem A e B). No grupo G2: MSSA pvl/ (-), a polpa vermelha apresentou sinusoides
congestos, na polpa branca alguns foliculos exibiram aumento com hipercelularidade no
centro germinativo e na regido periférica onde houve perda da sua delimitacdo devido a
migracéo de linfocitos para a polpa vermelha (Figura 20 - Imagem A e B). O grupo G3: MSSA
pvl (+) mostrou perda da delimitacdo dos foliculos, onde ocorre a invaséao de linfécitos a
polpa vermelha que apresenta varios macréfagos foliculares e com sinuséides distribuidos
de maneira difusa (Figura 21 - Imagem A e B). No baco do grupo G4: MRSA pv/ (+) exibiu
o centro germinativo rarefeito, a zona cortical do parénquima com rarefacao linfocitéaria,
algumas regides apresentaram a completa perda do foliculo se dispersando através da
polpa vermelha com a migragéo linfocitaria a luz dos sinuzdides, ainda na polpa vermelha
foi observada a presenga de macrofagos foliculares (Figura 22 - Imagem A e B). O grupo
G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT, a polpa vermelha apresentou maior congestao, o foliculo
com rarefagdo e migragéo linfocitaria da regiéo periférica do foliculo para a polpa vermelha
onde estéo presentes varios macréfagos foliculares (Figura 23 - Imagem A e B).

Figura 19 - Microscopia do baco explantado ap6s 96 horas do grupo G1 (controle - inoculado com

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) polpa vermelha com sinusoides congestos (seta pontilhada), polpa branca com alguns
foliculos aumentados por hipercelularidade (seta). Imagem B (400x) polpa branca com centro germinativo
e regido periférica apresentando hipercelularidade (seta).
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Figura 20 - Microscopia do bago explantado ap6s 54 horas e 46 minutos do grupo G2: MSSA pv/ (-) e
corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Imagem A (100x) polpa vermelha com sinuséides congestos (seta pontilhada), polpa branca com
foliculos aumentados por hipercelularidade (seta). Imagem B (400x) auséncia dos limites da polpa branca
causada por hipercelularidade e invaséo de linfocitos na polpa vermelha (seta), macréfago folicular (seta
pontilhada).

Figura 21 - Microscopia do bago explantado ap6s 96 horas do grupo G3: MSSA pv/ (+) e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) perda da delimitagdo do foliculo por invasédo dos linfécitos na polpa vermelha (seta),
macréfagos foliculares (seta pontilhada). Imagem B (400x) perda da delimitagdo do foliculo que se
distribui de maneira difusa a luz dos sinus6ides com presenca de inimeros linfocitos (seta), macréfagos
foliculares (seta pontilhada).
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Figura 22 - Microscopia do bago explantado ap6s 96 horas do grupo G4: MRSA pv/ (+) e corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) centro germinativo com rarefagéo linfocitaria (seta), congestdo da zona cortical do
parénquima esplénico (seta pontilhada). Imagem B (400x) dispersdo do foliculo com invaséo na polpa
vermelha (seta pontilhada), migracéo dos linfocitos a luz dos sinuséides (seta) e macréfagos foliculares
(seta vazada).

Figura 23 - Microscopia do bago explantado apo6s 96 horas do grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT e
corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) degradacéo do foliculo com rarefagéo celular por migracao linfocitaria para a polpa
vermelha (seta), congestao da polpa vermelha (seta pontilhada). Imagem B (400x) rarefagéo linfocitaria
da regido periférica do foliculo (seta) macréfago folicular (seta pontilhada).
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6.1.12 Analise macroscoépica dos rins

Na analise histopatolégica do rim do grupo G1 (solugéo salina a 0,9% de NaCl), ndo
foi observada qualquer alterag@o, o 6rgéo apresentou superficie lisa e cor avermelhada
(Figura 24 - Imagem 1A e 1B). No grupo G2: MSSA pvl (-), foi observada a forma normal e
o volume diminuido, quando comparado com o grupo controle G1, exibiu lesdo puntiforme
amarelada na face anterior (Figura 23 - Imagem 2A) e na regido concava também (Figura
24 - Imagem 2B), a superficie do tecido apresentou cor vinhosa e lisa. O grupo G3: MSSA
pvl (+), apresentou leve diminuicdo do volume ao ser comparado com o grupo controle
G1, irregularidade na regido concava e perda da homogeneidade na coloragdo que se
estendeu em todo o tecido, algumas regides apresentaram palidez de consisténcia friavel,
outras avermelhadas chegando a coloragéo vinhosa, de distribuicdo difusa e irregular por
todo o 6rgéo (Figura 24 - Imagem 3A e 3B). No grupo G4: MRSA pv/ (+) apresentou forma
e volume preservados, com a superficie lisa e coloracdo avermelhada (Figura 24 - Imagem
4A e 4B). Na andlise do rim do grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT apresentou sua forma
normal a superficie do tecido com coloracdo avermelhada (Figura 24 - Imagem 5A e 5B).
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Figura 24 - Macroscopia da face anterior e posterior dos rins

CONTROLE MSSA pvi (1) MSSA pvi (+) MRSA pvi (+) MRSA pvi (+) USA300 WT

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
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6.1.13 Analise histopatolégica dos rins

Na analise histopatoldgica do rim do grupo G1 (solugéo salina a 0,9% de NaCl)
foram observados os glomérulos com celularidade normal, os tabulos contornados com
citoplasma roseo e abundante (Figura 25 - Imagem A e B). No grupo G2: MSSA pvi/ (-) foi
observado glomérulo tumefeito com massa bacteriana, tibulos com necrose do epitélio de
revestimento (eosinofilia) apresentando perda dos limites celulares e nlcleos com cariblise
(Figura 26 - Imagem A e B). O grupo G3: MSSA pv/ (+) foi observado alguns glomérulos
congestos e outros apresentando células glomerulares invadindo o espagco de Bowman,
as estruturas tubulares apresentando perda dos limites e alguns nucleos com caridlise,
ainda uma discreta vacuolizagéo (Figura 27 - Imagem A e B). No grupo G4: MRSA pv/ (+)
apresentou estruturas glomerulares com aumento da celularidade ocasionando diminuicéo
do espaco de Bowman, os tubulos com perda do epitélio de revestimento e celularidade,
as células com seus nucleos mostrando caridlise. Os vasos exibindo congestao (Figura 28
- Imagem A e B). Na analise histopatoldgica do rim do grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT
foi observada a presenca de massas bacterianas no interior de estrutura glomerular com
presenca de células inflamat6rias mono e polinucleares ocasionando desaparecimento do
espaco de Bowman, as estruturas tubulares alteracdes de maneira difusa com perda de
células e nucleos com caridlise ainda a presenga de vacuolizagdo mais intensa, alguns
vasos de médio calibre com congestéo (Figura 29 - Imagem A e B).

Figura 25 - Microscopia do rim explantado ap6s 96 horas do grupo G1 (controle - inoculado com
solugéo salina estéril a 0,9% de NaCl) e corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (200x) glomérulos com aspecto de normalidade, espaco de Bowman preservado (seta),
estruturas tubulares mantendo o revestimento do epitélio preservado (seta pontilhada). Imagem B (400x)
glomérulo com celularidade normal e espago de Bowman preservado (seta), tibulos com epitélio de
revestimento conservado (seta pontilhada).
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Figura 26 - Microscopia do rim explantado apés 54 horas e 46 minutos do grupo G2: MSSA pvi (-) e
corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) glomérulo apresentando massa bacteriana com celularidade e volume aumentado
(seta), congestao capilar (seta pontilhada). Imagem B (400x) glomérulo com volume e celularidade
aumentados com presenca de massa bacteriana e perda do espago de Bowman (seta), tibulos com
necrose do epitélio de revestimento (eosinofilia) e perda dos limites celular, nacleos com cariblise (seta
pontilhada).

Figura 27 - Microscopia do rim explantado apés 96 horas do grupo G3: MSSA pv/ (+) e corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) estruturas tubulares com perda do epitélio de revestimento e alguns nicleos com
cariblise (seta), intersticio com capilares congestos (seta pontilhada). Imagem B (400x) glomérulo
congesto, porém com o espaco de Bowman preservado (seta), glomérulo circunvizinho congesto e
invasdo de células glomerulares no espaco de Bowman (ponta de seta vazada), tibulos com perda do
epitélio de revestimento e auséncia de delimitacdo, nlcleos apresentando caridlise (seta pontilhada).
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) estruturas glomerulares com celularidade aumentada (seta), estruturas tubulares
exibindo perda do epitélio de revestimento e da celularidade, com nucleos apresentando cariolise (seta
pontilhada), no intersticio os vasos com congestédo (seta vazada). Imagem B (400x) glomérulo com
celularidade aumentada causando reducdo do espaco de Bowman (seta), estruturas tubulares com
perda do epitélio de revestimento e da celularidade, nicleos celulares com cariblise (seta pontilhada),
vasos no intersticio apresentando congestao (ponta de seta vazada).

Figura 29 - Microscopia do rim explantado ap6s 54 horas e 30 minutos do grupo G5: MRSA pv/ (+)
USA300 WT e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) massa bacteriana (seta), estrutura glomerular com aumento de celularidade (seta
pontilhada), estruturas tubulares com alteragbes difusas e perda celular com nlcleos apresentando
carilise (ponta de seta vazada), vaso de médio calibre com congestéo (asterisco). Imagem B (400x)
estrutura glomerular com massa bacteriana apresentando células inflamatérias mono e polinucleares
ocasionando perda o espago de Bowman (seta), tibulos com necrose do epitélio de revestimento e
perda da celularidade, discreta vacuolizagéo (seta pontilhada).
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6.1.14 Analise macroscoépica dos pulmées

A anadlise dos pulmdes do grupo G1 (solugdo salina a 0,9% de NaCl) mostrou
estrutura e forma com aspectos normais, os pulmdes apresentavam coloracdo rosea,
crepitacdo reduzida e vasos pérvios e amplos (Figura 30 - Imagem 1A e 1B). Ao exame
macroscopico, os pulmdes do grupo G2: MSSA pv/ (-) apresentaram volume aumento,
entretanto mantendo a forma anatdmica ao comparamos com o grupo controle, no pulméao
esquerdo foi observado uma coloragéo rosea, ja no pulméo direito apresentou coloragéo
avermelhada. O 6rgdo apresentou crepitacdo reduzida e auséncia de lesbes e vasos
pérvios (Figura 30 - Imagem 2A e 2B). Na analise dos pulmdes do grupo G3: MSSA pv/ (+)
foi constatado o aumento do volume do pulméo direito e esquerdo, sendo mais evidente
nos lobos esquerdos com perda da forma anatdémica com crepitacdo presente e reduzida
e a superficie de coloragéo avermelhada em toda a extensado do tecido. Algumas regides
apresentando pequenas areas vinhosas e vasos pérvios (Figura 30 - Imagem 3A e 3B).
Na analise dos pulmdes do grupo G4: MRSA pv/ (+) foi observado que suas formas se
mantiveram normais, porém com o volume aumentado e crepitagédo reduzida, apresentando
coloracao résea opaca (Figura 30 - Imagem 4A e 4B). Na analise dos pulmdes do grupo
G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT foi observada a perda da forma anatébmica, com aumento
de volume, a coloragéo se apresentou avermelhada com regibes e pontos enegrecidos, 0
tecido apresentou crepitacao reduzida (Figura 30 - Imagem 5A e 5B).
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Figura 30 - Macroscopia da face anterior e posterior dos pulmodes

MSSA pvi (-) MRSA pvl (+) MRSA pvi (+) USA300 WT

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratoério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
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6.1.15 Analise histopatoldgica dos pulmées

Na analise histopatologica dos pulmdes do grupo G1 (solucédo salina a 0,9% de NaCl)
foram observadas as estruturas bronquio alveolares apresentando epitélio de revestimento
integro com camada muscular preservada, 0s septos alveolares sem particularidades com
celularidade normal e espessura fina e delicada (Figura 31 - Imagem A e B). No grupo
G2: MSSA pvi (-) foi observada a intensa congestdo de vasos de pequeno, médio e
grande calibre com aumento da espessura dos septos (Figura 32 - Imagem A e B). Na
andlise do grupo G3: MSSA pv/ (+) apresentou a luz dos alvéolos com presenca de células
inflamatérias e os septos espessados e congestao capilar (Figura 33 - Imagem A e B). O
grupo G4: MRSA pv/ (+) foi observada a luz das estruturas bronquiolares parcialmente
preenchida por células inflamatorias. Vaso de grande calibre congesto com parede muscular
apresentando necrose e area parcial do parénquima com congestao capilar septal (Figura
34 - Imagem A e B). No grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT foram observadas as estruturas
bronquiolares preservadas com luz livre, entretanto a auséncia de septos alveolares com
perda da arquitetura por preenchimento de liquido de edema e fibrina. Ainda a presenca de
massas basofilicas (bactérias) de aspecto granular na luz de vasos ocasionado congestao
e presenca de células inflamatorias (Figura 35 - Imagem A e B).

Figura 31 - Microscopia do pulmao explantado ap6s 96 horas do grupo G1 (controle - inoculado com
solucéo salina estéril a 0,9% de NaCl) e corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) estruturas bronquiolares apresentando epitélio de revestimento integro (seta), septos
interalveolares sem particularidades e de espessura fina e delicada (seta pontilhada). Imagem B (400x)
septos interalveolares com celularidade, espessura e capilares normais (seta).
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Figura 32 - Microscopia do pulmao explantado ap6s 80 horas e 43 minutos do grupo G2: MSSA pv/ (-) e
corado em HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (100x) estruturas bronquiolares integras (seta pontilhada), intensa congestdo de vasos de
pequenos, médios e grandes calibres (seta). Imagem B (400x) congestéo capilar (seta), aumento da
espessura dos septos interalveolar (seta pontilhada).

Figura 33 - Microscopia do pulméao explantado apés 96 horas do grupo G3: MSSA pv/ (+) e corado em
HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Imagem A (100x) parénquima pulmonar com algumas luzes dos alvéolos apresentando células
inflamatorias (seta pontilhada), septos apresentando espessamento (seta), congestao capilar (ponta de
seta vasada). Imagem B (400x) septos espessados (seta), aumento da celularidade e congestéo capilar
nos septos (seta pontilhada).
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Figura 34 - Microscopia do pulmao explantado ap6s 96 horas do grupo G4: MRSA pv/ (+) e corado em

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Imagem A (100x) estrutura bronquiolar apresentando a luz parcialmente preenchida por células
inflamatérias (seta), area parcial do parénquima com congestdo capilar septal (seta pontilhada), vaso
de grosso calibre apresentando tecido necrético com aspecto hialino (seta vazada). Imagem B (400x)
congestéo capilar com espessamento dos septos (seta), parede muscular de vaso de grade calibre
apresentando necrose (seta pontilhada).

Figura 35 - Microscopia do pulmao explantado ap6s 54 horas e 30 minutos do grupo G5: MRSA pv/ (+)
USAS300 WT e corado em HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Imagem A (100x) perda da arquitetura do tecido e auséncia de septos alveolares (seta), massa
basofilica de aspecto finamente granular (massa bacteriana) causando congestéo e presenca de células
inflamatérias (seta pontilhada), luz do septo preenchida por liquido de edema e fibrina (ponta de seta
vazada). Imagem B (400x) massa bacteriana na luz de um vaso de médio calibre (seta), congestao
do vaso (seta pontilhada), exsudato predominantemente fibrinoso preenchendo as luzes dos alvéolos
(ponta de seta vazada).

Resultados

60



6.1.16 Identificacdo da colonizacao tecidual

Com o extrato obtido a partir da maceracéo dos érgéos e o cultivo de 100 pL do
mesmo em agar sangue, foi constatado que todos os grupos inoculados com as cepas
em estudo tiveram os 6rgdos: coragao, baco, rim e pulmdes colonizados, apresentando
contagem superior 1000 UFC/cm2. Com a exce¢édo do grupo controle, onde os animais
foram inoculados com solugéo salina estéril (0,9% de NaCl), ndo foi observada colonizacéo
em nenhum dos 6rgéaos analisados (Figura 36).

Figura 36 - Cultura celular do extrato obtido a partir do macerado dos 6rgéos: coracgao,
baco, rim esquerdo e pulmdes

CORAGAO PULMAO

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia -
LURA-EX UFF. Todos os grupos, G2: MSSA pvi/ (-); G3: MSSA pv/ (+); G4: MRSA pvi (+);
G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT, exibiram colonizagdo em quantidades aproximadamente
semelhantes, exceto o grupo G1 inoculado com solugéo salina estéril.
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Por néo ter sido possivel a quantificagdo de UFC precisa em virtude da quantidade
excessiva de colbnias, foi utilizada uma analise estimativa de > 1000 UFC/cm? e < 1000
UFC/cm?, para expressar a analise estatistica através do grafico de coluna.

O cultivo de 100 pL do extrato obtido com a maceragdo da metade do tecido
cardiaco, baco, rim e pulmao em agar sangue mostraram que ambos os grupos G2: MSSA
pvl (-), G3: MSSA pvi (+), G4: MRSA pv! (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT apresentaram
quantidades superiores a 1000 UFC/cm? colonizando os tecidos, diferentemente do grupo
controle, que mostrou auséncia de colonizacao bacteriana (Figura 36 - Gréafico 06).

Gréfico 06 - Descrigao grafica comparativa da coloniza¢édo bacteriana nos tecidos dos 6rgéos dos
diferentes grupos.
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratoério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
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6.2 BIOFILME

6.2.1 Diferenca entre peso final e peso inicial apés tempo estimado para
formacao de biofilme

Ao ser avaliado o peso inicial nos grupos estudados e comparados com o peso final
nao foram encontrados dados em perda significativos, ou qualquer dado significativo em
relacéo a perda de peso quando comparamos com o grupo controle tanto em relagdo ao
peso inicial quanto ao peso inicial ao nivel de significancia a = 0,05, conforme apresentado
no gréfico 07.

Nos grupos G1: controle e G3: MSSA pv/ (+), foi observada durante o tempo estimado
para o término do experimento (96 horas) a perda de um animal em cda grup devido a
competicao por liderancga da col6nia.

Gréfico 07 - Descrigao grafica comparativa entre peso inicial e peso final
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6.2.2 Analise macroscoépica dos dorsos dos camundongos

Nenhum dos animais de qualquer grupo morreu antes do desafio de 96 horas
(5.760 minutos), apresentou sinais de anorexia, diarréia ou alteracdes comportamentais.
Foi observado no grupo G3: MSSA pv/ (+) a presenca de edema e hiperemia no local de
introdugcéo do fragmento de cateter, no local de inoculagéo da solugdo contendo a cepa
bacteriana foi observado lesé@o eritematosa com limites imprecisos (Figura 37 - Imagem
G3). No grupo G4: MRSA pv/ (+) foi observado no local de inser¢cdo do fragmento de
cateter, edema acentuado com areas multifocais mais claras, ocasionando o descolamento
da sutura (Figura 37 - Imagem G4). Nos demais grupos: G1 (controle), G2: MSSA pv/
(-) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT nao foram observadas evidencias de infecgdo no
local de insercéo do enxerto, a pele se manteve com aspecto normal, entretanto a sutura
apresentou lesao ulcerada com bordos nitidos medindo aproximadamente 5,0 cm.

Figura 37 - Macroscopia da regido dorsal tricotomizada, local de inser¢do do fragmento de cateter,
exibindo infecgéo apoés desafio de 96 horas
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Nas imagens G1, G2 auséncia de infecgéo local ou qualquer alteracdo morfologica da pele; G3 apresenta
edema e hiperemia no local de insercédo do fragmento de cateter (seta), leséo de limites imprecisos e
eritematosa (seta pontilhada); G4 apresenta edema acentuado com areas multifocais mais claras (seta);
G5 pele com aspecto normal, incisédo para introdugdo do fragmento de cateter apresentando lesao
ulcerada medindo aproximadamente 5 cm.

6.2.3 Analise macroscépica dos fragmentos de cateter explantados apés
desafio

Apo6s o desafio de 96 horas (5.760 minutos) os cateteres explantados dos dorsos
dos camundongos foram analisados macroscopicamente em busca de qualquer material
aderido, tanto em sua superficie interna quanto externa. Foi constatada a presenca de
uma pelicula de coloragdo amarelada aderida tanto no interior quanto no exterior dos
fragmentos de cateter dos grupos G3: MSSA pv/ (+) e G4: MRSA pv/ (+) sugestivo de
biofilme, nos grupos G1 (solucéo salina estéril - NaCl 0,9%), G2: MSSA pv/ (-) e G5: MRSA
pvl (+) USA300 WT néo foi identificada a presenca de material aderido na superficie externa
dos fragmentos de cateter, entretanto no grupo G2 foi constatada a presenca de material
de coloragéo avermelhada aderido a superficie interna. Apenas no grupo G1 ndo houve
qualquer evidencia de material aderido no fragmento de cateter (Figura 38).
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Figura 38 - Macroscopia dos fragmentos de cateteres explantados dos dorsos dos camundongos apés desafio de 96 horas (5.760 minutos)

GRUPO CONTROLE MSSA pvi(-) MSSA pvi(+) MRSA pvi (+) MRSA pvi (+) USA300 WT

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF. G3 e G4 presentam material aderido a superficie externa
de cor amarelada, com areas micro nodulares opacas, também apresentam o mesmo material aderido a superficie interna. G1, G2 e G5 nao foram constatadas a
presenca de material aderido a superficie externa dos fragmentos de cateter, entretanto na superficie interna do G2 foi observado material de coloragao avermelhada
aderido.
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6.2.4 Identificacao da colonizacao e formacao de biofilme em cateter

Os cateteres explantados foram colocados separadamente em tubos de ensaio
contendo 1000 pL de solugéo salina estéril (0,9% de NaCl) para cultura quantitativa, com
a diluicéo obtida foi aliquota 100 pL de cada tubo e cultivado em &gar sangue a 5,0%. A
cultura quantitativa revelou a auséncia de col6nias bacterianas nos grupos: G1 (controle) e
no grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (Figura 39 - Imagens G1 e G5 respectivamente), foi
observada a presenca de colbnias bacterianas no grupo G2: MSSA pv/ (-) com quantidade
de 523 UFC/cm?, insuficiente para causar infeccdo e caracterizar a formacgao de biofiime
no prazo de 96 horas (Figura 39 - Imagem G2). Nos grupos G3: MSSA pv/ (+) e G4: MRSA
pvl (+) foi constatado na cultura de células a presenca de uma quantidade superior a 1000
UFC/cm?, confirmando a colonizagéo e formagéo de biofilme nos fragmentos de cateteres
pelo método quantitativo de cultura suficiente para gerar um processo inflamatério (Figura
39 - Imagens G3 e G4 respectivamente).
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Figura 39 - Cultura celular em &gar sangue 5% da diluicdo obtida a partir dos materiais aderidos aos fragmentos de cateter, ap6s desafio de 96 horas (5.760
minutos)

GRUPO CONTROLE MSSA pvi () MSSA pvi (+) MRSA pv/ (+) MRSA pvi (+) USA300 WT

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF. Grupo G3 e G4 exibe presenga de coloniza¢éo bacteriana
superior a 1000 UFC/cm2, o grupo G2 apresentou colonizagdo bacteriana de 523 UFC/cm2, diferentemente nos grupos G1 e G5 onde ndo houve colonizagao dos

fragmentos de cateter.
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Pela impossibilidade da quantificagao com exatidao das UFC nos grupos G3: MSSA
pvl (+) e G4: MRSA pvi (+) em virtude da excessiva colonizag¢édo bacteriana (Figura 37), foi
utilizada uma analise estimativa de = 1000 UFC/cm? e < 1000 UFC/cm?, para expressar
graficamente os resultados através do gréfico de coluna (Gréafico 08).

Grafico 08 - Descri¢éo grafica comparativa da colonizagdo bacteriana nos fragmentos de cateter

Formagao de Biofilme

6
1y B B
2R BB B
7 7
? ﬁ é . ﬁ 22 1000 UFC
) g«” 72 N % #1000 UFC
Zz 7z 7
Gl G2 G3 G4 G5
Grupos

6.2.5 Analise histopatolégica da pele que revestia o cateter

A analise histopatologica da pele que revestia o fragmento de cateter do grupo
G1 (solugéo salina estéril - NaCl 0,9%) exibiu a epiderme integra com a camada cornea
presente, seguindo da derme exibiu celularidade normal com tecido conjuntivo de permeio
exibindo seus anexos (Figura 40).
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Figura 40 - Microscopia da pele do dorso, local onde foi implantado o fragmento de cateter no grupo
G1: controle, corada com HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Epiderme integra (asterisco) com a camada cornea presente (seta), derme com anexos (seta pontilhada)
(100x).

A andlise histopatoldgica da pele do dorso que revestia o fragmento de cateter do
grupo G2: MSSA pvl/ (-) apresentou a epiderme e a derme preservadas com seus anexos,
os adipdcitos da hipoderme apresentaram celularidade aumentada em meio a hemacias
e infiltrado inflamat6rio composto por células leucocitos poli e mononucleares (Figura 41).
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Figura 41 - Microscopia da pele do dorso, local onde foi implantado o fragmento de cateter no grupo
G2: MSSA pv/ (-), corada com HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Imagem A (40x) exibe em meio a adipécitos da hipoderme celularidade aumentada com infiltrado
inflamatério (asterisco). Imagem B (400x) grande quantidade de hemécias (seta), infiltrado inflamatério
misto, composto por células poli e mononucleares (asterisco).

A analise histopatolégica da pele do dorso que revestia o fragmento de cateter do
grupo G3: MSSA pv/ (+) exibiu, a epiderme e a derme integras, na hipoderme rarefagéo
de adip6citos com intenso afluxo inflamatério misto de leucocitos poli e mononuclear com
expansao entre os adipécitos, ainda a presenca de fibrina em meio a hemacias (Figura 42).

Figura 42 - Microscopia da pele do dorso, local onde foi implantado o fragmento de cateter no grupo
G3: MSSA pv/ (+), corada com HE

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX
UFF. Na imagem A (40x) expansao do afluxo inflamatério (asterisco) e pequena faixa de adipécitos na
hipoderme (seta). Imagem B (100x) rarefacdo de adipécitos na hipoderme (seta), afluxo inflamatério
misto (asterisco) e fibrina (seta pontilhada).
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Ao ser avaliado histopatolégicamente a pele do dorso dos camundongos do grupo
G4: MRSA pvI (+), foi observada a epiderme e derme integras, na hipoderme em meio as
células adiposas a presenca de edema e congestao capilar. Abaixo da hipoderme, uma area
de necrose com infiltrado inflamatério misto, composto por leucocitos poli e mononuclear e
ainda a presenca de fibrina (Figura 43).

Figura 43 - Microscopia da pele do dorso, local onde foi implantado o fragmento de cateter no grupo

Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Na imagem A (40x) abaixo da hipoderme area de necrose (asterisco). A imagem B (100x) congestéao
capilar (seta), edema (ponta de seta vazada), fibrina (seta pontilhada), area de necrose com infiltrado
inflamatorio (asterisco).

A analise histopatolégica da pele do dorso dos camundongos do grupo G5: MRSA
pvl (+) USA300 WT exibiu a epiderme e a derme preservadas, entretanto com rarefagéo de
células adiposas na hipoderme, infiltrado inflamatério misto invadindo a hipoderme entre os
adipécitos chegando a derme e congestéao capilar (Figura 44).
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Figura 44 - Microscopia da pele do dorso, local onde foi implantado o fragmento de cateter no grupo
G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT, corada com HE
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Fonte: Silva-Santana (2015). Laboratério de Epidemiologia Molecular e Biotecnologia - LURA-EX UFF.
Imagem A (40x) rarefacédo de células adiposas na hipoderme (seta pontilhada), congestéo capilar (seta),
edema com afluxo inflamatério (asterisco). Imagem B (100x) rarefagdo de adipécitos com perfuséo de

afluxo inflamatério na derme (seta).
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DISCUSSAQ

INFECCAO E SEPSE

Em nossos estudos buscamos analisar as infec¢cdes causadas por S. aureus, em
diferentes aspectos tendo como padrdo de normalidade o grupo controle, comparamos
cepas com caracteristicas genéticas especificas, como resisténcia a beta-lactamicos
mediada pelo gene mecA e portadoras do gene de viruléncia pvi responsavel por tornar
as cepas produtoras de PVL mais virulentas, motivo destas cepas estarem associadas
clinicamente a abscessos de pele, infeccdo de tecidos moles e pneumonia necrosante.
(BOYLE-VAVRA & DAUM, 2007; LINA et al., 1999)

Para estudarmos as infecgbes causadas por S. aureus foram utilizados camundongos
Swiss adultos com seis semanas de vida pesando aproximadamente 34 g. Os animais do
grupo controle, inoculados com solugé@o salina estéril (0,9% de NaCl) apds 96 horas de
desafio foram sacrificados, nos coracdes foi observado peso médio de 0,161 g e seus rins
pesavam aproximadamente 0,217 g. Experimentos realizados por Oliveira & Silva (2004)
utilizando camundongos pesando aproximadamente 33 g foi observado pesos semelhantes
nos respectivos 6rgéaos do grupo controle. Os demais 6rgdos como baco e pulméao estao de
acordo com os valores ja descritos na literatura nos trabalhos de Krink, 2004; Iwaki et al.,
2001; Dantas, 2012 em camundongos Swiss nessa mesma faixa etaria.

Nos diferentes grupos estudados ao compararmos 0s pesos corpéreos finais com
os iniciais apds 96 horas, foi observado que ndo houve diferenga estatistica significativa
entre 0s pesos, entretanto constatamos que o grupo G1: controle apresentou maior perda
de peso com 4,21 g (11,77%). Fato incomum, pois era esperada a maior perda de peso
nos grupos inoculados com as cepas contendo diferentes perfis de viruléncia. Nos demais
grupos também observamos perda de peso, entretanto com valores inferiores ao grupo
controle, seguido do grupo G3: MSSA pv/ (+) com perda aproximada de 3,90 g (11,76%)
e o grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT com perda de 2,04 g (6,19%), ambos os grupos
inoculados com cepas S. aureus produtoras da toxina PVL. Os grupos G2: MSSA pv/ (-)
e G4: MRSA pvi/ (+) apresentaram perda de peso muito semelhante entre si, sendo de
1,64 g (5,12%) e 1,86 g (5,05%) respectivamente. Esses dados mostram que em escala
decrescente, quanto menor a viruléncia da cepa, menor a perda de peso. Constatou-se que
0s grupos que tiveram menor perda de peso corpéreo G2: MSSA pv/ (-) e G4: MRSA pv/
(+) foram os mesmos que tiveram a maior perda de peso nos 6rgaos como rim e pulmao.
O grupo G2: MSSA pvl (-) com perda de 0,029 g (12,44%) no rim e o grupo G4: MRSA pv/
(+) com perda de peso de 0,037 g (15,74%) no pulméo, valores esses comparados com o
grupo controle.

Estudo realizado por Wardenburg et al. (2008) para analisar infeccdo pulmonar
causada por cepas clinicas S. aureus USA300 WT (LAC) e estirpe clinica isogénica mutante
lukS/F-PV (LACApvl) na concentracdo 4 a 6 x 107, inoculadas através da narina esquerda
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com volume de 30 pL em camundongos BALB/cJ e BALB/cAnNHsd de sete semanas de
idade, resultou em perda de peso de 1,5 g apds 48 horas de infeccdo. Mesmo utilizando
uma concentracao bacteriana superior, volume de inoculagéo inferior, tempo de infeccéo
menor e via de inoculacao diferente do estudo por nés realizado, os resultados em perda
de peso se assemelharam nos grupos inoculados com cepas MSSA pv/ (-) e MRSA pv/ (+)
inoculados com 50 pL de suspenséo bacteriana através da veia caudal na concentragédo de
107 UFC/mL apds 96 horas de desafio. Entretanto o resultado obtido com a inoculagdo de
cepa MRSA pv/ (+) USA300 WT no grupo G5 foi observada a perda de peso de 2,04 g em
96 horas, mostrando ser superior a perda de peso obtida com a cepa USA300 WT (LAC)
de 1,5 g em 48 horas por Wardenburg et al. (2008), caracterizando uma possivel maior
viruléncia da cepa utilizada em nosso estudo.

Ao avaliarmos o tempo de sobrevida dos animais de cada grupo, observamos que
os grupos G2: MSSA pvl/ (-), G3: MSSA pvI/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT tiveram
o percentual de sobreviventes de 60% (N = 3), ja o grupo G4: MRSA pv/ (+) obteve o
percentual de 80% (N = 4) de sobreviventes, valores comparados com o grupo controle que
obteve o percentual de sobreviventes de 100% (N = 5).

Wardenburg et al. (2008) em estudo ja descrito, para avaliar a contribuicdo da PVL
em pneumonia na forma mais agressiva e letal replicou seus experimentos utilizando uma
concentragdo superior de 3 a 4 x 108 UFC de S. aureus, com 0 mesmo numero de animais
por grupo experimental, resultando na mortalidade de 20% dos camundongos BALB/c
infectados com USA300 WT (LAC) ao longo de 72 horas. No grupo inoculado com estirpe
isogénica mutante /lukS/F-PV (LACApvl) obteve a forma mais grave da doencga, com taxa
de mortalidade de 80% dos animais infectados.

Comparando os resultados de sobrevida obtidos por Wanderburg et al. (2008) com
os resultados obtidos em nosso estudo, foi observado que a cepa LACApvl ndo produtora
de PVL se mostrou mais letal com mortalidade de 80%, resultado semelhante foi obtido nos
grupos G2: MSSA pvl/ (-), G3: MSSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT ap6s 72 horas
utilizando 50 pL na concentragdo 107 UFC/mL, nesses grupos se encontra a cepa de menor
letalidade MSSA pv/ (-) inoculada no grupo G2: MSSA pv/ (-) que também obteve maior taxa
de mortalidade com 40%. Estes resultados mostram que em ambos os estudos, as cepas
de menor letalidade obtiveram altos indices de mortalidade, sugerindo que a produgéo
de PVL nédo esta associada a infecgdo mais grave em modelo murino, devido a esses
modelos s6 reproduzirem parcialmente a forma como o microrganismo causa a doenga em
seres humanos, o efeito nulo da PVL nesses modelos pode sugerir que haja uma interacéo
especifica entre a PVL e os neutréfilos humanos. (DIEP & OTTO, 2008)

Na comparacao dos pesos dos 6rgédos, foi observada no grupo G4: MRSA pv/ (+) a
maior perda de peso no coracéo com 0,021 g (12,89%) e o grupo G2: MSSA pv/ (-) obteve
0 maior ganho de peso no mesmo érgdao com 0,009 g (5,48%). Ao avaliarmos os bacos, foi
constatado o ganho de peso em todos os grupos, exceto o G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT
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onde 0s bacos mantiveram os valores proximos aos do grupo controle de 0,002 g (1,88%),
0s demais grupos como o grupo G3: MSSA pv/ (+) com 0,035 g (33,01%), G2: MSSA pv/ (-)
com 0,033 g (31,13%) e G4: MRSA pv/ (+) com 0,031 g (29,24%) obtiveram significativos
ganhos de peso.

Na avaliacdo dos demais 6rgéos, observamos que os rins em todos os grupos
tiveram perda de peso quando comparados com 0 grupo controle, entre tanto o grupo
G2: MSSA pvi (-) foi o de maior perda com 0,029 g (12,44%). Na analise dos pulmdes foi
constatado maior perda de peso no grupo G4: MRSA pv/ (+) quando comparado com o
grupo controle, de aproximadamente 0,037 g (15,74%) e o grupo G3: MSSA pv/ (+) com
ganho de 0,018 g (7,65%).

Ao compararmos tais dados, observamos que o grupo G4 inoculado com MRSA
pvl (+), uma cepa clinica isolada de infeccao pulmonar, resistente a meticilina e produtora
de PVL, apresentou maiores valores de perda de peso no coracdo (12,80%) e pulméao
(15,74%) possivelmente por atrofia e maior valor de ganho de peso no bago (29,24%)
possivelmente por hiperplasia devido a grande proliferacao de leucécitos em decorréncia
de um processo inflamatério grave e aumento de hemacias na polpa vermelha. (https://
patologia.iptsp.ufg.br/n/4920-baco-hiperplasia)

No grupo G2 inoculado com MSSA pv/ (-), uma cepa isolada de colonizagdo nasal,
sensivel a meticilina ndo produtora de PVL, apresentou maior perda de peso no rim (12,44%)
e um valor de ganho no bago superior (31,13%), porém préximo o grupo G4: MRSA pv/ (+).
Ao associarmos estes resultados aos resultados de sobrevida, foi constatado que o grupo
G2: MSSA pvi (-) obteve 40% de mortalidade similar aos resultados de sobrevida de cepas
com maior potencial de viruléncia como G3: MSSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT,
nos levando a crer que a cepa inoculada no grupo G2: MSSA pv/ (-) pode expressar outros
fatores de viruléncia tdo ou mais importantes causadores de infecgéo quanto as demais em
estudo produtoras de PVL. Este dado néo exclui a grande importancia da viruléncia das
cepas inoculadas no grupo G3: MSSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT.

As alteragdes do peso relacionadas ao ganho e perda da massa total corpérea obtidas
nesse estudo, provavelmente estéo relacionadas a propria infecgdo, em diferentes fases.
Quando na fase inicial de infecgdo, o edema e a congestao capilar seriam responsaveis
pelo ganho de peso e a necrose na perda.

Os aspectos macroscopicos e a histopatologia dos érgdos mostraram resultados de
grande relevancia. Observamos no grupo controle: G1 que todos os 6rgaos apresentavam
aspectos normais. O coragcédo apresentava forma e volume preservados mesmo com o
atrio esquerdo apresentando uma regido enegrecida (presenca de coagulo), na analise
histopatolégica, o tecido cardiaco manteve sua disposi¢do habitual sem afastamento
das fibras, que se mantiveram em feixes paralelos, os nlcleos bem situados no centro
das células com a cromatina compacta. Entretanto o bago apresentava a polpa vermelha

com sinusbides congestos, a polpa branca alguns foliculos exibiam aumento com
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hipercelularidade no centro germinativo e na regido periférica. Nao havia qualquer tipo de
lesdo no rim, sua superficie se mantinha lisa, os glomérulos com celularidade normal, os
tubulos contornados com citoplasma réseo e abundante, o espago de Bowman integro.
No pulméo observamos o tecido com coloracéo rosea e auséncia de lesbes, 0s vasos
pérvios, as estruturas brénquio alveolares apresentando epitélio de revestimento integro
com camada muscular preservada, 0s septos alveolares sem particularidades com
celularidade normal e espessura fina e delicada. Todos esses aspectos asseguram que 0
grupo controle: G1 ndo apresentou qualquer tipo de infeccdo, assegurando que os animais
ndo apresentavam contaminacao prévia e a completa auséncia de contaminagéo entre os
grupos apds inoculacao.

O baco € um 6rgéao rico em elementos do sistema reticulo-endotelial pela producéao
de linfocitos e monécitos, € importantissimo na defesa do organismo contra agentes
agressivos de varias etiologias: infecciosa, inflamatoria ou neoplasica. Sob estimulo
ou condi¢des patoldgicas, na impossibilidade da funcdo medular, assume a funcéo de
hematopoese, produzindo eritrécitos, leucocitos e plaquetas (hematopoese extramedular).
Esta grande capacidade de metaplasia mieldide, mesmo nao sendo especifica do baco,
possui grande importancia na protecéo do doente. (PINOTTI, 1963) Nos grupos G2: MSSA
pvl(-) e G4: MRSA pv/ (+) observamos o0 aumento do volume do baco por possivel hipertrofia
(esplenomegalia). No grupo G3: MSSA pv/ (+) observamos diminuicdo do volume do 6rgao
com a regido superior enegrecida e no grupo G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT observamos
a completa perda da forma anatdmica com a regiéo inferior dilatada e a superior atrofiada.
Em todos os grupos observamos a perda da uniformidade da polpa branca e do centro
germinativo, esse fator se deve possivelmente por grande producdo de anticorpos de
pouca afinidade ou anticorpos do tipo self (autoreativos) que séo excluidos por apoptose.
(http://anatpat.unicamp.br) Isso pode ser justificado pela presenca de grande quantidade
de macréfagos foliculares com citoplasma abundante (macréfagos de corpos tingiveis),
presentes na polpa vermelha dando aspecto de “céu estrelado”, responsaveis pela
fagocitose dos restos celulares (corpos apoptéticos ou restos nucleares das células que
sofreram apoptose) produzidos durante o processo de infec¢do, (OVALLE & NAHIRNEY,
2014) podendo estar relacionada com a baixa producdo de PVL pelas cepas bacterianas
colonizando o tecido, pois como ja é postulada a baixa produgéo de PVL ocasiona apoptose
em neutréfilos. (DIEP & OTTO, 2008)

Os rins dos grupos G2: MSSA pvl (-), G3: MSSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300
WT apresentaram diminuicao do volume, possivelmente por atrofia. Observamos lesdo na
face anterior e na regido céncava do rim no grupo G2: MSSA pv/ (-) e completa perda da
concavidade no rim do grupo G3: MSSA pv/ (+). Foi observado nos grupos G3: MSSA
pvl (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT alteracdes na coloracdo do tecido, no grupo G3
observamos alternancia de coloragéo entre vermelha e acastanhada, no grupo G5 além da
coloracao acastanhada também foi evidente a opacidade na regido superior, tanto anterior
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quanto posterior do 6rgdo. Ainda no grupo G3 ficou evidente a presenca de pequenos
abscessos por toda a superficie do 6rgéao. O estudo microscopico evidenciou nos grupos G2:
MSSA pvi (-), G4: MRSA pv/ (+) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT a colonizagéo bacteriana
intraglomerular, seguida de regides de necrose no grupo G2, intensa congestéao capilar no
grupo G3, hiperemia com infiltrado inflamatério neutrofilico no grupo G4 e hiperemia com
células necroticas no grupo G5.

Fato comum em todos os grupos foi a congestdo glomerular, comum em casos
de glomerulonefrite, assim como e altera¢des vasculares por espessamento de pequenas
artérias reduzindo a luz, ocasionando a reducéo da circulagdo sanguinea nos glomérulos.
A glomerulonefrite aguda se caracteriza pelo aumento de tufos capilares causando a
compressao do espaco interno do glomérulo e consequentemente a compressao do espago
de Bowman, aumentando o tamanho do glomérulo. Outro fator que promove o surgimento
da glomerulonefrite € a formacao e deposicdo de imunocomplexos com imunoglobulinas
G (IgG) por infecgao microbiana, ativando e fixando o complemento através da fragdo C5a
que por quimiotaxia atraem neutrofilos para os glomérulos impedindo seu funcionamento.
(MARQUES et al., 2010)

Estudo realizado por Lima et al. (2011) utilizando inoculagédo de LPS obtido da
cepa 0111:B4 de Eschericia coli na concentracéo de 36 unidades endotdxicas/ml (UE/mI)
e inoculacdo de Eschericia coli 0111:B4 (ATCC 12015) na concentragdo de 10° unidades
formadoras de col6nias (10 UFC/ml), ambas as diluicbes inoculadas através da veia dorsal
peniana de Rattus norvegicus albinus, Rodentia mammalia dividido em quatro grupos LPS1
(Inoculagédo a cada 24 horas por 7 dias), LPS2 (Inoculagéo a cada 48 horas por 7 dias), EC1
(Inoculagdo a cada 24 horas por 7 dias) e EC2 (Inoculagéo a cada 48 horas por 7 dias). A
analise microscopica dos rins, figado e pulmdes revelou nos grupos EC1 e EC2 mortos em
sete dias, a presenca de congestdo, edema, hemorragia e necrose tubular acompanhado
de infiltrado inflamatério, resultados semelhantes foram observados no grupo G2: MSSA
pvl (-) (necrose), G3: MSSA pv/ (+) (hemorragia), G4: MRSA pv/ (+) (hiperemia e infiltrado
inflamatoério) e G5: MRSA pv/ (+) USA300 WT (hiperemia e necrose). Atualmente, no
ambiente de terapia intensiva (UTIl) a sepse tem se tornado uma das grandes causas
de insuficiéncia renal aguda, em estudo prospectivo a incidéncia da insuficiéncia renal
aguda foi de 19% em pacientes sépticos, de 23% naqueles com sepse grave e de 51% em
pacientes com choque séptico. (FIGUEIREDO et al., 2004; LIMA et al., 2011)

Ao avaliarmos as condi¢gbes dos pulmdes dos grupos em estudo, foi observado que
em todos os grupos o 6rgdo se apresentou com o volume aumentado, com alteragéo na
coloracdo de suas superficies, no grupo G2: MSSA pv/ (-) e G4: MRSA pv/ (+) o tecido se
apresentou com a coloragao de rosa opaco a vermelha, ja no grupo G3: MSSA pv/ (+) e G5:
MRSA pv/(+) USA300 WT a coloracéo se apresentou de vermelha a acastanhada com pontos
enegrecidos e evidente perda da forma anatémica. Nos grupos G3 e G5 0 espessamento

dos septos alveolares e hiperemia intra-alveolar, ainda no grupo G5 os vasos se encontram
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obstruidos por colénias bacterianas ocasionando estase sanguinea e necrose tecidual.
No grupo G4 estava presente hiperemia, os septos com &reas destruidas com presenca
de grande afluxo inflamatério neutrofilico e bronquiolos com hiperplasia do epitélio. No
grupo G2 foi observada necrose do epitélio de revestimento bronquiolar e descamacgéo.
Resultados semelhantes foram observados em estudo realizado por Wardenburg et al.
(2008) descrito anteriormente, utilizando cepas clinicas S. aureus USA300 WT (LAC) e
estirpe clinica isogénica mutante /ukS/F-PV (LACApvl) através da inoculagédo intranasal
mostrou infeccdo de pulmdo com acumulo de infiltrado inflamatério no espacgo alveolar
em iguais propor¢cdes em ambos os grupos. Lima et al. (2011) na analise do pulm&o em
seu estudo constatou na macro e na microscopia dos pulmdes dos animais do grupo EC1
intensa hemorragia. Aspectos semelhantes foram observados nos grupos G3, G4 e G5 com
hiperemia em nosso estudo.

A colonizagéo do tecido se mostrou presente em todos os 6rgaos pela histopatologia,
resultado que corrobora com os obtidos na cultura celular a partir do extrato dos érgéos
cultivados em 4gar sangue, que também mostrou que todos os 6rgéos estavam colonizados
pelas cepas estudadas em iguais propor¢des e em quantidades superiores a 1000 UFC/cm?2.
Resultados semelhantes foram observados por Santana et al. (2015) com a maceragéo dos
6rgéos: coragéo, baco e rim, cultivando em agar sangue uma aliquota de 100 pL do extrato
obtido através dos 6rgaos, mostrando que ambos os érgaos se apresentaram colonizados
pelas cepas inoculadas MSSA e MRSA. A inoculacéo através da via nasal por Wardenburg
etal. (2008), com cepas S. aureus ndo se mostrou tao eficiente na colonizacéo dos pulmdes
quanto o método de inoculagcao endovenosa utilizado em nosso estudo. Em suas analises,
constatou-se que ap6s 48 horas obteve quantidade < 100 UFC/cm? no pulmé&o direito, nos
resultados obtidos em nosso estudo foi observado apds 96 horas, colonizagéo superior a
1000 UFC/cm? no pulm&o direito de todos os animais.

Staphylococcus aureus esta envolvido na formagéo de abscessos de pele e infecgéo
em tecidos moles, (LOWY, 1998; KIM et al., 2014) observamos nos grupos estudados
algumas alteragdes nos locais de inoculacao (veia lateral da cauda) como intensa infeccéo
nos grupos G2: MSSA pv/ (-), G3: MSSA pv/ (+) e G4: MRSA pv/ (+) que culminou com
ulceracdo e hiperemia, na regido distal da cauda apresentou perda da extremidade por
necrose e na proximal exibiu palidez e espessamento por edema. Em apenas um dos
animais do grupo G3 ainda foi observado uma regido circular com perda de pelos e
hiperemia na pata posterior direita, acompanhado de forte edema testicular. No grupo G4
um animal além de apresentar os aspectos ja mencionados ainda apresentou infec¢cdo em
ambos os olhos, composta por material purulento cobrindo as escleras e edema palpebral.
Até o presente momento ndo foram relatados resultados semelhantes na literatura.

No presente estudo foi adotado o modelo de indugdo de sepse através da via
endovenosa por ser um método simples, facilmente controlado e reproduzivel. Vimos como
desvantagem a auséncia de um foco de infec¢éo, o que poderia acarretar em um processo
séptico abrupto. (LIMA et al., 2011)
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Pesquisas experimentais utilizando infec¢des estafilococicas com CA-MRSA
expressando PVL tem sido utilizadas para investigar o papel da leucocidina na patogénese
das infecgcbes por S. aureus, porém os resultados tem sido conflitantes, principalmente no
que se refere a pneumonia, talvez pela variedade de modelos e de cepas utilizadas em
estudo. (VOYICH et al.,, 2006; WARDENBURG et al., 2007; WARDENBURG et al., 2008)
Os dados obtidos em nosso estudo para avaliar as infec¢gdes causadas por S. aureus e
a influéncia da PVL utilizando modelo experimental com camundongos Swiss e cepas de
coloniza¢do nasal, de infeccdo e com o gendétipo USA300, nos revelou que a produgcéo
de PVL nédo é um fator exclusivo e necessario para a patogénese de qualquer doenca.
O que corrobora com o estudo realizado por Wardenburg et al. (2008) utilizando cepas
S. aureus isolado clinico (LAC) representante do genétipo CA-MRSA e seu mutante de
delecéo isogénico PVL, por inoculagéo através da narina esquerda e injecdo subcutanea
no flanco direito.

“Entao qual seria a fungé@o da PVL nas infec¢des por S. aureus?”

Segundo Wardenburg et al. (2008), o aumento significativo em tamanho de abscesso
e de mortalidade por pneumonia entre as cepas nao produtoras de PVL podem preparar o
hospedeiro na resposta inflamatéria e facilitar o reconhecimento do patégeno.

BIOFILME

Cerca de 45% aproximadamente das infec¢des hospitalares estdo associadas
a materiais estranhos contaminados ou dispositivos médicos implantados. Infeccoes
relacionadas a MRSA em cateteres tem sido uma grave complicagcao em cirurgia vascular,
chegando a ser motivo de morbidade e mortalidade em pacientes hospitalizados. (TARO
et al., 2013) Os enxertos vasculares possuem material susceptivel a colonizagdo de
microrganismos, causando infec¢do por contaminacgéo direta no momento da implantacdo
ou bacteremia apds processo operatério. Uma grande dificuldade relacionada com a
infeccéo de cateter esta no diagnostico, pois ndo existe uma relagédo entre aspectos clinicos
e achados laboratoriais microbiol6gicos para uma possivel interpretacao de resultados, pois
as culturas positivas podem demonstrar tanto colonizagdo quanto contaminagéo do cateter.
A prevencdo desse tipo de infeccdo € essencial, pois comumente resulta na excisao do
enxerto, com efeitos importantes sobre a morbidade e mortalidade. (STORTI et al., 2007;
LIMA et al., 2011)

A evidéncia de que um cateter pode estar associado a uma infecgdo é confirmada
quando o mesmo é removido do local onde esta inserido no paciente, extraida a ponta
distal e submetida a uma cultura. O isolamento de um mesmo microrganismo obtido da
ponta do cateter e do sangue do paciente indica que o cateter esta relacionado com a
infeccéo. (STORTI et al., 2007)
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Existem muitos métodos utilizados para cultura de ponta de cateter, contudo o
padréo ouro é o método quantitativo ou semi-quantitativo. (STORTI et al., 2007) No presente
estudo optamos pelo método quantitativo, que tem por base a sonicacdo do fragmento de
cateter para a obtencao dos microrganismos que nele estiverem colonizando.

Sherertz et al. (1990) relata uma comparacao entre trés metodologias empregadas
na cultura de ponta de cateter, chegando a seguinte conclusdo: o método de rolagem de
cateter em placa obtém sensibilidade de 60,0%; o de flush ou lavagem interna do limen
obtém 40,0% a 50,0% e método de sonicacdo obtém sensibilidade de 80,0% sendo o mais
apropriado na detecc¢éo de colonizagao.

Foi observado no método de estudo que utilizamos (sonicagéo) a sensibilidade =
80% semelhante a descrita por Sherertz et al. (1990). Estudo realizado por Santana et al.
(2015), utilizando a mesma metodologia de implante de cateter, porém utilizando a técnica
de rolagem para obtencdo dos microrganismos aderidos ao cateter extraido do dorso de
ratos Wistar ap6s infec¢@o no prazo de 72 horas, inoculados subcutaneamente com 30 L
de solucéo contendo MRSA e MSSA, mostrou sensibilidade aproximada de 60% no cultivo
em agar sangue do material aderido a superficie externa do cateter. A técnica de rolagem
obtém os microrganismos que estdo aderidos apenas na superficie externa do cateter,
diferentemente da técnica de sonicacdo que extrai os microrganismos das superficies
interna e externa. Esse dado confirma maior sensibilidade na metodologia adotada em
nosso estudo, para que obtivéssemos resultados de maior confiabilidade.

Para verificar o percentual de colonizagdo nos fragmentos de cateter implantados no
dorso de camundongos Swiss adultos pelo método de sonicagéo, utilizamos cepas oriundas
de colonizagéo nasal e de infecgdo pulmonar, e constatamos que nenhum dos animais de
qualquer grupo apresentou sinais de anorexia, diarréia ou altera¢gdes comportamentais,
durante o desafio de 96 horas. Estes aspectos também nao foram descritos em estudo
semelhante realizado por Atahan et al. (2009) utilizando cepa clinica MRSA ATCC 43300 na
concentragéo de 2 x 107 UFC/ml, inoculadas em dorso de ratos Wistar onde foram inseridos
enxertos de Dacron, tratadas e nédo tratadas com profilaxia antibiotica.

Obtivemos como resultado local de insercédo do fragmento de cateter no grupo G3
inoculado com MSSA pv/ (+), infeccao do tecido epitelial e no grupo G4 inoculado com
MRSA pvI (+), infec¢@o do tecido epitelial com edema local, ambos inoculados com 50 pL
de suspenséo bacteriana produtora de PVL, na concentragdo de 107 UFC/ml. Aspectos
diferentes na resposta infecciosa local foram relatados por Santana et al. 2015, em ambos
os grupos MSSA e MRSA foi observada a mudanga da coloragéo da pele de vermelha
a cianoética sugestivo de necrose e locais de desprendimento de camadas da epiderme.
Nenhum desses aspectos foram relatados por Atahan et al. (2009). Estas evidéncias
demonstram que a producdo de PVL pode estar associada a maior infeccdo em tecidos
moles. Aspectos diferentes foram encontrados no grupo G2 inoculado com cepa nacional
sensivel a meticilina pv/ (-) e no grupo G5 inoculado com MRSA USA300, ambas as cepas
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nédo se mostraram capazes de causar lesdo na pele, apesar da linhagem USA300 estar
envolvida em epidemias de infec¢cdes de pele em comunidades dos Estados Unidos.
(TALAN et al., 2011; KIM et al., 2014)

Em nosso estudo, foi observada a presenca de uma pelicula de cor amarelada
aderido a superficie interna e externa dos fragmentos de cateteres nos grupos G3:
MSSA pv/ (+) e G4: MRSA pvi (+), sugestivo de biofilme. Este resultado corrobora com os
resultados obtidos por Santana et al. (2015), que constatou também a presenca de material
semelhante nos fragmentos de cateteres explantados dos grupos inoculados com cepas
MSSA e MRSA.

O cultivo do material aderido ao fragmento de cateter no grupo G2 inoculado com
cepa MSSA pvi (-) provou a presenca das mesmas no cateter, porém em quantidade inferior
a 1000 UFC/cm?, apresentando apenas 523 UFC/cm?. Nos grupos G3 inoculado com cepa
MSSA pvi (+) e G4 inoculado com cepa MRSA pv/ (+) onde foi observado a presenca de
pelicula de cor amarelada, através do cultivo de 100 yL da solugéo obtida pelo método de
sonicagdo comprovou a presenca das cepas inoculadas no cateter em uma concentracao
superior a 1000 UFC/cm?, aspecto semelhante observado por Atahan et al. (2009), onde os
grupos nao tratados com profilaxia antimicrobiana apresentaram infeccéo e colonizagéo do
enxerto, confirmado na cultura quantitativa de 100 pL da solugéo obtida com o cateter que
resultou em 1,2 x 10°% + 9,7 x 10* UFC/cm?2. Estudo realizado por Santana et al. (2015) com a
cultura através do método de rolagem em agar sangue também constatou que a pelicula ao
redor do cateter nos grupos MSSA e MRSA era formada inteiramente por microrganismos
em uma contagem superior a 1000 UFC/cm?2.

A andlise de 118 pontas de cateteres venosos centrais do tipo Intra-Cath® de limem
Unico, Vialon®, 1,7 mm x 30,5 cm, Becton Dickson - BD de pacientes adultos de ambos
0s sexos internados em Unidade de Terapia Intensiva, foram analisadas. Para a cultura
quantitativa foi extraida, 2,0 cm da porcao distal, da diluicao uma aliquota de 100 pL foi
cultivada em agar sangue correlacionando a contagem de col6nias com a diluigéo inicial
(um décimo), o crescimento = 10° UFC/mI confirma a colonizagdo do cateter. (STORTI et
al., 2007) Neste estudo 50% das infeccdes em cateteres foram causadas por S. aureus
e dos quatro casos de bacteremia a maioria dos microrganismos isolados eram MRSA.
Os achados de Staphylococcus spp. mostrou ser o isolado mais frequente da ponta de
cateter, com possibilidades da origem da infec¢do ser oriunda da pele do préprio paciente,
ocasionada pelo manuseio do material pelo pessoal envolvido no procedimento cirargico.
(STORTI et al. 2007)

Ao analisarmos o tecido epitelial dorsal que revestia o fragmento de cateter nos
camundongos constamos no grupo G1 (controle), que 0 mesmo se manteve integro
preservando todas as suas estruturas, a camada cérnea se manteve rica em queratina,
na epiderme observamos entre suas estruturas as glandulas sebaceas, posteriormente, a

derme constituida de tecido conjuntivo frouxo e denso nao modelado, seguida da hipoderme

Discusséo

81



constituida de células adiposas. Tomamos como padrdo esses aspectos para analisar e
comparar 0os demais grupos.

Nos grupos inoculados com S. aureus pela via intradérmica observamos que todos
0s processos patoldgicos tinham inicio abaixo da hipoderme, como rarefacao de adipécitos,
infiltrado inflamatério, necrose e deposicéo de fibrina. Estes resultados corroboram com as
afirmagdes de que CA-MRSA tende a ser mais virulentos que HA-MRSA, e que CA-MRSA
estdo associados a infecgdes de pele e tecidos moles. (COSTERTON et al., 1999; TAN et
al., 2013)

Estudos realizados por Wardenburg et al. (2008), utilizando camundongos BALB/
cJ e BALB/cAnNHsd inoculados por meio de injecdo subcutanea no flanco direito com
50 pL de suspensdo contendo cepas S. aureus LAC e LACApvl na concentragdo de 1
x 107 UFC/mL, mostraram que apés 96 horas de infecgdo, a pele removida para anélise
histopatolégica mostrou producéo de abscessos dermonecréticos. Aspectos semelhantes
também foram vistos em nossos estudos em todos os grupos inoculados com S. aureus
com a mesma concentragdo de unidades formadoras de colbnias

Atahana et al. (2009) ao inocular cepa clinica MRSAATCC 43300 na concentragéo de
2 x 107 UFC/mL em dorso de ratos Wistar tratadas e néo tratadas com profilaxia antibiotica,
onde foram inseridos enxertos de Dacron observou ao analisar histopatologicamente o tecido
circundante intensa inflamagéo no grupo contaminado néo tratado, resultado semelhante
observado em nosso estudo. Apesar de em nosso estudo ndo avaliarmos a influéncia da
profilaxia antibi6tica € valido ressaltar que, na avaliagdo da intensidade de proliferagéo de
fibroblastos, o grupo controle apresentou significativamente menores taxas de proliferacéo
do que os outros grupos. A quantidade de colageno foi significativamente menor nos grupos
contaminados e tratados. Em se tratando da neovascularizagédo, todos os grupos foram
compativeis. A quantidade de edema foi significativamente maior no grupo tratado com
linezolida, teicoplanina e vancomicina em compara¢cdo com o grupo contaminado e nao
tratado. Ao ser avaliada a intensidade da inflamacgéo o grupo Il (contaminacao por MRSA,
sem profilaxia antibiética), também foi observado um decréscimo significativo na proliferacéo
de fibroblastos, edema e sintese de colageno quando em comparacao com 0s outros
grupos. Estes resultados mostraram que a inflamacédo exercia um efeito negativo sobre
a cicatrizagéo de feridas. No que diz respeito a neovascularizagdo, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos, mostrando que a neovasculariza¢ao néo foi influenciada pela
infeccdo assim como a intensidade da inflamacéo. (ATAHANA et al., 2009)
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CONCLUSAO

Verificar o percentual de mortalidade, por cada grupo apés o desafio no prazo de
96 horas de observacéo, nos modelos de sepse e biofilme.

Apb6s o desafio no prazo de 96 horas, a mortalidade foi observada nos grupos de
sepse, provavelmente relacionada a via endovenosa de inoculagao.

Identificar e quantificar as unidades formadoras de col6nias em extratos de tecido
cardiaco, bago, rim esquerdo e pulmdo, em cada grupo, através de cultura celular no
modelo de sepse.

Todos os animais do grupo de sepse apresentaram colonizagcdo quantitativamente
semelhante por Staphylococcus aureus nos 6rgaos estudados.

Quantificar em Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) em cateter subcutéaneo
implantado para avaliar a formacéo de biofilme em cada grupo, através de cultura celular.

Nos grupos G3: MSSA pv/ (+) e G4: MRSA pv/ (+) foram observadas quantidades
de colbnias suficientes para caracterizar a formacgéo de biofiime, entretanto foi inviavel a
quantificagdo. No grupo G2: MSSA pvi/ (-) foi possivel quantificar as Unidades Formadoras
de Colbnias com numero insuficiente para caracterizar a formagéo de biofilme. No grupo
G5: MRSA pv/ (+) USA300 observou- se auséncia de colbnias.

Identificar as alteracdes anatomopatolégicas, presentes em coragado, bago, rim,
pulméao, no modelo de sepse, e tecido dorsal, no modelo de biofilme.

Nos dois estudos foi observado aumento progressivo da gravidade nas alteracbes
anatomopatoldgicas, estando possivelmente relacionadas ao aumento da viruléncia das
cepas inoculadas. Entretanto, as discretas alteragbes anatomopatoldgicas registradas no
grupo G5: MRSA pvi/ (+) USA300 quando comparado com os demais grupos exige estudos
futuros mais detalhados.
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Methicillin resistant Staphylococcus aureus (MRSA)
and Methicillin susceptible Staphylococcus aureus

(MSSA) cause dermonecrosis and bacteremia in rats
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ABSTRACT

Inserfing a contamitaned vascular catheter during the surgical procedure is a factor that might
mnuhh:ﬂnhmﬁunpnﬂncﬂmhr,mssiﬂjhiimhm&qsedw

M55A bacterial suspension were performed in 15 Wistar rats divided info three groups as following:
saline solufion control group, MRSA and MSS5A suspension at a 1 x 10° CFMmL for infection.
Subcutaneocws polyestilene catheters were surgically inserted into the skin of the animals before the
infection. After 72 houwrs, subcutaneous implants, heart, spleen and kidneys were harvested and
mmmmﬂawmmﬁeummmm

organs presented the same 5. aureus isolate genotype as inoculated with evident biofilm formation.
mmmmmﬂmusuMmmmmﬂmn
howrs of infection.

pofysacchande types 1. 5 and B; (3) faciors relsied fo
lnmqndhﬂpﬂaﬂmmaEFm—

2002; Koneman, e al, 2001} 5 sueus
feshures gs vindence factors thet supposedly confribute
o iis pathopenicity and s sbility o colonize the host
(lutz f sl . 2003; Michelm et al . 2005 Ofveis of &l
2001). Their vindence faciors can be classified into three

categonies: (1) feciors relsted fo sdherence to host cells
or exiracelidar maiix e fivonectin,  collagen
fibrinogen, cosguisss; (2) feciors relsied to evesion of
host defenser stephylococc  enferobondn.  fodc  shock

peculisrity,

The shudy of bacleris and s negafive effects on the
human ompanism s wery important, sSince  the
understending of how the secrefed molecules by these
mrﬁmrﬁlﬂrﬂx}rpﬂms&
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procedures (Lowy, 1288). Reganding organ infections, fhe
worst prognosis is for fhe hung. Baclena could have been
caused by peneirsting injury by the use of ceniral venous
cﬂsebr In the case of the hungs. & may ceuss

tefrecyclines, cindamycin and

resistence o many types of anfimicrobisl sgenis might be

due fo seleciive pressure imposed by ussge. which

cle=sify these isolsfes == MRZA essocisied with the

hospitsl emdronment (HA-MRSA, "Hospitel-Associsied

MRSA") (lain et al | 2003).
ﬂﬂmﬁﬁmmmm@h

probiem in public heslh (Ssfdar and Mski, 2002).

MATERIALS AND METHODS

Mﬂwmmwwum#

rats [(Wistar) were randomly divided info three groups
(tsbie 1)

Baciensl samples used in the sfudy werse obisined
from a8 colleclon of fhe Isbomeiny of Moleculsr
Epidemiclogy and Biclechnology - Fluminense Federsl
University. The colonies were grown in beofh TS5A
(friplicase soy sgar) for 24 hows, diuted in sienle ssline
{0.85% MaCl) st & concentration of 1 x 10° CFWmL

Surgical procedure

Animsls were anesthefized by isofiurane inhelafion under
safursfion (Forana® Abbotf). The dorssl skan of rets were

Santsnactsl T

sheved and deaned with 10% polyvinylpyrmolidone-iodine
solufion. The subcutaneous inserfion of the polystyrens
mnudeuﬂu’iledur.ﬂdrmiledeadllﬁﬂ!tﬁ

sungical Glue 2 (Sr GEM Hisly). The animals retumed fo
individusl ceges and were exemined every six howrs
Afier T2 howrs of observefion, fhe euthsnesia of the
smimals wes performed by an overdose of soflurans
snesthefic (Forane® Abbotf). All catheler s, heart, spleen
=nd keft kidney were explanted for anslysis.

Assessment of catheter colonization and bacteremia

Explanted organs. heart. spleen and kidney wers
hervested mecersted were horested from the fee
smimals of esch group. macersied in esienl ssline
solufion and fhe edect wes tensfemed to a2 Sienle
microfube and homogenized. A fracion of 100 pL of the
suspension was pleied onio blood sgar medum. The
cathefer s were explanied and grown direclly onio blood
sgar pleies. All samples were cultured for 24 hours =t
subject o tesis for 5. awreus idenfificaiion.

RESULTS AND DISCUSSION

None of the snimals ded affer 72 howrs of infecion or
hawe had clnical signs of infecion. as fever, weight loss,
defvydrafion or any beheniorsl change. Groups inoculated
with both 5. aweus sireins presented & swelling in the
sres of insertion of fhe catheler, with skin color change
from red fo purple. a5 well &5 local detschment of the
leyers of the epidermis (dermonecrsis) (Figure 1L

The snimals in the confrol growps did not present any
codonizafion st the sie of the catheler insertion. confrary
o what was observed in MRSA and MSS5A groups. The
catheters plated onio blood agar slso showed a sick layer
of bacterial growth (Figue 2)
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Table 1. Number of rats for each groups

Lonood MS5A MRSA
]

Figure 1. A=t dorsal region of =sch group {control, MSS5A. MRSA). The images show the place
where the catheter's fragments wers insened and the sion damege sssocated o it sfier T2 hows
of infecSon.

Commol MSSA MRSA

Hgl!lﬂrenag&s*mhelﬂushd:ﬂﬂr‘shgmﬂsﬁ&dlmim MS5A MRSA)
The catheters wers ncubsted 3t 37C onto biood sgar plafie. The open cacles show the cathaisds
fragments and the colonies formation sfier overnight incubstion.
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Control

MRSA

Santens etal 2

Figure 3. Heart. splesn and the left lddney were hanvested from esch group
{control, MSSA, MRSA). The images show the coloniss formation afier 24
howrs of ncubsion 2t 37C onto blood agar plate sfier 72 howrs of infection.
The images show the colonies formation afier 24 hows of incubstion at

Irc

Colonies were idenfified ss MRSA and MSSA by
end oefiogtin, aﬁﬂﬁﬂﬁmﬂﬂﬂﬂmh}

MRSA groups presented the development of bacieremia
:ﬂmﬂ of colonies in blood agar plstes. (Figures 3

In this shudy, we observed that fhe formation of the
catheter alliowed biofim bacleremia by incculsfion of 5
sweus in reis dorsal skin This species were chosen
becsu=e of s close comelsion to humans inflammstory
reactions o infecions. Cument studies show that sepsis
is the leading cause of acute rensl felre iIn hospitslized
patienis in recent years. ls incidence is spprocamstely
19% in sepic patents, Z3% n potients with severs
sepsis and 15% of hospislized patients with seplc
etal, 2011}

Sepsis sfter infection of catheters has besn menfioned
=s one of fhe main complications in vasculsr surgeny.
Vesculer cafheters are suscepiible fo infecion by direct
contomenation dunng swpery procedures.  Refhicillin-
resistant 5 swews has been menfioned 5= 8 major
problem in candovesculer surgical units’ contsmination
during cathefer inserfion (Anfonios et al, 2008
Esmshaw, 2007)

Limifsfions of this shudy were observed on the afiempt
o k=ep snimsis in confrol group free of contsmination by
other microorganisms, dificrent from 5 sureus. A second
Emitaficn was shown fo be not using the ELISA method
for fhe idenfiicsion of speclic anBbodies in these
snimals which idenfify an anficipsied s=iflement. prior fo
the beginning of fhe shudy. Mo difference in colonizsfion
with MS5A and MRSA wes observed with the
methodology wsed. possibly 8 chenge in inoculum
preparshon sliow s change in the expression of results.

According fo the fype of maienial used fo mske the
cathefer s, s adherence o microorganisms can be
incressed, which may cause biofilm formabon. | was

Apéndices

98



10 Int. Res. J. Mecrobiol.

Table 2. ldentificsSion of 5 swrews species afier 72 howrs challengs

= 2 Number of colonies
Groups Inoculum Material extracted for analysis 5 § 1 {CFU)
T T T
Cathater =1000
Heart =1000
MRSA mech +
Splz=n =1000
L=ft iddnsy =1000
T T T
Cathater =1000
Heart =1000
MS5A mech -
Sple=n 4482
L=ft iddnsy >1000
T T T D
Heant (1]
Contral Sraqilz z3fine
Sple=n ]
L=ft lddnsy o

In the group MREA streins camying fhe mecA pene colonized organs, heart. splesn, Ieft lddney and the catheter
nserted subcteneously o the back of the animalks with 3 guantty > 1000 CPU. A simiisr result was obsenved in the
proasp moculsted with M55A siains do not canmy the mecA gene. What was diffierent in the control group where no
catheter colonizsfion and organs.

o 02 03 04 05 06 OF 08 0910 11 12 M
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suitshie for the shudy of this type of infecSon and biofilm
formation method o sShedy the psthogenesis of
staphylococeal infecions. More studies need fo be
performed fo eluckdsie the different steps in the biofim
formation end sepsis by 5. sureus.

Federal University).
FAPER. for financial support fo develop this project.
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Abstract

Biofilm formation is 2 serious chronic condition that varies depending on the
environment, nutrients, characteristic of the pathogen and the host [t may allow
bacteria to resistthe host immune system andthe antimicrobial agents used in
the therapeutic treatment. There are different factors responsible for bactenial
bicfilm formation, including genes such as ggr and ceADEC as well as proteins
incloding the MECEAMM complex (Microbial Surface Components that recognize
molecules of adhesion of the matrix]), involved in some of bicfilm formation
specfic steps (attachment cell-cell adhesion, proliferation and detachment).
Biofilm formation is one of the causative factors of hospital infecdon by 5
aurews, an important pathogen from the hospital, Saurensis usually found in the
normal flora of 3 healthy individoal, however, this colonization is a risk factor
for developing dizeazes related to bicfilm formation, as infections of medical
devices, endocarditis and others. Since the knowledge regarding mechanisms of
bicfilm formation facilitates the selection of a proper treatment, the rational use
of antimicrobial agents, and the dewvelopment of new therapiss for infections
related to biofilm-forming microorganisms is a special subject to be addressed.
This review intends to explore about the main characteristics of 5 oureus,
including history, virulence factors, disease processes involved and treatment
ocptons for the biofilm related infections in the last few years to contmbute for
generating new treatment alternabves,

HKey words: biofilm formation, Staphylococcus owreus, virulence factors,
treatment.

INTRODUCTION

The genus Staphylococcus 1= formed by Gram-positive cocel with irregular shapes (e.g bunch of
grapes] releasing hydrogen peroxide in the presence of oxygen, characterized as catzlaze
positive [Santoset al. 2007; Katestest al, 2010), Thiz genus has 33 species, in which 17 can be
isalatedfrom human biclogical specimens(Santoset al. 2007), Saurews 15 the most pathogenic
species of this genus. [ts identification is performed by a combinaton of phenotypic tests
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incleding cat=laze, coagulaze and mannitol fermentation teses (Murrayet al. 2003; Kateeteet sl
20100

The incidence of & oureus found asymptomatically in humans is about 27% (YTounget al
201 2Z)while the most prevalent sites are noswils, armpits and perineum [Giarolaet al, 2012).
Staphylococrus qureus has specific virnlence factors and adaptive capacity that allows it o
survive at different environmental conditons. This bacterium is able to resist the human innate
immunity and to acquire resistance mechanisms against several antimicrobizls (Falordet al
2011}

Some 5 oureus strains are capable of forming bicfAlm, which is characterized as highly
organized bacterial community embedded in a self-produced polymeric matrioe[Wuet al. 2011).
The ahility to form biofilm confers resistance mechanizms to the bactsria and it is related to
many chronic diseases, More than 809 of bacterial infections involve the formation of biofilm,
when combined with biofilm bacteria increased in the 1000 times endurance and survival when
comparsd to bacterial strains are not associated with biofilms{Haracliser al, 2005; Falordet al
2011; Yeagleyet al. 2012), Thus, it is of preat importance to know the main features of biofilm
formation, the pathological processes and virulence factors involved, as well as the meamment
for 5 gureus bioilm-related infections (Donelliet al, Z2007; Falordet al. 2011).

The biofilm formation inwvelves different steps including adhesion, colonizaton and
development At 3 certain density/growth leval, the cells start to detach [planktonic state] and
may cause 3 disseminated infecton (Donelliet al. 2007) (Figure 1).

The treatment of biofilm-related infections is of great importsnce but mosty
unsuccessful, The difficulty in penetrating into this complex bacterial community mamriz and is
evasion of the host innate immune system is associated with aboot 25% of deaths and is an
aggravatng factor in the length of s@y and hospital costs worldwide (Donellier al. 2007;
Archeretal, 2011; Kiedrowskiet al, 2011,

In this review, it is reportad the latest data about the main characteristes of 5 gursus,
incleding history, wirulence factors, dizease processes imvolved and treaiment options for
staphylococeal infections related o bicfilm formation.

Stophylococcus aureus: general aspects

Staphylococcus gurens is one of the most prevalent pathogens in infections related to health care
environment Therefore, severzl studies have been conducted to increase the knowledge about
the mechanizms of ransmission and conirol dissemination. 5 gurews ransmission can oCour via
fomites, nazal secretions, contact with colonized health professionals and/or open lesions
among infected patents (Archeret al, 2011; Koch etal. 2014),

I[n the early 19440, the use of penicillin in the antmicrobial therapy was promising but in 1942
the resistance was zlready detected at the hospitals (Haroman and Tomasz 1981;Deresinzki
2005; Koch et al. 2014).

The gene that confers 5 gureus resistance to penicillin and codes for the synthesis of beta-
lactamasze is blel, Betz-lactamaze is an extracellular enzyme responsible for hydrolyzing
penicillin_ beta-lactam ring, which i= an essental part of this antibiodc biclogical
actvity[Rammelkamp and Maxon 1942; Koch et al, 2014),

Differently.S. cureus resistance to methicillin is defined by mecA gene that is inserted into the
Smphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec), present in all Methicillin Resistant
Srophylococcus gureus [MRSA) strains [Mehndiratta and Bhalla 2012). There are eleven types of
SCCmec described so far, and the SCCmec Type III and IV are the most prevalent in human
infections in Brazil (Cabocdoset al. 2012), currently five CA-MRBEA clonal lineages were identifisd
associated with epidemics: Pandemic (USA300, CC8), Midwest clone [USA430, CC1), European
clone [(CC30), clone Southwest-Pacific Oceania (CC30], the clone Pacific (CC5Y9) (DIEP and OTTO,
2008; FARAUZUM et al, 2013).The classification of different types of SCCmec is made from the
internzl regions of the cassette, and molecular classification, these movable elements may carry
other genes for resistance to various drugs, including sulfametoxazol-trimetoprim, doxyoycline
and rifampin, as well as others [Deresinski 2005; Fodkinet al. 2012).

hitp-imutagens.co.in 2053
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The mecA gene encodes a protein with low affinity to beta-lactam called PEP2a, sructurally
maodifying the protein responsible for membrane penicillin (PEPZ) making Methicillin resistant
5. gureus, The PEPz are membrane bound enzymes that catalyze the transpeptidation and rans
Elycosyladon of peptidoglycans, the major bacterial wall component Current literatore
describes MESA resistance as a result of the lower affinity of PEP2a for beta-lactam, allowing
the survival of these bacterial sorains even in the prezence of these antimicrobizls [Rudkinet al
2012). Thus, MRSA infectons cause increased mortality (Hagihara et al, 2012), longer hospital
stay and increased costs compared with infections caused by Methicillin Sensidve 5 owreus
[MESA)

Risk factors assocdated with the bacteremia caused by MRESA include: age, where patients aged
&l or older are more susceptible (Souza and Figusired 2008), prolonged hospitslization,
previous reatment with antbiotics, catheterization and nasogastric tube uwse({Butterlyet al
2010; Dhand and Szkoulas 2013; Hagiharaet al. 2012; Rudkin et al. 2012).

A prospective smudy showed that colomization is a risk factor for post operative
complications(Butterly et al. 2010]. MESA strains have spread around the world since the 1960
and resistant strains are no longer exclusive to the hospital environment (Hospital-Acguired
Methicillin-Resistant 5 ourews - HA-MRSA), being zlso isclated from community infectons
[Communig-Acquired Methicillin-Resis@ant 5 agueews - CA-MBSA) (Hagthara et zl 2013;
Buodikinet al. 2012).

Genetic analysis of HA-MRESA and CA-MRESA revealed that HA-MRSA SCCmec t2ke a larger (e
opes [, 1T and III) allowing a greater amount of resistance ganes a5 CA-MESA usuzlly carriszs a
lowrer souctre SCCmec type (e g types [V and V)] with a2 smaller amount of antmicrobial
resistance genes (Rudlon et al 2012)(Rodkan et al. 2012), CA-MRSA strains are known to cause
severe invasive infections (2.2, necrodzing fasdids) and to be involred in chronic diseases such
&s endocardids, osteomyrelitis and foreign-body infections (Kiedrowskiet al. 2011).

Staphylococcus aurews and virulence factors

To establish an infecton, the bacteria neseds to express a variety of molecules that determine the
pathogenicity, known as virulence factors (Honget al. 2006). The high difficulty in succes=fully
treating MRESA infections classifies it as highly pathogenic or virulent (Rudkinst al. 2012).
Smudies that compared the virulence strains of staphylococci showed that HA-MRESA haz more
antimicrobial resistance genes whereas CA-MRSA and ME5A are more viralent than HA-MRSA
[Rudkinet al. 2012).

There are toxins and factors that increase the virulence of 5 gureus strains and are of great
imporiance including: 3] toxin A, b) esfoliatin, causing the scalded skin syndrome, c
enterotozins that caonse food poiscming and d) towdin Panton-Valentine Lencoddin (PVL),
responsible for altering the permeability of membranes of leukocytes and macrophages{ Ot
2010

Staphylococcus gurens and biofilm formation

Biofilm formation is also a factor involved in the development of numercus staphylocoocal
infection= (Karacliz et al. 2005%; Koch et al. 2014, 5 agurews and 5 epidermidic are primarily
related to biofilm associated staphylocorcal infections (Otto 2010). 5 oureus are capable of
resistng to the mechanical stress, antimicrobial therapies and the innate immune system of the
host, becoming 2 serious chronic condition when protected by the biofilm (Eiedrowsk and
Horswill 2011; Kiedrowslkd eral. 2011).

Stopkylococcus gureus iz the main causative agent of biofilm-forming inferfions on medical
devices such as orthopedic implants, ventilators, intravenous catheters, heart wvalves,
pacemazkers and vacuums Periodonttis and peri-implant diseazes that causze wounds [e.g. foot
and pressure ulcers, diabetes), chronic endeocarditiz. eye infections [conjunctivitis, keragds),
osteomyelitis sepsiz syndromes and metastatic infections are mosty derived from bicfilm-
forming strains [Otto 2010; Archer etal 2011; Yeagley etal 2012; Koch et al, 2014).

The bicfilm is imitally formed by 2 monolayer of bacteria that attaches and accumulates,
EenerzOng 3 bacteria-contzining polymeric matrie and extracellular slime on 2 solid surface
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[Atshan et sl 2012; Linet al. 2012; Revdiwalzet al. 2012). When a microorzanizm infects a
medical device, numerous variables determine biofilm formation. First, the microorganism must
adhere to the exposed device surface long enough to make an irreversible binding, Then, the
microorgenizsm binding rate is determined by both number and types of the cells prezent in the
fluid that pass through the device, The characteristics of surface phy=sical chemistry i=s also an
imporEnt factor for the bicfilm formadon [Revdiwalaet al. 2012).

The bicfilm formation includes 1) determination, 2] cell-cell adhesion and 3] post regulated
formation of biofilm mediated by genes such as agn icaADBEC, and adhesin proteins{0"Gara
2007).

The cgADEC genes on the genome of the cell and the hoisting gene (regulator genes) form a
single pperon[Cramuoonet al, 1999; Gotz 2002; Archeret al. 2011), The presence and exprezsion
of operon ica encoding enzymes is necessary for the producton of Intercellular Polysaccharide
Adhesin [PIA] also calledPoly-N-Acetyl Glucosamine (PNAG). Those are essental for cell-cell
zdhesion and biofilm formation in some strains (0°Gara 2007; Atshanet al 2012). Addidonzl
surface proteins are also necessary for biofilm formation and fixing [Atshanet al. 2012; Linet al
2013; Pozzietal. 2012).

Expression of gene icof encodes a transcriptional repressor that negatively regulates the
producton of PLA (Cramtomet al. 199%; Gotz 2002), Importantly, the anowa increases the
transcripion of operon icg consequently increasing PIA producdon by 5 ocureus and 5
epidermidis strains (Archerst al. 2011), Proteins [cad, C and D are membrane proteins whereas
icaE is located in the extracellular matrix. The izolated icad shows less actvity when co-
expressed with ical. The jcadDzacts a5 2 new combination of enzymes that can fzolitate the
conneciion between icaC and icad. Co-expression of icaAC reacts with specific PLA present in the
medium whereas icadC may be related to the tanslocation of plasma membrane
polysaccharides as this protein activation is essential for biofilm formation (Gotz 2002) (Figure
14

Intercellular Polysaccharide Adhesin is an eszential component for the formation of biofilm n
some strains (Hiedrowskiet al. 2011). Some authors reported that MESA strains depend on
PlAorPNAG while others suggested that MRSA strains are more favorable to biofilm formation,
independent of PIA (0'Meillst al. 2007). These authors reported the expression of the phenotype
FnEFPA / B e Alt suggestng a relationship of beta-lactams and biofilm [Archeret al. 2011;
Pozziet al. 2012). MRSA strains depend on fibronectin-binding proteins A and B (FnEFPA and
FnEPE] and autolisin [Atl]), The Atl presents an autolytic activity and releases extracellular DHA
[t can also adhere to the polymer surfacs, which is related to the phase of initizl adherence of
bicfilm development [Cramtonet al. 1999; Gotz 2002; Pozziet al, 2012Z) and also binds to
fibronectin demonstratng a2 reladonship with later smges of biofilm formation and adhesion
(Cramtonet al. 1999).

Stopkplococous gurens strains are particularly capable of adhering to, not just mediczl devices,
but zlso 3 wide variety of extracellular matrix components, host components in infecdous
dizeaszes, heart tissue, cartilage and chronic wounds for inidal colonization. When a medical
device is implanted, it is guickly covered by the host matriz proteins such as fibronectin
fibrinogen and collagen. 5 oureus presents adhesins that are frequentdy covalentdy linksd to
peptidoglicans, present in the cell wall. Thess proteins belong to the family of Microbial Surface
Components that recognize molecules of adhesion of the matrix (MSCRAMM) and bind to host
proteins, colonizing it [(Gotz 2002; Archeret al. 2011; Hiedrowskiet al. 2011). Thefibrinogen
proteins A and E (FnEPA and FnEPE), collagen bhinding protein [Cna), binding and
agglomeration fibrinogen proweins A and B (CIfA and CIfE) belong to thiz MSCRAMM family
[(Goiz 2002). & gureus produoces muliple extracellular proteases with self-deavage activity that
can zeparzte the cells from surfaces, reinforcing the hypothesis of 2 protein based matrix
exdstence (Hiedrowskiet al 2011). Other proteins are zlso important and pardcpate n the
synthesizs of staphylocoecal biofilms, including surface proteins (35P1) and biofilm-associated
proteins (BAP] [Gotz 2002).
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Sraphylococcus aurews and gquorum-sensing (5]

Gram-positive and Gram-negative bacteria evolve and become capable of synthesize signaling
malecules called auto inducers peptdes [AIP). During the bacteria growth, siznaling moleculss
gorumulate in the extracellular medium and reach a specific cell density or "gquorum” able o
agcdvate a regulatory cascade that controls a partcular type of cellular process. This
phenomenon named guorum sensing iz @ regulatory system capable of inducing thess AIP for
conmunication among cells{Honget al. 2006; 0°Gara 2007; Thoendelet al. 2011]). 5 gureus has
two quorum semsng systems, LuxS and Agr, involved in biofilm formadon (Konget al. 2006). The
Agr from 5 gureus and 5 epidermidis controls the expression of several toxins and virulence
factors and interacts with the innate immune system [Konget al. 2006).

The function of locus agr during the infaction by Gram positve microorganism is controversizl
Agr activation 1= not favorable for biofilm formaton and virulence, Instead, it reduces the
wirulence and the ability to form bicfilm (Shirdiffet al. 2002; Konget al. 2006). The locus agr
negadvely regulates genss associated with cell wall adhesion factors, leading to a3 lower
adhesion, indirecty reducing biofilm formaton and favoring the deployment of these cells, so
that they return to the plankionic sate (Santoset al. 2007). The guorum-sensing agr system is
related to the ability of & gureus to colonize other sites in the host The ggr gene increaszes the
detachment of the biofilm, while the [ux5 gene reduces the ability of cell-cell interacton via
down-regulation and expression of polysaccharides essantial for biofilm development (Kongst
al. 200&; Kuehlet al, 2009; T=sujiet al. 2011).

The gene agr is located in & gurews chromosome and its locus has two different transcripts,
BIAIT and RMAIIL The manscripton of RNAII is an opercn of four genes (ggrB. agrD, agrC and
ggrad) that encodes factors for the synthesis of AIP (Konget al. 200&; Thoendelet al. 2011]
(Figurs 3.

The gene is the agrd promaotes the production of PAT agrB whils the developer is essental in the
biosynthesis of AIP [Thoendel et al, 2011), Inducing self molecules bind to membrane through
ggr(C protein, activating it The agrC knase acts a5 2 sensor for adjustment of the two component
system. The actdve agrl regulates activation agrAwhich in turn induces transcripdon of RNAII
and BNAIIL The agrA iz 2 DNA binding protein RNAIIl while the effector molecule is In
regulating the AGR system [Kong et al, 2006).

Simce 3] biofilm-forming bacteria smains are protected against the host immune system and
antimicrobial weatment and b) the detachment of bicfilm cells can generate colonizaton at
other sites and an acute infection, the understanding of biofilm formation and proper treatment
to avoid it is essential, The gqueorwm sensing control systems in staphylocooo are important and
represent promising targets for the development of new antimicrobizl that should be more
explored by further research (Gotz 2002; Davies 2003; Konget al. 2006).

Staphylococcus ourens: infection treatment
The treamment for bacterial infections should be as rational as possible, Thus, it is necessary to
perform a pharmaceutical care whereas the therapy selection should be baszed on laboratorial
tests involving pathogen identification and phenotypic resistance assays (Lunast al. 2010].
Errors in andmicrobials prescription are associated with increased mormlity and morbidicy.
The unnecessary use of the antibiotics and the long course periods are factors that increase the
cost of hospimlization and the prevalence of resistant organisms. Thos the radonal use of
antimicrobials allows improving prognosis of patients, generating benefits and reducng costs
(Lunzet al, 2010).For the teatment of infections with HA-MESA and CA-MESA has been
Elycopeptidevancomycin common approach for the treatment of staphylococcal infectons.
However, the use of incorrect antobictic medium led to the zppearance of varions sitrains with
reduced susceptibility to vancomycin (Hoch et al. 2014), The=ze =strainz are referred to as
vancomycin intermediate 5 gurens (VISA), although its level is moderate resistance (MIC = 4-3
S ml) compared to the vancomyrin-resistant sorains (VRSA) (MIC = 16 mg / mi), & owreus
resistant strains pose 3 great threat for the treatment of staphylococeal infections [Howden et
al, 2010;. Koch et al, 2014)
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Treatment biofilm-associated infections

The most effective treatment for biofilm related diseases is a surgical debridement, drainage
and cleaning of infected site as well as the medical implant removal [Archeret 2l 2011).
Howeever, in many cases, the removal iz not feasible as in joint prosthetics or among patients
that do not withstand a surgical process (Donelliet al. 2007).

Currenty, the antimicrohbizl therapy alone is not successfl, but associated with surgery, when
possible, Medical doctors should also take into account drug interactons and adverse events in
this procesz. Beta-lactam agents (e.g penicillin G, oxadillin) are often wsed for weatment of
suscepiible strains (plasma conceniration= 4x MIC). In cases of drug resisiance or missing
options, the aminoglycosides (vancomycin) are used, being considered their nephrotoxic effeci=
(Archeretal. 2011; Kiedrowskiet al. 2011).

Linezolid or daptomycin are current alternatives for the treatment of biofilm-associated
infections by MRSA [Archerst al. 2011; Kiedrowskiet al. 2011), Tetracyclines perform efficiency
when used az pretreatment Patients that used catheters coated with minocycline rifampin did
not develop assodated bloodstream infections when compared to the non-pretreated group. [n
a murine model of endocarditis associated with biofilm, tgecycline was more effective than
vancomycin, However, despite the promising effects in the treament of endocardids and
osteomyelitis, dgecycline has not been approved for the treamment of biofilm-associated
infaction [Kiedrowskiet al. 2011).

Due to the difficulty on treating infections and on limiting biofilm forming strains, new sudies
are being conducted to launch new prototrpes antmicrobials to treat such infections and
increase the current therzpeutic options.The c-di-GMP acdvity was observed a= to prevent cell-
cell adhesion among 5 gurews, one of the basic stages of biofilm formation (Karaolis et al. 2005].
Donelli et al. (2007) reported that Actnobacilluzacdnomycetemcomitans produces B-N-
acetylglucosaminidase soluble czll dispersin B (DspH) capable of dispersing mature biofilm
produced by Staphylocoecus epidermidis and other bacterial species, such as an alternative for
interfering with gquorum sensing devices analyzing phenomena doctors. They showed that
dizpersin B redoced the number of colony forming units (CFU) on devices previously treated
when combined with an antimicrobial agent However, the polymers weated with the antibiotc
for prophylactic showed no actwvity.

Steven et al.[Rogerset al. 2010) described the antdbiofilm actvity of carbamate derivatves
clinically relevant for different strains including MARSA. Nowvel N-ethyl-carbamate were
synthesized warying the aromatic grouping, by adding ftriazol proups, indane,
tetrabydroquincline, indoline, pyridine, paro-aming, porg-methoxi methyl carbamate and
bromine subsotuiton in the ring,

[nterestngly, the compounds porg-aming, pyridine and indole (200mM) showed 90% inhibition
of MESA biofilm formation. whereas triazoles, pyridine and substiuted indole inhibited E. calf
biofilm formaton (B09%). The most potent inhibitor contzining methyl-carbamate was
promising to inhibit biofilm formatdon but not to destroy it Thus it can be used in non-
therapeatic and prophylactic treatments (Rogerset al. 2010).

[n another study, Steven et al[Rogerset al. 2010) evaluated the synergistc effect of a new 2-
amincimidazel/riazol compound and Moveobiocin, an antibiotic used to treat infecdons of
medical devices by & aureus and 5 epidermidic. The study suggested that the new agent retzined
the bacterial cells at the planktonic state while the antibiotc eliminated the bacterizl
populaton, including MRSA strzins. The association presented favorable resulis compared o
the compound alone.

Angother study with the compound 2-aminoimidazol ftrizzol [2-Al) also demonstrated thar the
radical groups containing 2-Al were also capable of dispersing the bacterial biofilm of MESA
strains also suppressing the resistance against penicillin G, methicillin and oemcillin, zcdng
similarly to those derived from the study of Steven et al.(Rogerset al. 2010; Yeagleystal 2012).
Some new cdasses of compounds including lactones, brominated furanones, phenethyl, 2-
carbamate have been evaluated, showing actvity against biofilm formation, Structural analogs
of 2-aminopyrimidine inhibited biofilm formation by MRSA and MSSA strains (B0.1 to 3B.5%
reduction in biofilms] also suppressing the resis@ance to antimicrobizls, These derivatives may
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be promising when used in association with existdng drugs in the market soch
assulbactam(Lindseyet al. 2012),

Recently.13thiol bismuth derivadwes were evsluzted and three reached higher andbiofilm
acovity 2gzinst MRSA and P asruginess. In comparizon, ampicillin, menocicline, vancomyrin,
rifampicin and daptomycin were tested for MRSA and mostly were completely neffectve,
except for rifampicin (FIC = 100ps,/mL) (Folsomet al. 2011].

In 2012, Cobradoet al.[Cobradoet al. 2012) evaluated the antibiofilm actvity of cerium nitrate,
lomy molecular weight chitosan and hamamelitannin The Hamameliannin decreaszed & oursus
bicflm formaton whereas cerium nitrate reduced fungal biofilm and chitosan decreased
metabolic activity of 5 spidermidis, Indole derivatives also significantly reduced biofilm
formation by & aureurs and 5 epidermidis (Leeet al. 2012).

Cinnamaldehyde can inhibit the growth of MESA bicfilm in a dose-dependent way sord(Jizet al
2011). Derivatives of antraquinones reduce Streptococcus mutonsbiofilm formation through
plasma membrzne disturbance (Coemyeet al. 2007). Derived thimoguinonic demonstrated
bactericide activity and has inhibited & owrews ATCC 25923 and 5 epidermudis biofilm
formation[Chaiebet al. 2011, Interestingly, the antibiofilm acovity of riazoles has also been
demonstrated in other studies{Suet al. 2012).

Eroad-specrum antimicrobial activity was found in photodymamic therzpy (PDT) for the
treamment of infecdons related to bacterial biofilm of MESA strains, P geruginess and fungal
infections. It appears effective to kill multi-drug resistance microbes, acong faster agzinst
microorgenizms than andmicrobials, and there is no reported evidence for PDT resistant
mechanizms. Many different types of photosensitizers and light sources have been smdied
Methylene blue [(ME] and other phenothiazines have been used as photosensitizer agents. Both
kinds are acdwve as strong cwidizers and cause cellular damags, membrans lysis and protsin
imactivation (Eielet al. 2011; Daiet al. 2012; Parket al. 2012; Biel et al. 2013), Bacteriophages or
phages are viruses that specifically infect bacteria. There are DNA and Iyde enzymes
bacteriophages, both act on the cell wall (Fischetd 2008). Therapies with bacteriophages are
glzo being smdied, due to the acdon of sperific bacteriophages not reaching the normal flora
and proliferatng at the site of infecton, Studies report action including antimicrobial resistant
strains to antimicrobials and biofilm formers (Burrowes et al, 2011; Chibeuet al. 2012; Gilmore
201Z; Yilmazet al 2013). But the use of this therzpy reguirez further =mdy since i=
pharmacodynamics remains unknown because it is 3 replicadon agent (Kirby 2012). Ancther
study shows that bacteriophages can be an effective topical therapy against 5 gursus bioflm-
infected wounds in the setting of a deficient or disrupted biofilm structure. Associzted
treatment In order to distupt the exiracellular biofilm matric allowing for mcressed
penetradon of species-specific bacteriophages, represents a new and effective approach to
chronic wound care and infection biofilm formaton (Sethet al. 2013,

Stmdies with nanopartcles vary according to the substances used, but exhibit promising
antimicrobial effect. also reducing biofilm infecdons related to surfaces, when pretreated with
nanoparticles (Jonathanet al. 2012; Obermeier et al, 2012; Ragielet al. 2013).

Avacrine development has been extensively studied but the main limitation is the identification
of 3 selecove antigen that mark the biofilm forming strains (Archeret al. 2011). Glucosamine,
lipoprotein ABC transport protein, hipolitic conserved and conserved lipoprotein formed a
teiravalent vaccine, which was analyzed against a staphylococcal biofilm-related infecton. This
study has used chronic osteomyelids rabbit model revealing that the veccination reatment
associated with vancomyrin reduces by 67 to B2% biofilm formation when compared to the
group treated with vancomycin alone, The vaccinadon alone showed no significant reduction of
biofilm. The association with vancomycin therapy redoced from 87.5% the biofilm MESA
sirains. Correndy, there iz no effectdwe vaccine agsinst biofilm-forming strzins and the
expreszion and large number of virulence factors makes the discovery of protective antigens
particulary difficult (Bradyet al. 2011)
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FINAL CONSIDERATIONS

Sropkyplococous aureus is an important pathogen associated with nosccomial infectons and
biofilm formation, being a serious chronic condition. Biofilm formation confers resistance
ggainst not only the host immune and innate system, but also against different antimicrobials on
the market This situaton turned the zearch for new treatment approaches necessary, More
studies are needed to understzand the formation of biofilm as molecular @rgsts.

Figure 1: Biofilm formation steps.
c ADHESION COLONIZATION | MATURATION DETACHMENT

o |

Figure 2- Outlining the actvity of proteins icaADBC on bicfilm-forming process (4] and
mechanizms of agr guoram sensing (B). [A] Proteins involved in exopolyzaccharide symthesis of
PIA are complex genomic icoADBC, Proteins icad, icaC and icall are transmembrans proteins
and protein icaAR is located in the exracellular matri. The first step in the synthesiz of P1A i=
ic2dl association will facilitate the export of PLA viza membrane through association and
acovaton of icaAl, Once in the extracellular matrmn, PIA proten icaAB removes some N-acetl
Eroups. providing essential cationic character for ataching to surfaces,
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Figure 3: AgrD 1= a polypeptide chain and a precursor of aute inducer protein [AIP) that 1=
exported outside the cell via AsrE. After reaching 3 threshold density, AIP binds to AgrC
transmembrzne receptors, which will phosphorylate AgrdA and inifizte apr oanscription
promoters. Actve AgrA will indoce ranscripton of RNAIl and RENAIIL The transcripton of
EMAIl contains four genes [agrE, D, € and A4) important to the PIA synthesis in a positive

feedback system, The ENAII transcription is responsible for transcripgon of other phenotypes
guoram (bacterial exotoxins].
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