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RESUMO

LEITE, B.A. Estudo da susceptibilidade e resposta dos biofilmege estafilococos aos
agentes antimicrobianos 2013. 151 f. Tese de Doutorado. Programa de Paduacéo em
Biotecnologia/ UFSCar, S&o Carlos/SP, Brasil.

Os estafilococos pertencem a um grupo diversificdeldactérias que causam doengas que
vao desde infec¢des de pele, a risco de morte tacteriemia. Os dois principais patégenos
oportunistas deste géner8&aphylococcus epidermidis e S aureus sdo as causas mais
frequentes de infecgcbes nosocomiais e infeccOexiadas ao uso de dispositivos médicos.
Estafilococos é a principal causa de infeccdescamtas com a formacdo de biofilme. As
infeccdes relacionadas a formacdo de biofime s#itcceds de tratar com agentes
antimicrobianos convencionais, limitando a eficad@aterapia com antibiéticos e tornando
um problema crucial para o tratamento de infecgd@sicas. Portanto, o objetivo principal
desta tese foi estudar a susceptibilidade dasastldé estafilococos em biofilme contra
agentes antimicrobianos. Para isso, foram avaliadagividadesn vitro de N-acetilcisteina
(NAC), rifampicina, linezolida, daptomicina e vanacina isoladamente e em combinacdo
contra as células em biofilme @maphylococcus epidermidis e S aureus. As atividades dos
agentes antimicrobianos foram avaliadas nas corgéds CIM, 10xCIM e a concentracdo
maxima no soro. A susceptibilidade dos biofilmesapas agentes estudados foi avaliada
através de unidades formadoras de colénia (UFCAntploracdo com cristal violeta (CV),
que é a medida da biomassa total do biofilme ¢ivalade celular usando ensaio de reducao
de XTT. Os resultados das células viaveis (expsesavlogo UFC/ml) para N-acetilcisteina
sozinho, na concentragdo 10xCIM para ambos oslredi de estafilococos avaliados
mostraram um maior efeito em comparagdo com ougestes antimicrobianos avaliados,
com reducdo de cerca de 4-51pgA combinagdo de NAC (10xCIM) - vancomicina
(independente da concentragdo avaliada) mostrou maier reducdo (p<0,05) em células
viaveis deS. epidermidis e S aureus, em comparagcdo com as outras combinac¢des avaliadas
Esta combinacdo apresentou uma reducao de cekcé ey, CFU/ml. Os resultados de CV
mostraram perda da biomassa total do biofilme ranfoobservados diminuicdo da atividade
metabdlica, medida pelo ensaio de XTT, este regngt@&stdo em boa concordancia com o0s
resultados obtidos em termos de viabilidade cel@ar concluséo, os resultados obtidos nos
estudos desta tese constituem uma estratégia wdca@p@romissora para o tratamento de
infecgBes associadas a formacéo de biofilme$@pidermidis e S aureus. Além disso, a
utilizacdo de agentes antimicrobianos em combingudde ser uma alternativa para a
monoterapia, evitando assim o desenvolvimento sistéacia.

Palavras-chave Biofilme, Staphylococcus epider midis, Staphylococcus aureus, agentes
antimicrobianos.



ABSTRACT

LEITE, B.A. Study of susceptibility and response of staphylocoal biofilms to
antimicrobial agents 2013. 151 f. Doctoral Thesis. Postgraduate PrognaBiotechnology/
UFSCar, Séo Carlos/SP, Brazil.

The staphylococci belong a diverse group of beztidrat cause diseases ranging from minor
skin infections to death-threatening bacteraemlae @wo major opportunistic pathogens of
this genus,Saphylococcus epidermidis and S aureus are the most frequent causes of
nosocomial infections and infections associatedhwihe use of medical devices.
Staphylococci, is the leading cause of infectiossoaiated with biofilm formation. Biofilm-
related infections are challenging to treat witimgentional antimicrobial agents, limiting the
efficacy of antibiotic therapy and becoming a caliggroblem for treatment of chronic
infections. Therefore, the main aim of this thesias to study the susceptibility of
staphylococcal biofilm cells against antimicrobigkats. For that, it was evaluatadvitro
activities of N-acetylcysteine (NAC), rifampicininézolid, daptomycin and vancomycin
alone and in combination on biofilm cells &&phylococcus epidermidis andS. aureus. The
activities of antimicrobial agents were evaluatedconcentrations CIM, 10xCIM and peak
serum. The biofilms susceptibility to agents stddweas assessed through, colony-forming
units (CFU/ml), staining with crystal violet (C\)dt is the measure total biofilm biomass and
cellular activity using XTT reduction assay. Thesuks of viable cells (expressed aslpg
CFU/ml) to N-acetylcysteine alone, in the conceidra 10xCIM on both the biofilms of
staphylococcal evaluated showed a greater effetipaced with other antimicrobial agents
evaluated, with reductions of approximately 4-5:0g he combination NAC (10xCIM) -
vancomycin (independent of concentration evaluasédved a greater reduction (p<0.05) on
viable cells ofS. epidermidis and S. aureus, compared with other combinations evaluated.
This combination presented a reduction about ofidge CFU/mI. The results of CV showed
loss the total biofilm biomass and were observextadese in the metabolic activity measured
by the XTT, these results are in very good agreémath those obtained in terms of cell
viability. In conclusion, the results obtained ihet studies of this thesis constitutes a
promising therapeutic strategy in the treatmenhfaictions associated with biofilm formation
by S epidermidis andS. aureus. In addition, the use of antimicrobial agents ambinations
may be an alternative for monotherapy, thus avgitle development of resistance.

Keywords: Biofilm, Staphylococcus epidermidis, Staphyl ococcus aureus, antimicrobial
agents.
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epidermidis (1457): Controle positivo (A), apés tratamento ctAC (CIM)
combinado com rifampicina na concentracdo maximaaro (Cmax) (B) e NAC
(10xCIM) combinado com rifampicina (Cmax) (C). A rtm nas imagens
correspondem a 5 pm. (Leica Cambridge S-360)

Figura 38 - Efeito do NAC (CIM e 10xCIM) combinado com rifama (RIF) na 105
concentragdo maxima no soro (Cmax) sobre as célplasctbnicas deS
epidermidis

Figura 39 - Atividade celular expressa pelo XTT apoés tratameotm NAC (CIM 106
e 10xCIM) combinado com rifampicina (RIF) na coricegdo maxima no soro
(Cmax) sobre células planctdnicasSiepidermidis

Figura 40 - Efeito do NAC em combinacdo com linezolida (LIN) snalQ07
concentragbes CIM, 10xCIM e na concentragdo maximaoro (Cmax) sobre as
células em biofilme d&. epidermidis

Figura 41 - Atividade celular expressa pelo XTT apés tratameaatmn NAC em 108
combinacao com linezolida (LIN) nas concentracoids, QOxCIM e concentragao
maxima no soro (Cmax) sobre as células em biofile®@ epidermidis

Figura 42 - Biomassa total apos tratamento com NAC em combmmagin 109
linezolida (LIN) nas concentra¢cdes CIM, 10xCIM e gencentracdo maxima no
soro (Cmax) sobre as células em biofilmeSdepidermidis

Figura 43 - Efeito do NAC combinado com vancomicina (VAN) nad10
concentragbes CIM, 10xCIM e concentracdo maximasomm (Cmax) sobre as
células em biofilme d&. epidermidis



Figura 44 - Efeito do NAC combinado com vancomicina (VAN) nadll
concentragbes CIM, 10xCIM e concentracdo maximasomm (Cmax) sobre as
células em biofilme d&. aureus
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1. Introducéo

Os estafilococos sdo os principais agentes etmidgique causam infeccfes em
superficies bibticas e abibticas (QU et al.,, 201Deéntre as espécies de estafilococos,
destacam-se&staphylococcus epidermidis S. aureuscomo isolados mais frequentes das
infeccdes (OTTO, 2008). Estas infecgbes sdo digexsacluem, conjuntivite, otite externa,
osteomielite, infeccbes em cateteres, protesesulates e valvulas cardiacas ( HALL-
STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; FUX et al.,0&) .

A viruléncia dos estafilococos é principalmente ideva sua capacidade de formar
biofilme. As células em biofilme sdo mais resisésrdos antibibticos e, resistem as respostas
do hospedeiro, comparado com as células planc®(fraRRA-RUIZ et al., 2010; QU et al.,
2010).

Os testes de susceptibilidade aos antibiéticosesunwonais concebidos para bactérias
plancténicas, como o MIC (concentracdo inibitéridnima) sdo usados para guiar o
tratamento de infeccdes relacionadas com a formagadiofiime (CERI et al., 2001).
Numerosos estudos tém sido realizados para compasaisceptibilidade dos antibidticos
contra as células em biofilme e células planct@igdamaioria dos estudos descobriram que
as células bacterianas em biofilme foram 100-106@es mais resistentes a ag¢do dos
antibidticos comparadas com as células plancton{GisRI et al., 1999; CERI et al., 2001;
SPOERING; LEWIS, 2001; AARON et al., 2002; CERCAakt 2005).

Estafilococos sdo as bactérias mais frequentes adarss das infeccdes e,
frequentemente ndo é possivel o tratamento dascidge sem a remocdo dos implantes
infectados, destacando-se a necessidade de nomos@ntimicrobianos ou estratégias para
o tratamento de infec¢cdes associadas a formacabiodiene (FALAGAS et al., 2009;

PARRA-RUIZ et al., 2010).



21

1.1 Staphylococcus spp.

O género estafilococos, é composto por mais des&cees diferentes, das quais 17 ja
foram isoladas de amostras biolégicas humanas.sTaslaspécies fazem parte da microbiota
normal da pele e das membranas mucosas de humamos&s. Os estafilococos sdo um
género de bactérias com forma esférica (cocoaak 0,5 a 1,5 micrémetro de diametro e
formam grupos com aspecto de cachos de uva. Aplasacéo por técnica de Gram,
adquirem cor arroxeada ao microscopio oOptico, démasas de gram-positivas (Figura 1),
devido a sua membrana simples e parede celulaept&pglicano constituida de mureina,
acido tecoico e polissacarideos (MURRAY, 2004).

Os estafilococos sdo anaerdbicos facultativos.empda viver em meios aerdbios,
usando oxigénio, ou anaerodbios, por meio de fergént e possuem crescimento mais
rapido em aerobiose. Os estafilococos ndo temlfiagendo incapazes de se locomover. Sua
temperatura Otima de crescimento € de 30-37°C, smaedo corpo humano (KLOSS;

BANNERMAN, 1999; TOROK; DAY, 2005).

Figura 1 - Estafilococos apos a
colorag&o por técnica de Gram
(http://juliasarabioifes.files.wordpress.co
m/2011/04/c-estafilococos-01.)pg
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Dentre as espécies de estafilococ8aphylococcus aureug o0 patogeno mais
importante, causando varias infecgbes. As outrpécéss de estafilococos, geralmente nédo
séo patogenicas, com excecaoSloepidermidisque pode provocar bacteremia e infec¢des
relacionadas a dispositivos artificiais R, saprophyticysque pode causar infeccao do trato

urinério ( VUONG; OTTO, 2002; TOROK; DAY, 2005; OO 2008).

1.1.1Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus aureus

S. epidermidic membro da microbiota normal da pele e mucosalsudenos e, é
considerada uma bactéria oportunista, provocandecdgdes em individuos imuno-
comprometidos e, em individuos saudaveis, por ekempr meio de dispositivos artificias

(VADYVALLO; OTTO, 2005; OTTO, 2008).

Com a crescente utilizagdo de implantesepidermidigem sido isolada nas infecgbes
relacionadas aos dispositivos artificiaid. infeccdo geralmente ocorre em ambientes
hospitalares, durante tratamentos e intervencdésgitias, onde séo utilizados cateteres e
implantes. A contaminacdo destes dispositivos genatle ocorrem no ato cirurgico, por
bactérias da propria pele e mucosas do pacientgtéumesmo, do pessoal do atendimento
médico (ARCIOLA et al.,, 2005; TRABULSI; ALTERNATHM, 2005; VADYVALQOQO;
OTTO, 2005; PRESTERL et al.,, 2009; FEY, 2010). Deras infecgcbes caudadas [&r
epidermidis incluem, bacteremias, sepce, encocardites, misng endoftalmites,
osteomielites, infeccbes do trato urinario e vawasras, dependendo da localizagcdo do

implante (CRAMTON; GOTZ, 2004).
S. epidermidistem uma afinidade especial em aderir e formarilbmef sobre as

superficies de implantes biomédicos, com caratiofiibico (FOSTER; HOOK, 1998; JOH

et al., 1999; GOTZ; PETERS, 2000; SMELTZER; GILLASR000).
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S. aureusfaz parte da microbiota residente ou transitor@s dseres humanos,
principalmente da pele e mucosa das fossas nasaifaringe e intestino (BHATIA,
ZAHOOR, 2007). Sdo considerados patégenos humafiequentemente estdo associados as
infeccdes, podendo causar infeccoes de pele eoteumles, pneumonias, bacteremias,
endocardites, meningites e abscessos (KONEMAN .et28D1; FOWLER et al.,, 2005;
ZULUAGA et al.,, 2006).S. aureusembora seja uma bactéria da microbiota normal de
humanos, também esta associado com infec¢Oesomdaes aos dispositivos artificiais
(CRAMTON; GOTZ, 2004).

O potencial patogénico dB. epidermidie S. aureusassociado as proteses e outros
dispositivos biomédicos, esta diretamente relacianeom a capacidade dessas bactérias
formarem biofilmes nessas superficies. As infecc@essionadas por biofilmes de
estafilococos foram encontrados em associagdo @beteces urinérios, lentes de contato,
protese vascular, dentre outros ( COSTERTON, 2B@LES; HORSWILL, 2011). Dentre
0s géneros de estafilococds, epidermidie S. aureusdo as bactérias mais isoladas das
infeccdes relacionadas a formacao de biofilmes (B&LHORSWILL, 2011; CRAMTON;
GOTZ, 2004).

As infecgdes relacionadas com a formacéo de biefporS. aureuséo semelhantes as
infeccdes conB. epidermidisno entanto, o envolvimento d& aureusgeralmente requer
cuidados mais intensivos. Muitas vezes, os bio8loheS. aureusassociados as infec¢bes séo
dificeis de tratar com os antibidticos convencienai, os dispositivos precisam ser
substituidos com mais frequéncia do que os infestabmS. epidermidifJONES et al.,
2001). As células des. aureusem biofilme sdo geneticamente diferentes das azlul
plancténicas, deste modo podem desenvolver um @dampento mais agressivo quando

livres e espalhadas dentro do corpo (OTTO, 2008).
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1.2 Biofilme microbiano

1.2.1 Histéria

O desenvolvimento do conceito biofilme foi um presee gradual, composto de muitas e
pequenas percepcdes no ambiente clinico e na rature

Antonie Van Leeuwenhoek foi um holandés simplesnaito curioso por natureza,
comerciante de tecidos, que no século XVII usoteke(Figura 2) para tecidos delicados para
examinar os "animalculos" existentes nos proprieates (COSTERTON; GEESEY;

CHENG, 1978).

Figura 2 — Lentes usadas por Antonie
Van Leeuwenhoek
(http://misteriosdomundo.com/como-a-
celula-foi-descoberta)
Henrici (1933) observou um revestimento fino deté@aa&s no vidro de aquérios, com
varios tipos de aguas obtidas de diversos lagostdfims os casos os resultados foram os

mesmos, observou o depdsito de bactérias sobreeafisie que, tornava-se aparente em

alguns dias e aumentava progressivamente, torrend@e denso que as células individuais
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eram distinguidas com dificuldade. As bactériagiadefirmemente a superficie de vidro e,
nao eram removidas por lavagem com agua.

Zobell (1943) em seu experimento com suspensataceln garrafa de vidro, observou
gue as bactérias localizavam-se em maior nimemidadena superficie interna da garrafa do
que no liquido dentro dela. Os estudos de MarsBédut e Mitchell (1971), confirmam a
sugestdo de Zobell, onde observaram no ambientsnhmague a bactéri@seudomonas
aeruginosaforam inicialmente atraidas para uma superficievideo, e, depois de varias
horas, tornaram-se firmemente aderidas a esta fRperEstas fases foram definidas
inicialmente como adeséao reversivel, observadaupw atragédo instantanea de bactérias a
uma superficie. No entanto, essas bactérias eemamente aderidas a esta superficie, sendo
facil sua remocéo da superficie por lavagem coml K&6%). A segunda fase definida como
adesdao irreversivel envolveu uma aderéncia firmbaidtérias a superficie, onde ndo eram
removidas por lavagem com NacCl (2,5%).

A universalidade da formacdo do biofilme ndo faicebida até os primeiros métodos
guantitativos. Geesey et al. (1977), analisaramesalsuperficie de rochas em lagos e riachos
a presenca de numerosas células microbianas s§sseiseio de microscopia de contraste de
fase e, utilizaram uma técnica de coloracdo dajame acridina para realizarem a contagem
de bactérias em biofilme.

Costerton, Geesey e Cheng (1978), mostraram a ¢@ionde biofilme nas superficies
das pedras das aguas geladas do Bugaboo Creeld& aDaservaram que as superficies das
pedras estavam cobertas com um lodo claro e egadicedevido a aderéncia de bactérias a
essas superficies. Mostraram que as bactérias temeam-se em maior quantidade aderidas
nas superficies do que livres. As bactérias ader@davam envolvidas em uma matriz
extracelular e mostraram-se profundamente diferédatseu estado planctonico. Os dados em

gue esta teoria se baseia veio das observacdesspogicas diretas e técnicas quantitativas.
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Boivin e Costerton (1991), mostraram que bactgrlasctbnicas ndo causam nenhum
efeito de corrosdo sobre as superficies metalmagjanto que as bactérias em biofilme sdo
capazes de alterar a superficie metalica e lewarrasdo. Atualmente o controle da corroséao
sobre superficie metalica € baseado na detecg@atr@le do biofilme microbiano.

Na clinica, Costerton, Geesey e Chei§978), observaram que as bactérias em

biofilme apresentaram um grau notavel de resishéams fatores de defesa do hospedeiro.

Christensen et al. (1982) avaliaram cepasSdespidermidisisoladas das infeccbes
associadas ao uso de cateteres intravascularesrvaian que as cepas de estafilococos
formavam um filme viscoso no interior do catetaujticados em meio liquido de TSB
(Tryptic Soybroth). A microscopia eletrdnica de varredura mmstbactérias aderidas a

superficie do cateter.

Christensen et al. (1985) relataram mais tarderagdgdo de biofilmén vitro por cepas
de estafilococos. Os estafilocos avaliados forafades de infecgcdes associadas ao uso de
cateter e endocardite. As bactérias foram cultivaglfa um meio rico e as células sésseis
foram marcadas com cristal violeta ou safraningpé&mas de microtitulacdo e submetidas a
leituras de densidade Optica (DO). Observaram queepas isoladas das infecces tendem a
formar biofilmes e que as células & epidermidisforam as cepas mais isoladas nas
infecgdes relacionadas a formacéo de biofilme.

Conforme descrito por varios autores (COSTERTON/INR CHENG, 1981; REID et
al., 1985; COSTERTON et al., 1987) o exame diretondteriais humanos por uma variedade
de infecgbes, mostraram que as infeccdes estavanciadas a formacao de biofilme nos
tecidos humanos e dispositivos implantaveis. Olasam que as infeccdes sobre os
dispositivos artificiais persistiam mesmo apés miagtracdo de antibidticos. Concluiram,
que as células bacterianas dentro de seus bemvdésdos biofilmes sdo resistentes aos

agentes antimicrobianos (COSTERTON; GESSEY; CHENIG8; NICKEL et al., 1985).



27

A percepcao central dos autores era de que asribaceEnvolvidas tinham uma
estratégia muito eficiente, formar biofilme sobupexficies e obter nutrientes por absorgéo
presentes no fluxo ou fluido. Concluiram que aslaglem biofilme apresentam enormes

vantagens, comparadas com as células planctoi@E€&STERTON, 2004).

1.2.2 Definigao

As células microbianas séo capazes de aderir & qada superficie de contato imersas
em um fluido corporal ou um fluxo continuo. Estélilas aderidas crescem, reproduzem-se e
produzem substancias poliméricas extracelularessguestendem para além da superficie das
células, formando um emaranhado polimérico que lgavooda a biomassa aderida,
assumindo o conjunto a designacao de biofilme (CABRLIS; COOKSEY;ALLEN, 1983;
CHARACKLIS; WILDERER, 1989; HALL-STOODLEY; STOODLEY2009).

Biofilmes séo definidos como, agregados de micnasgaos embutidos em uma matriz
polimérica e aderidos a uma superficie sélida, o uma estrutura porosa e altamente
hidratada contendo polissacarideo extracelulartefiras, glicoproteinas e glicolipideos

(LAWRENCE et al.,, 1991; RICKARD et al., 2003; FLEMNG; NEU; WOZNIAK, 2007).

1.2.3 Estrutura e forma do biofilme

Os métodos para andlise e caracterizacdo do bofiwoluiram muito dos primeiros
trabalhos de investigagdo sobre biofilmes. A micopga confocal a laser produziu uma série
de revelagcbes que sédo a base dos conceitos aidmofilme. Dentre as observacoes,
mostraram que o0s biofilmes nd&o sdo estruturas hémeag de monocamadas de

microrganismos (DONLAN; COSTERTON, 2002) conformestra a Figura 3.
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Figura 3 — Microscopia confocal a laser de um ceagital de
um biofilme no ambiente, mostrando 0s grupos cedslae
canais de agua (DONLAN; COSTERTON, 2002; STOODLEY
et al., 2002)

Se as bactérias crescessem em uma camada unif@spessa, ficaria "abarrotado” de
microrganismos e, ndo haveria nutrientes dispamigegrandes profundidades e residuos
toxicos poderiam se acumular. As bactérias agrigpadabiofiime evitam esse problema ao
formar estruturas tipo pilares (formato de “cogloti com canais entre elas por onde a
agua pode transportar os nutrientes que chegam mesiduos que saem. Um biofilme
geralmente é composto por uma camada de supeatéicierca de 10 um de espessura, com
pilares que se estendem em até 200 um acima. Daéattona comunidade de biofilme, as
bactérias sdo capazes de compartilhar os nutrientestdo protegidas dos antibidticos e do
sistema de defesa do hospedeiro (COSTERTON, 2004).

A técnica qualitativa de microscopia eletronicavderedura (MEV) (Figura 4) mostrou,

que as ceélulas em biofilme, apresentam uma esirdttalmente hidratada, composta por

células bacterianas envolvidas na matriz extraael(DONLAN; COSTERTON, 2002).
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Figura 4 - Micrografia eletronica de varredura ae u
biofilme misto, sobre uma superficie metalica de um
reator de laboratorio. A barra nas imagens corregon
a1l pum (DONLAN; COSTERTON, 2002)

A estrutura basica de um biofilme é constituidacéielas microbianas que pode ser
formado de uma ou mais espécies. O biofilme é cstopde 10-25% por microrganismos e
75-90% por polissacarideo extracelular (COSTERTONEWART; GREENBERG, 1999).

A matriz extracelular dos biofilmes de estafilocecé composta por proteinas,
polissacarideos e DNA extracelular (DNA@BOLES; HORSWILL, 2008; WANG et al.,
2011). A matriz fornece protecdo aos ataques dadasédo sistema imunolégico do
hospedeiro e a exposicdo a agentes antimicrobighosomposicdo exata da matriz do
biofilme € muito variavel, dependendo da cepa dafiegocos, o seu estado fisiologico e, a
disponibilidade de nutrientes (BOLES; HORSWILL, 21

Em contraste com muitos outros biofilmes médicass tomo formacdo de placa
dentéria formada por multi-espécies (biofilme mists infec¢cdes associadas a formacao de

biofilme por estafilococos ndo sdo normalmente urgstas com outras espécies (ARCIOLA

et al., 2005). Uma possivel explicacdo para esi@fieno € a comunicagao inter-espécies por
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sinais dequorum-sensingque leva a inibicdo da expressao de virulénciaoptras espécies
(OTTO, 2008).

Os biofilmes possuem uma enorme diversidade deciespéicrobianas, no entanto,
devido a sua maior versatilidade e resisténcia,bastérias sdo 0S microrganismos
predominantes. As bactérias devido as suas casi@s como tamanhos reduzidos,
elevadas taxas de reproducéo, grande capacidadedap¢acdo e producdo de substancias
extracelulares que as protegem do meio circundaétede entre todos 0s microrganismos,

consideradas como excelentes produtoras de biofMHARACKLIS; MARSHALL, 1990).

1.2.4 Etapas de desenvolvimento do biofilme de estafilocos

A formagéo e, desenvolvimento de um biofilme dafdstocos, conforme apresentado
na Figura 5, foi caracterizado em quatro estagi#dJER et al., 2002; STOODLEY et al.,

2002; OTTO, 2004).

No primeiro estagio ocorre a aderéncia inicial datilas bacterianas sobre uma
superficie de contato ( STOODLEY et al., 2002).aEsderéncia inicial ou adeséao reversivel
ocorre por bactérias plancténicas, ou seja, bastéue flutuam livremente no fluido corporal

(MARSHALL; STOUT; MITCHELL, 1971; STOODLEY et al2002).

A superficie a que aderem essas bactérias podensetecido ou uma superficie
artificial (MACK et al., 1994). No caso de uma stffmge artificial, quando inserida no corpo
humano e, exposta a fluidos corporais como, sanguia e saliva, componentes
macromoleculares recobrem a superficie exposta iatedente para formar um filme
condicionante. O filme condicionante formado sabeeiperficie facilita a aderéncia inicial da
bactéria ( GRISTINA, 1987; SCHAKENRAAD et al., 198BHAMBERLAIN, 1992; REID;

DAVIDSON; DENSTEDT, 1994; CHOONG; WHITFIELD, 2000)Os estafilococos
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expressam componentes microbianos de superfici¢éque capacidade de reconhecerem e
ligarem-se as moléculas adesivas no filme condaciten( PATTI et al., 1994; HEILMANN

et al., 2003).

No segundo estagio da formagdo do biofiilme é ameda fase de acumulagéo,
facilitada por um fator que medeia adesdo de célutzlula. Este passo inclui a divisdo
celular para formar as multiplas camadas de umsssggofilme. Ocorre também a producéo
do polissacarideo extracelular resultando na aderémeversivel das bactérias a superficie
de contato. O polissacarideo extracelular atua cama “cola” para agrupar as ceélulas
bacterianas entre si e favorecer protecéo as s§MACK et al., 1994; NIVENS et al., 2001;
STOODLEY et al., 2002).

O terceiro estagio é caracterizado pelo desenvehion da arquitetura do biofilme
(STOODLEY et al., 2002). Nesse estagio ocorre auragéio da arquitetura do biofilme, ou
seja, o biofilme é caracterizado pelo formato dedgumelo” (STOODLEY et al., 2002). Os
microrganismos contidos dentro do biofilme permitanentrada de proteinas, nutrientes e
oxigénio (STOCK, J.; STOCK, A.; MOTTONEN, 1990; GO®MAN; MARSHALL, 1995;

CHOONG; WHITFIELD, 2000).

O quarto e ultimo estagio é caracterizado pelaedism das células presentes no
biofilme. Neste estdgio ocorre @tiorum-sensing ou seja, a comunicac¢do entre as células
bacterianas para, que parte das células contidbfilone sejam dispersas, ou seja, tornem-
se células plancténicas e, estas células livreamente irdo encontrar uma nova superficie de

aderéncia e formar um novo biofilme (STOODLEY et 2002).

O guorum-sensingg uma estratégia de comunicacdo célula-célula enefizio da
comunidade do biofilme, controlando o nimero exeesde bactérias e a competicdo por
nutrientes (DAVEY; O'TOOLE, 2000; DOUGLAS, 2003)s A¢€lulas em biofilme tém uma

capacidade reduzida para fugir de tensdes, consgataamento de nutrientes e acumulo de
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residuos, porque estdo fisicamente confinadas p®#iz. Desta forma, possuem o
mecanismo dguorum-sensingnde, parte das células contidas no biofilme assui vida
para planctonicas que se estendem para um halatiat adequado. Condigbes ambientais
desencadeiam mecanismos ativos que provocam a aeé@parbacteriana (BOLES;

HORSWILL, 2008).
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Figura 5 - Etapas da formagcdo de um Dbiofime de afiéstocos

(http://www.bioscience.org/2004/v9/af/1295/figl.jpg

1.2.5 Fatores envolvidos na formacéo do biofilme de estldfcocos

A velocidade e afinidade com que a bactéria se digama superficie artificial sdo
influenciados pelas caracteristicas fisicas dotsathse as superficies celulares das bactérias.
A aderéncia primaria € muitas vezes uma interag@&specifica. E possivel que haja

diferentes estratégias para a adesao inicial eeredifes linhagens (COSTERTON, 2004).
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1.2.5.1Adesina polissacaridica capsular (PSA)

A adesina polissacaridica capsular (PSA) foi ismlagbartir de células em biofilme por
cepas deS. epidermidis(RP62A e M187) e, mostrou mediar a ligacdo dagsébias as
superficies do cateter urinario (MULLER et al., 39$HIRO et al., 1994). Mais tarde, o
polissacarideo foi isolado de cepas 8e aureusMN8m (MCKENNEY et al.,, 1998;

MCKENNEY et al., 1999).

A aderéncia inicial das bactérias a uma superitiei€ontato e, a aderéncia de célula a
célula é mediada pela adesina polissacaridica ag®MCKENNEY et al., 1998).
A adesina polissacaridica capsular tem um papehegd na formacéo e agregacao do

biofilme (OLSON et al., 2006).

1.2.5.2Adesina polissacaridica intercelular (PIA)

A adesina polissacaridica intercelular (PIA), o lg@aambém chamado de poli-N-
acetilglucosamina (PNAG) de acordo com a sua coiggosjuimica, facilita a aderéncia dos
estafilococos sobre uma superficie de contato adi@amacdo do biofilme (MACK et al.,
1996a; MACK et al, 1996b; COSTERTON, 2004). PlAegponsavel pela adesdo das células
durante a fase de acumulacéo da formacéao de beo{iMACK et al., 1994; MACK et al.,
1996a; SADOVSKAYA et al., 2005).

A sintese da PIA, sdo codificadas pelo produto efteiga do operoricaABCDemS.
epidermidise S. aureugGERKE et al., 1998; CRAMTON et al., 1999; VUONGa¢, 2004).

A sintese desta molécula depende da glicose do(MAGK; SIEMSSEN; LAUFS, 1992).
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PIA em conjunto com outros polimeros e proteimamé&m a maior parte da matriz
extracelular do biofilme de estafilococos (DARBY at, 2002; KAPLAN et al., 2004,

WANG; PRESTON; ROMEO, 2004).

1.2.5.3Proteinas de superficie estafilocdcica

As proteinas constituem o segundo principal comp@nala matriz do biofilme
(BOLES; HORSWILL, 2008; BEENKEN et al., 2010).

Algumas proteinas de superficie, tais como a fibetina, proteina A , SasG foram
definidas como sendo importante nas interagbes @lalaecélula e célula-superficie
(CORRIGAN et al.,, 2007; O'NEILL et al., 2008; CONRX et al., 2008; MERINO et al.,
2009; MARTI et al., 2010).

A matriz extracelular dos biofilmes também abriganmteinas, por exemplo, a proteina
Bap, encontra-se fixa a parede celularSdeaureuse servem para manter as células unidas
dentro da biofilme, provavelmente, interagindo amutras proteinas na superficie das células
vizinhas (LASA; PENADES, 2006; LATASA et al., 2006)

Uma proteina que foi recentemente descrita condotem papel estrutural na matriz
do biofilme deS. aureus a toxina beta (HUSEBY et al., 2010). A toxindabé capaz de
ligar-se ao DNA extracelular (DNAe). Proporcionandagorimeira ligagdo entre DNAe e
proteinas na estrutura dos biofilmes de estafilosoblo entanto, muitas cepas clinicasSde
aureusnao produzem a proteina beta toxina (VAN WAMEIaket2006).

Timmerman et al. (1991) e Veenstra et al. (199@¢ntificaram uma proteina na
superficie da célula d8. epidermidischamadas de proteinas de superficie estafilacdcic

SSP-1 (280 kDa) e SSP-2 (250 kDa). Essas duasimastde superficie possuem afinidade
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pelo polimero e contribuem para a aderéncia doafilesbcos ao substrato (PETERS;

LOCCI; PULVERER, 1982).

1.2.5.4 Adeséao intercelular pelo gene

Donlan e Costerton (2002) mostraram que cerca agnAdés diferem na expressao entre

as células sésseis e as células plancténicas.

A adesao intercelularog) foi inicialmente identificada em uma cepa de ilned deS.
epidermidisRP62A, devido a sua capacidade de formar um triefdobre uma superficie de
poliestireno (HEILMANN et al., 1996). Esta cepa ttoha a parte funcional do locusa,
genesicaA, icaB, icaC e icaDgue constituem uma Unica unidade transcricionaACM et

al., 1994, 1999, 2000; HEILMANN 1996, 1998; ZIEBUHRal., 1999).

Conforme descrito por varios autores, os produtndodusica foram demonstrados
fundamentais para a formagcdo do biofilme e virtirdos microrganismos (O'TOOLE;
KAPLAN; KOLTER, 2000; STANLEY; LAZAZZERA, 2004). Noentanto, delecados do

locusica ndo alteram o fenétipo do biofilme (BOLES; HORSW|[2011).

O produto do geneaABCDmostraram-se importantes na formagéo dos biofibhees
aureuse S. epidermidigCRAMTON et al., 1999; HEILMANN et al., 1996; MACKL999;
MCKENNEY, 1998, 1999). Arciola, Baldassari e Mordam (2001) corrobora com a
afirmacao, demonstraram que os geicas e icaD tem importante papel na formagédo dos

biofilmes de S. epidermidi® S. aureus.
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1.3 Resisténcia estafilocOcica aos agentes antimicrobizs

O bacteriologista Alexander Fleming descobriu enpito antibidtico, a penicilina em
1929 e, mais tarde, observou a resisténcia natlorslmicrorganismos, descrevendo que
bactérias do grupo coli-tifoide eRseudomonas aeruginosgo eram inibidas pela acdo da
penicilina (FLEMING, 1980). Abraham e Chain (194@pstraram que cepas Hecherichia
coli produziam uma enzima capaz de destruir a acacewiailpa, a qual denominaram de
penicilinase.

O isolamento de estafilococos resistentes as fieni,i foi observado logo ap6s os
primeiros experimentos em 1941, registrando-se @r-1945 indices de resisténcia de 12 a
22% (MOREIRA; DAUM, 1995). Bauer, Perry e Kirby,nfecaram que em algumas cepas de
S. aureussolados de material clinico mostravam-se redissea penicilina devido a producéo
de penicilinase (BAUER; PERRY; KIRBY, 1960).

Em 1950 a resisténcia ja atingia em torno de 308@dwstras hospitalares. Ao final da
década de 1950, cerca de 80% dos estafilococoads®lem hospitais mostravam-se
resistentes as penicilinas devido a producdo ddcifiemses inativadoras destas drogas
(BAUER, PERRY, KIRBY, 1960; LACEY, 1973).

Para combater estes estafilococos foram descolastpenicilinas antiestafilococicas,
tais como a meticilina, oxacilina e as cefalospasida primeira e segunda gerac¢do. Contudo,
logo apds a introducdo das primeiras penicilinasestafilococicas, surgiram bactérias
resistentes a elas, inicialmente na Europa, em 1®BALEY et al., 1982; MAPLE;
BRUMFITT, 1989; MOREIRA; DAUM, 1995), chamados d& aureusmeticilina ou

oxacilina resistentes (MRSA).
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Em inimeros, microrganismos o fendmeno da resist&matural. Em particular, a
resisténcia €& necessariamente especifica contradet®rminado antibidtico naqueles
microrganismos produtores desta mesma substanEisIAIN, 1974; CUNDLIFFE, 1984).

A importancia do problema coincide com a introdue&@ampla utilizagdo de inUmeros
antimicrobianos na década de 1950, expandindogsrta de 1960, com a introdugcdo dos
novos antibiéticos beta-lactamicos, e agravandoase décadas de 1980 e 1990, com o
surgimento de novas formas de resisténcia e andisgeao de microrganismos resistentes
(SUASSUNA, I.; SUASSUNA, L.R., 1971; LINTON, 1988AUNDERS, 1984; BUU-HOI,
GOLDSTEIN; ACAR, 1986; FEINMAN, 1998; WITTE, 1998).

Assim como os estafilococos (MRSA) mostraram-sésterges aos antibidticos beta-
lactamicos, da mesma maneira, cepa$.depidermidisS. saprophyticug S. haemolyticys
passaram a demonstrar resisténcia a oxacilina stédias afins. Frequentemente, o0s
estafilococos resistentes aos beta-lactamicos amste também resistentes a macrolideos,
aminoglicosideos, tetraciclinas e mupirocina porcanésmos bioquimicos especificos. E
também observado a resisténcia dos estafilococofluasoquinolonas (LACEY, 1973;
CROSSLEY et al, 1979; MALOUIN; BRYAN, 1986; COUGHR; JOHNSTON,;
ARCHER, 1987; MAPLE; BRUMFITT, 1989; BOYCE, 1992; WLLIGAN et al., 1993;
MULAZIMOGLU; DRENNING; YU, 1996; KAATZ; SEO, 1997BRYSKIER, 1998).

S. aureuse S. epidermidis mostraram-se resistentes a penicilina, ampicikina
amoxicilina em mais de 70% das cepas isoladas,se&@do mais indicado o uso destes
antimicrobianos para o tratamento de infec¢fedilestacicas, mesmo que benignas e mesmo
gue procedam do ambiente extra-hospitalar (DUARIERAS; MARTINS, 1994; SANTOS
FILHO; FREITAS; SIQUEIRA, 1994; RANGEL et al., 199BINTO et al., 1996; SADER,

1998).
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Os estafilococos coagulase-negativo (SCoN), embonaiderados inécuos da pele ou
contaminates de cultura, sdo conhecidos como ip@s patdgenosS. epidermidisesta
entre 50 a 70% dos isolados de infeccoes em cafEBPLINGHOFF et al., 2004;
CERVERA et al., 2009). O tratamento dessas infecgdeomplicado pela resisténcia das
células aos antibidticos (GARRETT et al., 1999; MHARVIN, 2007).

Isolados clinicos de SCoN de infec¢Bes relacionadpsotese valvular cardiaca, 82%
foram S. epidermidise, destes 67% eram resistentes a meticilina, deralos deS.
epidermidismeticilina resistentes (MRSE) (CHU et al., 2009).

O tratamento de antimicrobianos para MRSE tem @sela administracdo de um
agente glicopeptideo, como a vancomicina (BADDOWRIl.e 2005). No entanto, esta opcao
terapeutica é limitada devido a cepassdepidermidisesistentes a vancomicina ou ha outros
glicopeptideos, denominados de GISE ¢pidermidisom reisténcia a vancomicina ou aos
glicopeptideos) (GARRETT et al., 1999; BIAVASCO; GNAROLI; BADDOUR et al.,
2005; JOHN; HARVIN, 2007; HOPE et al.,, 2008). A istdncia aos glicopeptideos foi
inicialmente observada em estafilococos que tamb&siravam resisténcia a meticilina e
oxacilina (WALDVOGEL, 1999). Cerca de 70 a 80% dsslados clinicos (SCoN) de
amostra clinica apresentaram susceptibilidade m@auz vancomicina (JOHN; HARVIN,
2007).

A vancomicina é o tratamento recomendado paragitesccausadas p6t epidermidis
resistentes a meticilina (MRSE), no entanto comur@isiento de cepas com sensibilidade
reduzida a vancomicina, faz com que seja necessarigtilizacdo de outras terapias
alternativas. Entre elas, a daptomicina, um liptidep ciclico com atividade bactericida
contra bactérias gram-positivas representando ymgéooterapéutica clinica (MERMEL et

al.,, 2010; AHLSTRAND et al. 2011).
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Cepas deS. aureustambém mostraram reduzida sensibilidade a vandoai€&Estes
estafilococos chamados inicialmente de VISA e GI(&taphylococcus aureu$SA) com
resisténcia a vancomicina ou aos glicopeptideasatdalmente denominados simplesmente
de VRSA (Vancomicina Resistente SA) (HIRAMATSU &t 2997b).

A selecdo natural de cepas resistentes criou umgpetcdo entre a tecnologia e a
evolucdo das bactérias. Com o uso desregrado doteggantimicrobianos, ha varias décadas,
a resisténcia aumentou nos estafilococos, levandovas desafios tanto para o tratamento
individual como para os programas de controle (NE29_2).

O uso clinico dos antimicrobianos exerce papelcgsiador das cepas resistentes e,
provavelmente, é a principal causa da resistérsn@retudo a observada no ambiente
hospitalar, onde o uso de agentes antimicrobianoiér (SWARTZ, 1997; CORREA;
DAVID; GONTIJO, 1989).

A resisténcia antibidtica foi associada com a fay@oade biofilme que, uma vez que se
estabelecem séao dificeis de erradicar (MOSTELLERSH®P, 1993; CLOETE; JACOBS;
BROZEL, 1998; BORCHARDT et al., 2001; PARKAR et, &001; CORDIER; UCKAY et
al., 2009). A natureza da estrutura do biofilnms atributos fisiolégicos dos microrganismos
dentro do biofilme conferem uma resisténcia inere@os agentes antimicrobianos

(DONLAN; COSTERTON, 2002; WELLS et al., 2011).

Os tratamentos convencionais com uso de agentesi@obianos sao incapazes de
erradicar as infeccdes ocasionadas por formacgéobid@8ime sobre os dispositivos
implantaveis, levando muitas vezes a remocado d#ispesitivo. Infecgdes crénicas podem
servir como foco séptico que pode levar a ostedmiebepse aguda e até a morte,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (BAPRRKER, 1965; CRAMTON,;

GOTZ, 2004; STUBBINGS; LABISCHINSKI, 2009).
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Sabe-se que bactérias em biofilme sédo frequentenmanis resistentes aos agentes
antibiéticos e, ha uma crescente incidéncia descdpaestafilococos resistentes a meticilina,
vancomicina, dentre outros antibioticos, dificutaro tratamento. As bactérias em biofilme
também sao resistentes ao sistema imune do hogpeaeismo em um individuo saudavel.
Acredita-se que a resisténcia das bactérias ernintdo$eja devido a matriz de polissacarideo
extracelular que envolve as bactérias, impedinddfusdo dos antibidticos para as células-
alvo ( MACK, 1999; GOTZ; PETERS, 2000; DONLAN, 2002'GARA; HUMPHREYS,
2001; VON EIFF; PETERS; HEILMANN, 2002; COSTERTORO04; PRESTERL et al.,
20009).

Os agentes antimicrobianos devem-se difundir asra@ématriz do biofilme, a fim de
inativar as células. As substancias poliméricasaegtulares que constituem esta matriz
apresentam uma barreira de difusdo para estessagerftuenciando a taxa de transporte do
antibidtico para o interior do biofilme (DONLAN; GSTERTON, 2002).

As bactérias em biofilmes sdo menos suscetivejdi@ de antimicrobianos comparadas
as células plancténicas (KIRBY; GARNER; LEVIN, 2Q1Rlos estudos de Hoyle, Wong e
Costerton (1992), mostraram que as células basteriglanctdénicas foram 15 vezes mais
sensiveis a tobramicina (aminoglicosideo) comparadan as células em biofilme. Outros
estudos demonstraram que as bactérias nos bisfitamaram-se de 10-1000 vezes mais
resistentes aos efeitos dos agentes antindera® quando comparadas com as células
livres das mesmas cepas (AMORENA et al.,, 19995 QN et al., 2002; CONLEY et al.,
2003; CERCA et al., 2005; FUX et al., 2005). Nosudss de Costerton et al. (2004)
mostraram que as células em biofilmeSleaureuse S. epidermidissdo mais resistentes a
acdo dos antibidticos quando comparadas com atséllanctbnicas das mesmas cepas,

tornando dificil erradicar a infecgéo.
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Muitos estudosn vitro atribuiram esta susceptibilidade reduzida dadakesseis ao
modo de crescimento do biofilme ( PROSSER et 8B71EVANS, 1987, 1991; CERI et al.,
2001; KIRBY; GARNER; LEVIN, 2012). As bactérias erniofiilme ndo crescem
exponencialmente, elas existem em crescimento lemtestacionario. Deste modo, o lento
crescimento das bactérias sésseis também lhes rpimp@ protecdo aos agentes
antimicrobianos (DONLAN, 2001; VON EIFF; PETERS; WMANN, 2002; HAJDU et al.,
2009; PRESTERL et al., 2009).

A medida primaria e muitas vezes Unica da farmaémdica de antibidticos e bactérias-
alvo é o CIM (ANDES et al., 2004; GILLESPIE; KUTNICOLAU, 2005; BAUDOUX et
al.,, 2007). A determinacdo da concentracdo imibittninima (CIM) realizadas com as
células plancténicas (GANDER, 1996), mostraram estsidos de Tetz, Artemenko e Tetz
(2009) que o uso de antibioticos na concentrac@ 88lo causam nenhum efeito de morte
sobre as células bacterianas em biofilme.

Lewis (2001) diz em seus estudos que a resistéacidiotica € definida pela
capacidade das bactérias crescerem em concentrdgdatibidticos acima do CIM, como
observado na maior parte das células em biofilme.

O tratamento das infeccOes causadas por estafledeen-se tornado cada vez mais
dificil, devido ao aumento da resisténcia aos @itims. Um percentual elevado das
amostras circulantes em hospitais apresenta ms®stéa maioria dos antibidticos
recomendados para uso em casos de infec¢cdesaestaifiias. A formacdo de biofilme por
estas bactérias dificultam a acdo dos antibidtegsrejudica as células leucocitéarias da
resposta imune do hospedeiro (COSTERTON, 2004; DBUEZ-HERRERA et al., 2012).
Desta forma, faz com seja necessario a utilizagdoutras terapias alternativas com agentes

antimicrobianos.
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1.4 Agentes farmacologicos

1.4.1N- acetilcisteina (NAC)

N-acetilcisteina (NAC) € um agente mucolitico, npasle também atuar como um
antimicrobiano, com acédo anti-inflamatéria (SIAFA8A&L al., 1995; LEUENBERGER et al.,
1997). NAC é comumente usado no tratamento meédedordnquite crénica (REHM,;
VALLA, 1997; STEY et al.,, 2000). O NAC é amplamenttilizado na pratica clinica por
meio de inalacdo, via oral e intravenoso e, tenelexte perfil de seguranca (KAO et al,
2003).

NAC é uma das menores moléculas de medicamentosemmcom um total de 19
atomos, que apresenta propriedades antibacte(i@SZAL; VISKY; KRASZNI, 2000). A
molécula é um tiol contendo antioxidantes que peatupontes dissulfeto no muco
(SHEFFNER, 1963; BLANCO et al., 1997).

N- acetilcisteina afeta varios processos que spori@antes para a formacao do biofilme
bacteriano, com reducdo drastica de polissacamdtacelular e, portanto age como uma
substancia anti-biofilme (OLOFSSON; HERMANSSON; EIN&G, 2003). O polissacarideo
extracelular € um dos principais componentes erfilb@s e, nos estudos de Olofsson,
Hermasson e Elwing (2005) mostraram a reducéo tisspoarideo extracelular com o uso de
NAC, alterando a textura de formacgao do biofilmetr@s autores afirmam que NAC penetra
na membrana celular bacteriana (MAZOR et al., 1996)

NAC diminuiu a formacdo de biofilme por uma variédade bactérias (PEREZ-
GIRALDO et al.,, 1997; MARCHESE et al.,, 2003; SCHWBN et al., 2004) e reduziu a

producdo de polissacarideo extracelular da matras diofiimes (OLOFSSON;
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HERMANSSON; ELWING, 2003) promovendo o rompiment@ diofiime maduro
(MARCHESE et al., 2003; SCHWANDT et al., 2004).

Os estudos de Aslam et al. (2007), mostraram a ioagéo do uso de NAC com
tigeciclina sobre biofilme bacteriano de diverseslados clinicos. A combinacdo NAC-
tigeciclina diminuiu significantemente as célula® ®iofilme de S. aureusresistente a
meticilina (MRSA) eS. epidermidis.

Como descrito anteriormente por outros autores (EBRION, 2004; TETZ, G.;
ARTEMENKO; TETZ, V., 2009), é necessario utilizaltas doses de antibidticos para
erradicar as células em biofilme, no entanto, neesmso de altas doses de antibidticos tem
mostrado um sucesso limitado na pratica clinical BKRASAMI et al., 2002; RIJNDERS et
al., 2005). Isto pode ser devido a penetracdo quatla dos antibidticos e a presenca do
polissacarideo extracelular que prejudicam a ag#o ahtibiéticos (DAROUICHE et al.,
1994; WEINSTEIN; DAROUICHE, 2001; TRAUTNER; DAROUHE, 2004). Com 0 uso
combinado de agentes antimicrobianos, como por eera combinacdo NAC-tigeciclina,
por meio da acdo do NAC é possivel que as bactBgasm mais suscetiveis a agdo do
antibidtico, devido a degradacdo do polissacaréé@celular nos biofilmes (ASLAM et al.,

2007).
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1.4.2 Rifampicina

As rifampicinas pertencem a um grupo de agenteibamtérianos, pertencentes a
familia dos antibiéticos ansamicinas, do grupomasrolideos, isoladas pela primeira vez em
1959 em Mildo, Itdlia (FLOSS; YU, 2005). A rifangpia é um antibiético semi-sintético,
produzidas por linhagens deocardia (Streptomyces mediterraneATCC 13685). A
rifampicina inibe a atividade da enzima DNA poliasg, isso suprime a sintese de RNA
bacteriano (BACCHI et al., 1998; ZHANG, 2004).

A rifampicina é um antibiético eficaz contra ba@ér gram-positivas, incluindo
micobécterias, sendo frequentemente utilizado patamento de tuberculose juntamente
com outros antibiéticos em combinacao (DAVIES; YE203; MITCHISON, 2005).

A rifampicina ndo pode ser usada como Unico ageente tratar infecges, por causa da
rapida selecdo de mutantes resistentes (ABOSHKI\RA@WLAND; COLEMAN, 1995;
AUBRY-DAMON; SOUSSY; COURVALIN, 1998). A resistérec pode ocorrer mesmo
guando altas concentracdes de rifampicina saaaditis (GARRISON et al., 1997).

No entanto, a combinacdo de rifampicina com outigentes anti-estafilococicos
podem impedir o aparecimento de resisténcia a pigna durante o tratamento
(MOELLERING, 2008). A terapia combinada parecelsaméfica, as bactérias tem mostrado

susceptibilidade ao uso de agentes antimicrobiemodinados (PERLROTH et al., 2008).
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1.4.3 Linezolida

Com o aumento da resisténcia dos estafilococosagestes antibidticos criaram a
necessidade para o desenvolvimento de novos ageMdES, 2003). O linezolida e a
daptomicina sdo novos agentes antibiéticos deseides| ativos contra cocos gram-positivos
(MOELLERING, 1991; RYBAK et al., 2000).

O linezolida, pertencente a classe das oxazolidintem excelente atividade contra a
maioria dos estafilococos gram-positivos incluindepas resistentes a meticilina e
enterococos multi-resistentes (BOSTIC et al.,, 19B¥,BAK et al., 2000) embora a
resisténcia comecou a emergir (JOHNSON et al., 2BBRet al., 2002; PILLAI et al., 2002).
O linezolida é a primeira nova classe de agentgsianobianos completamente sintético, e
possui mecanismo de acdo na sintese proteicaibaatefJEVITT et al., 2003). O linezolida
foi introduzido no mercado farmacéutico entre 20004 (DIAZ; RUIZ; ROYO, 2003).

Conforme a agéo bacteriostatica conhecida do llimezovarios estudos confirmaram
sua agéo no tratamento de infecgcbes por cep8s aereus (HOWE et al., 1999; HOWDEN
et al., 2004; HUANG et al., 2008).

Cepas deS. aureuse S. epidermidis que apresentam susceptibilidade reduzida a
vancomicina manteve susceptibilidade ao tratamemtolinezolida (JEVITT et al., 2003).

O linezolida tem excelente biodisponibilidade aggglenetracdo nos tecidos, portanto é
uma promessa para erradicacdo de bactérias qdemesd tecido peri-implante (MERMEL
et al., 2001; STEIN et al., 2005). Nos estudos deBhuizen et al. (2008), mostraram que a
infeccdo poIS. epidermidisio tecido peri-implante ndo foram erradicados gealetibidticos
utilizados, vancomicina e rifampicina, deste mo8o,epidermidispersistiu mesmo apdés

tratamento antimicrobiano.
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1.4.4 Daptomicina

A daptomicina apresenta um espectro de atividad® reemelhante a vancomicina e, €
altamente ativa contra bactérias aerébias e anasrgbam-positivas resistentes, incluindo
meticilina resistentes de estafilococos e entemsdela € Util no tratamento de infec¢des por
bactérias multirresistentes (RYBAK et al., 2000;YENMAN et al., 2000; BARRY; FUCHS;
BROWN, 2001; SILVERMAN et al., 2001; WISE; ANDREWASHBY, 2001; HUANG et
al., 2007; PRESTERL et al., 2009).

A daptomicina € um antibiético com potente ativielatbntra estafilococos (CHA,
BROWN; RYBAK, 2003; SAFDAR; ANDES; CRAIG, 2004).

Daptomicina é um lipopeptideo ciclico natural prmda porStreptomyces rosesporus
Sua acdo € na membrana citoplasmética de bacs®iaEveis, rompendo a integridade
funcional da membrana citoplasméatica e, desencddeariberacdo de ions intracelulares
resultando em rapida morte celular bacteriana.iMdade de daptomicina é dependente dos
niveis fisioldgicos de ions de célcio livre (SILVERN; PERLMUTTER; SHAPIRO, 2003).

A daptomicina exibiu meia-vida longa (8-9 h) e digmcao as proteinas (92%), o que
permite sua administracdo uma vez ao dia. Alénodisarece ser bem tolerada, com leves
efeitos colaterais, no entanto estes efeitos sadmpletamente revertidos apds a

descontinuacao do antibidtico (DANDEKAR et al., 30DVORCHIK et al., 2003).
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1.4.5 Vancomicina

A vancomicina foi descoberta pela empresa Eli Ldlp 1950, onde posteriormente
isolaram o microrganismoAmycolpsis orientalis(Streptomyces orientalise Nocardia
orientalis) e, observaram a producdo de uma substancia dpi@ gnam-positivos (LEVINE,
2006). O antibiético vancomicina € um glicopeptidedoi lancado em 1958 no mercado
farmacéutico (HIRAMATSU, et al., 1997a, 1997b).

Vancomicina é um inibidor da sintese da pareddarelumS. aureuse, outras bactérias
gram-positivas (POOTOOLAL; NEU; WRIGHT, 2002).

A vancomicina difunde lentamente nas camadas mafamlas do biofilme bacteriano,
arriscando uma resisténcia devido a exposicdo gradias células bacterianas a baixas
concentragbes (JEFFERSON; GOLDMANN; PIER, 2005).

ApGs o surgimento da resisténcia a meticilina®raureufMRSA) na década de 1960,
os glicopeptideos, principalmente a vancomicinadofse o antibiético de escolha para tratar
infecgBes graves por MRSA (LEVINE, 2006). As cétulze S. aureuse outras bactérias
gram-positivas em biofilmes, sdo muitas vezesdestaom vancomicina e, em alguns casos
em combinacao com rifampicina (ISIKLAR et al., 1999 desenvolvimento de resisténcia é
reduzido quando estes antibiéticos sdao combinadd€ET et al.,, 1990; CHUARD et al.,
1991; GAGNON; RICHARDS; SUBANG, 1992; BLASER et,d995).

A vancomicina com ou sem a rifampicina € uma desptas recomendadas para tratar
infeccOes associadas ao dispositivo artificial anphdo, que s&o predominantemente
causadas porS. epidermidis (MERMEL et al., 2001; PHILIPPE; YOK-AI, 2004;
ZIMMERLI; TRAMPUZ; OCHSNER, 2004). Outros estudoggerem que um tratamento
ideal para infeccdo associadas ao dispositivoicaifdeve incluir antibidticos que atuem

intracelularmente (BROEKHUIZEN et al, 2008). Comdgées de antibiéticos como
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linezolida com vancomicina mostraram reduzir sigaiitemente as células de estafilococos
presentes nas infec¢des do tecido subcutaneo (GUWEIO| et al., 2003).

A vancomicina é conhecida por penetrar em biofilmedetivamente reduzir o nimero
de bactérias (DUNNE; MASON; KAPLAN, 1993; WILCOX al., 2001). Apesar disso, 0
tratamento com vancomicina ainda pode ter uma taldivamente elevada de fracasso
(BURNS, 2006). Isso pode ser explicado pela baikadade metabdlica das bactérias em

biofilme (YAO; STURDEVANT; OTTO, 2005).
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1.5 Objetivo

1.5.1 Geral

Os estafilococos apresentam capacidade de forrofimi# em superficies bibticas e
abioticas. As bactérias em biofilme, sdo envolvidasprotegidas pela produgcédo de
polissacarideo extracelular, o que as torna extremte resistentes, dificultando a acao de
terapias antibidticas usadas atualmente e tornamsgrave problema de saude publica.

As infec¢gOes ocasionadas pela formacao de biofiemestafilococos tem apresentado
resisténcia aos tratamentos antibioticos disposiivdEste modo, o objetivo geral desta tese
consistiu em determinar a eficacia de agentes farldgicos sozinhos e combinados, afim
de, obter novas estratégias terapéuticas parsamiato e controle das infeccfes ocasionadas

por biofilmes deStaphylococcus epidermidesS. aureus

1.4.2 Especifico

Mais especificamente, avaliar a tolerancia/ resgéédos biofilmes d&. epidermidie
S. aureudormados por diversos isolados clinicos aos agdatenacoldgicos.

1. Avaliar os agentes antimicrobianos sozinhos ecembinagdo com N-acetilcisteina
(NAC), que é amplamente utilizado na prética ciirecde acordo com outros pesquisadores
reduz de maneira significativa o polissacaridesaertiular das células em biofilme. Deste
modo, sugerimos que um agente mucolitico e anghacb como o NAC possa ser um
adjuvante potencial na acdo dos antibioticos caadraélulas em biofilme e, uma vez que o
desenvolvimento da resisténcia é reduzido quandscodos agentes antimicrobianos séo

combinados.
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2. Avaliar os agentes farmacologicos nas concedgsaClIM e concentracbes superiores
a CIM, levando em consideracdo que o uso de atittbgna concentracdo CIM ndo causam
efeito de morte sobre as células bacterianas efifniso

3. Avaliar os agentes farmacoldgicos sozinhos ebamados contra as células em
biofilme e contra as células planctdnicas, parsipdsar uma avaliagdo da resisténcia das

células em biofilme pelos agentes avaliados.



Capitulo I

Desenvolvimento
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2. Desenvolvimento- Material e Métodos

A primeira parte do estudo foi realizada no dempaetsto de Engenharia Bioldgica,
laboratério de Microbiologia Aplicada da Universigado Minho, campus de Braga/Portugal.
Concentrou-se sobre o efeito do NAC, rifampicinaeolida e daptomicina. Os agentes
farmacologicos foram avaliados contra biofilmes Sleepidermidis O efeito dos agentes
foram avaliados por métodos qualitativos (microscopletrénica de varredura) e
quantitativos (unidades formadoras de colbnia, d@éteolorimétrico XTT, cristal violeta),
afim de, obter uma visdo global sobre seus efatoscélulas sésseis e planctonicas para
possibilitar uma avaliagdo da resisténcia das aglein biofilme pelos agentes avaliados.
Foram realizados métodos quantitativos para extrdg@dmatriz do biofilme, para obtermos
informacgdes sobre a quantidade de polissacaridecaupdem o biofilme.

A segunda parte desta tese foi realizada no ladraratle Microbiologia Clinica do
Nucleo de Atendimento a Comunidade (NAC) do Cemteo Referéncia Diagnéstica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/ UNESP, catlgpAsaraquara. Concentrou-se sobre o
efeito do NAC e da vancomicina avaliados sozinhesnecombinacdo contra as células em
biofilmes deS. epidermidise S. aureus O efeitos dos dois agentes foram avaliados por
métodos quantitativos (unidades formadoras de @)Il6n

A analise da deteccdo do gemaD,mportante para a formacdo de biofilme, foi
avaliado em todas as cepas utilizadas nesta teSeapedermidi® S. aureusEsta analise foi
realizada no laboratério de Epidemiologia Molecutlapartamento de Medicina Veterinaria
Preventiva- Faculdade de Ciéncias Agrarias e \fétgas “Julio de Mesquita Filho™/

UNESP, campus de Jaboticabal.
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2.1 Isolados clinicos d&taphylococcus epidermidis e S. aureus

Tabela 1 - Identificac&o laboratorial dos establoas

S. epidermidis S. aureus
1 2
Identificagéo 127 35
laboratorial 165 73
1457 173
9142 174

Os isolados clinicos d®. epidermidid457 e 9142 foram fornecidas por Dr. Pier, G.B.,
Laboratério Channing, Departamento de MedicinapBswlédica de Harvard, Boston/USA.
Os demais isolados clinicos de ponta de catetemptidtura e urina d8. epidermidi®
S. aureusforam fornecidos pelo laboratério de Microbiolog@inica do Nucleo de

Atendimento a Comunidade (NAC) do Centro de Refgeébiagnostica da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas/ UNESP, Araraquara.
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2.2 Agentes farmacologicos avaliados

Sozinhos:
v" N-acetilcisteina (NAC) (Sigma)
v' Rifampicina (Sigma)
v Linezolida (Sigma)
v' Daptomicina (Sigma)

v' Vancomicina (Sigma)

Combinados:
v" N-acetilcisteina (NAC) com rifampicina
v" N-acetilcisteina (NAC) com linezolida

v" N-acetilcisteina (NAC) com vancomicina

2.3 Cepas bacterianas- condi¢bes de armazenamento

Todos os isolados clinicos @&aphylococcus epidermidés deStaphylococcus aureus

foram preservados em criotubos (contendo TSB cacergl) e, estocados igual ou inferior a

-120°C em um freezer de nitrogénio liquido parapgssierior.

2.4 Preparo da suspensao bacteriana

Os meios de cultura utilizado$yyptic SoyAgar (TSA) eTryptic SoyBroth (TSB)

foram preparados de acordo com as instru¢des dodate.
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Segundo o0 método proposto por Gomes et al., 20@@yta dos criotubos para cada
cepa separadamente foi realizado um repique emaplde TSA com auxilio de uma alca de
10 pl. As placas de TSA foram incubadas por 24shard7°C. Apdés o periodo de incubacao,
com auxilio de uma alga bacteriolégica cerca d& a@ldnias crescidas nas placas de TSA de
cada cepa separadamente foram transferidas pars faltcon (50 ml) contendo 15-20 ml de
TSB.

Os tubos foram incubados por 16-18 h (overnigtBy®C em agitacdo orbital de 130
rpm. Apos o periodo de incubacao os tubos forametitios a centrifugacao por 5 minutos a
4°C em 9500 rpm. O sobrenadante foi descartadd®naassa obtida foi ressuspendida em
15 ml de TSB. De cada amostra separadamente, foeasferidos 200 pl para pocos de
cultura de uma placa de microtitulagcédo de 96 p¢8asstedt, Newton, NC, USA), afim de,
ajustar a densidade Optica (640 nm).

A densidade 6ptica obtida em 0.6 corresponde apamamente a 1xIOUFC/m
(Unidades formadoras de colénia/ml). Apés a dedsidgptica ajustada realizou-se diluicbes

em TSB a fim de obter uma suspenséo equivalert¢® WFC/mlpara uso posterior.

2.5 Agar vermelho Congo

O meio de cultura denominado agar vermelho Congonstituido de caldo infusédo
cérebro-coracdo 37 g/l, sacarose 50 g/l, agar L@ @/ corante vermelho Congo 0,8 g/l.
Segundo Bernardi; Pizzolitto, E.; Pizzolitto, C.Q0Z, O corante vermelho Congo foi
preparado como solucdo aquosa concentrada, awddolaseparadamente a 121°C por 15
minutos, sendo adicionado ao agar quando estawatingmperatura de 55°C e, distribuidos

em placas Petri (90x15 mm).
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As suspensdes preparadas $leepidermidise S. aureus(1,5x1¢ UFC/ml) foram
semeadas sobre placas de Petri (contendo o metnlidea preparado e solidificado) por
esgotamento com alga bacterioldgica, incubados2735 por 24 horas. Apos o periodo de
incubacdo, as placas permaneceram em temperatuogeraen por mais 18 horas. Os
estafilococos que produziram colénias negras focansideradoslime positivo, enquanto

gue as colbnias que mostraram cor vermelha foramsideradaslimenegativo.

2.6 Deteccéo do geneaD

2.6.1 Extracao do DNA- Kit RTP Bactéria DNA mini Kit (250) (Invitek)

O DNA cromossomal d§. epidermidie S. aureusoram extraidos com o Kit Invit&k

A partir dos criotubos, para cada cepa separadanfentrealizado um repigue em
placas de TSA com auxilio de uma alca de 10 pplasas de TSA foram incubadas por 24
horas a 37°C. ApGs o periodo de incubagéo, confi@dei uma alca bacteriolégica cerca de 3
a 4 coldnias crescidas das placas de TSA de cadaseparadamente foram transferidas para
tubos Falcon (50 ml) contendo 15-20 ml de TSB. &€$8bos foram incubados por 16-18 h
(overnigth) a 37°C em agitacéo orbital de 130 rpm.

Ap6s o periodo de incubacéo, 1,5 ml de cada amsspraradamente foram transferidas
para eppendorfs. Os eppendorfs foram centrifugpdo8 minutos a 4°C e 10.000 rpm. Apés
a centrifugacdo foram removidos totalmente os salol@ntes de cada amostra. A cada tudo
de eppendorfs contendo a biomassa foram adiciorbp| do Buffer R.

As biomassas ressuspendidas foram transferidasipatabo L e submetidas ao vortex.

Os tubos foram incubados no Thermomixer (Compamt)lP minutos a 37°C com 300 rpm
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e, em seguida incubados no Thermomixer (Compactl@eninutos a 65°C com 300 rpm. A
alta temperatura promove o rompimento da pareddacddacteriana.

ApOs os periodos de incubacéo, as amostras foearsféridas separadamente para um
tubo L (contém proteina K e outras substancias patecdo) e, novamente as amostras
foram incubadas no Thermomixer (Compact) por 10utom a 95°C com 300 rpm. ApOs 0
periodo de incubacédo foram adicionados a cada esn®39 |l do Buffer B6 e submetidos ao
vortex.

As amostras foram transferidas para o tubo RTA &jlier Set (presenca de coluna) e,
incubados por 1 minuto a temperatura ambienteufsstforam centrifugados a 12.000 rpm
por 1 minuto a 4°C. Apds a centrifugacdo os fimdoram descartados e as colunas
transferidas para outro tubo RTA Receiver tubegi@thndo a cada amostra 500 pl do
Buffer | e submetidos a centrifugacao (10.000 rfarminuto a 4°C).

Os filtrados foram novamente descartados e as a@®ltnansferidas para novo tubo,
adicionando a cada amostra 600 pl do Buffer leatrifugados a 10.000 rpm por 3 minutos a
4°C, a fim lavar o DNA que esta na coluna.

ApGs a centrifugacdo as colunas foram transfenidaia um tubo Receiver 1,5 ml e,
adicionado a cada amostra 200 pl do Elution Bubf¢aquecido a 65°C). As amostras foram
incubadas por 1 minuto em temperatura ambientateiftgadas a 8.000 rpm por 1 minuto a
4°C. Posteriormente as colunas foram desprezadss fdtrados com o material genético
desejado foram armazenados em freezer a -20°C mtir@nto da utilizagdo nas reagdes de

PCR.
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2.6.2 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) - OpeieaD

Para a realizacdo da PCR, preparamos uma reacadamovolume final de 2QL, da
qual consistiu em 2,5 mM Mgg&l 200 uM de cada nucleotideo, 1M de cada
oligonucleotideo iniciador, 1.25 U de Taq polimeras100 ng de DNA molde. As misturas
de PCR foram submetidas a trinta ciclos de ampfiio que consistiram na desnaturacao a
92°C por 45 segundos, o anelamento a 49°C porgibhdes, extensdo a 72°C por 1 minuto,
com uma extensao final de 72°C por 7 minutos emarmociclador (Mastercycler gradient,
Eppendorf).

A presenca e tamanho da amplificacdo dos prodatasifconfirmados por eletroforese
em de gel de agarose 1%, corado com Gel red (i@n®). Foi utilizado um marcador de
tamanho 100 pb (Invitrogen, Brasil). Foram considas positivas as cepas com tamanho de
banda de 200 pb para o produto do geaP.

As sequéncias dos oligonucleotideos:

icaDF:5’ATGGTCAAGCCCAGACAGAG3’

icaDR:5’CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA-3"

2.7 Concentracdo inibitoria minima (CIM)

Os critérios de interpretacdo para os testes dsibd@ade foram baseados nas
diretrizes do CLSI. Deste modo, uma solucao estagueentrada foi preparada para cada
agente farmacolégico avaliado, para posterior giloi

Segundo Amsterdam, 1991, na primeira coluna depodeama placa de microtitulacéo

de 96 pocos (Sarstedt, Newton, NC, USA), foramribisidos 200 pl da solugdo estoque
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preparada de cada agente farmacologico. A partisetunda coluna de pocos foram
distribuidos a cada poco de cultura 100 ul de TSB.

Foram realizadas diluicbes seriadas, transferir@ (il da primeira coluna de pogos
para a segunda coluna, e assim consecutivamenbétatéa concentracdo desejada do agente
farmacolégico. Ao final das diluicdes 100 pl de usewspensdo bacteriana preparada 4x10
UFC/ml foram adicionadas a todos os poc¢os de @ultur

As placas foram incubadas a°G@7por 24 horas em agitacdo orbital de 130 rpm. Apds
periodo de incubacao, a concentragéo inibitériamarioi considerada a menor concentracao
do agente farmacoldgico capaz de inibir o cresdimbacteriano (visualizado a olho nu).

Os controles ndo foram expostos a nenhum agentmadatdgico. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata e &% ¢éxperimentos independentes.

2.8 Determinagéo CIM- E-test

Para a determinacédo CIM por E-test pelo métodogstoppor Varela et al., 2008, foi
preparado uma suspensao bacteriana em TSB cordespima 0,5 na escala de Macfarland
(aproximadamente- 1,5x1QFC/ml). Sobre uma placa Petri (contendo agar Muélinton)

a suspensao foi semeada com auxilio de um swabl estétrés direcdes, girando a placa
aproximadamente 90°C.

As placas foram secas a temperatura ambiente p&b Ifinutos e, s6 entdo com a
superficie completamente seca as fitas de E-teminfaplicadas com as escalas de CIM para
cima. As placas foram incubadas em posicédo ineri®7°C por 48 horas. Apds o periodo
de incubacéo, os valores de CIM foram interpretatboacordo com o guia de leitura E-teste
(AB Biodisk, Solna, Suécia). A Figura 6 ilustra exemplo de leitura de uma fita de E-test,

com CIM= 1 pg/ml.



60

[elasBes

ki

~
b

Figura 6 - Determinacao CIM E-test
(http://www.higlance.ru/nemnogo-
teorii/)

2.9 Efeito pés-antibidtico (PAE)

O efeito pés-antibidticos (PAE) analisa a supresddocrescimento bacteriano que
persiste apds exposicdo das bactérias aos ageatesacblogicos (Licata, Smith,
Goldschmidt, Barrett, & Frosco, 1997).

Segundo os autores Craig, 1991; Pereira et alg;ZBOmes et al., 2011, para o controle
positivo, ou seja, sem a presenca de agentes faldgézos avaliados, em um frasco de
erlenmeyer foram adicionadas 30 ul de cada suspdyasderiana preparada correspondendo
a 1x16 UFC/ml, acrescentando TSB para um volume fina8@enl.

Para avaliar o efeito dos agentes farmacoldgicamisos sobre células em suspensao,
aos frascos de erlenmeyers foram adicionados 3fedada suspensdo bacteriana (1x10
UFC/ml) e, em seguida foram adicionadas as coragits desejadas dos agentes

farmacoldgicos, e ao final adicionado TSB a finotééer um volume final de 30 ml.
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Os frascos de erlenmeyers foram incubados por 4 &@7C em agitacdo orbital de
130 rpm. ApGs o periodo de incubagdo as amostadgnfe total- 30 ml) foram transferidas
para tubos Falcon de 50 ml e, centrifugadas pornfi@utos a 4C/9500 rpm. Os
sobrenadantes foram descartados e, a biomassdalamastra foram ressuspendidas com 30
ml de TSB e, as amostras foram novamente tranafeadnovos frascos de erlenmeyers. Os
erlenmeyers ficaram sob agitacéo orbital de 130a@#C.

A contagem de células vidveis foi determinada coteropo zero e, o crescimento
bacteriano monitorado a cada hora, onde 1 ml dessandoi coletado de cada frasco dos
erlenmeyers e, as amostras eram transferidas payandorfs. Os eppendorfs foram
submetidos a diluicbes seriadas e, 10 ul de cddgah foram semeadas em placas Petri,
contendo TSA. As placas foram incubadas a 48 hoe eperiodo de incubacdo as colbnias
crescidas foram contadas e foi calculado o totalrdéadegormadoras de colonia expressos
em UFC/ml.

Os resultados do efeito pos-antibidtico foi caldolae acordo com a equacao:

PAE=T-C

Onde T € o tempo requerido para crescimento dg ha amostra avaliada com cada

agente farmacolégico e, C é o tempo requerido case bo crescimento de 1 log do controle

positivo.

2.10 Efeito do agentes farmacol6gicos sobre as dékiem biofilme

Segundo a metodologia proposta por Cerca et &5,26m placas de microtitulacao de

96 pocos (Sarstedt, Newton, NC, USA) foram disidbs separadamente a cada poco de

cultura 200ul de uma suspensdo de célulassdepidermidie S. aureug1x1¢ UFC/ml) em
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TSB suplementado com 0,25% de glicose para pronsyermacao do biofilme. As placas
foram incubadas a 37°C, com agitacao orbital deri@0por 24 horas.

Ap6s o periodo de incubacédo, os biofilmes formadcada poco de cultura foram
lavados duas vezes com 2(iDde soro fisiologico (0,9% NaCl) para remover &ulas
planctonicas.

A cada pogo de cultura contendo os biofilmes, foraansferidos 200 pl das
concentragbes desejadas dos agentes farmacoldgicgerem avaliados sozinhos e em
combinacdo. As placas foram novamente incubad&8@ 8om agitacéo orbital de 130 rpm
por 24 horas. Ao final, cada poco de cultura foremvamente lavados duas vezes com 200
de soro fisioldgico (0,9% NaCl) e, foram realizadssensaios de unidades formadoras de
colénia (UFC), o método colorimétrico baseado rducéo de XTT e o método do cristal
violeta (CV).

Os controles positivos ndo foram expostos as coraEies de nenhum agente
antimicrobiano. Todos os experimentos foram reddéizaem triplicata e em trés experimentos

independentes.

2.10.1 Unidades formadoras de colénia (UFC)

Segundo Gomes et al., 2009, apds cada periodo aidaigdo de exposicdo dos
biofilmes aos agentes farmacoldgicos, foram traitkfe 200 pl de NaCl (0,9%) em cada
poco de cultura. Os pocos foram raspados com awddluma ponteira removendo o biofilme
formado em cada poco de cultura.

A cada 5 pocos de cultura foram obtidas amostras toval de 1,0 ml e transferidas
para eppendorfs. Os eppendorfs foram centrifug@doslO minutos a 4°C em 9500 g e, a

biomassa foram ressuspendidas em 1,0 ml de sokslfima (0,9%). As amostras foram
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submetidas a sonicacado (Ultrasonic Processor, Raimer, Illinois, USA) por 20 segundos
com uma amplitude de 22% e, em seguida submeta&séréex por alguns segundos, a fim
de promover o desprendimento das células em bfilm

A viabilidade celular foi determinada por diluicgeriada das amostras em solucao
salina (0,9%) como ilustra a Figura 7. Ao final, 1l0de cada diluicdo foram semeados pelo
método da gota em placas Petri (90x15 mm) contéisfa

As placas foram incubadas a 37°C em estufa balégida por 48 horas. As coldnias
crescidas foram contadas e foi calculado o totalrdéadegormadoras de colonia expressos

em UFC/ml (Figura 8).

100l 100pl 100pl  100pl

AYATH

Cada eppendorf contém 900ul de NaCl

Amostra 1/10 1/100 1/1000

dos pogos,
sonicados e

submetidos ao
vortex)

Placas Petri {90x15mm) contendo TSA

{1,0ml do
biofilme raspado 10ul em triplicata de cada amostra

Figura 7 - Diluicdo seriada da amostra em NacCl
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Figura 8 - Unidades formadoras de colbnia
(UFC/ml)

2.10.2 Método colorimétrico- XTT

O método colorimétrico baseado na reducdo de XTJ,3{bis(2-metil-4-nitro-5-
sulfofenil)-5-[fenilamino)carbonil]-2H-hidréxido deetrazolio}; Sigma, St Louis, USA) foi
aplicado para avaliar a atividade do biofilme, ond®rante XTT é convertido em coloragéo
na presenca de atividade metabdlica do biofiimeh(KuBalkis, Chandra, Mukherjee, &
Ghannoum, 2003).

Segundo Gomes et al., 2009, apds cada periodo cidaigdo de exposicdo dos
biofilmes aos agentes farmacoldgicos, a cada pecoutura foram transferidos 200 ul de
uma solucdo contendo 200 mg de XTT e 20 mg 1 de PMS (fenazina metosulfato)
(Sigma).

As placas de microtitulagédo foram incubadas poroBa$ a 37°C no escuro e, em

agitacao orbital de 130 rpm. A absorbancia foiizadh em 490nm.
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2.10.3 Cristal violeta (CV)

O método do cristal violeta (Sigma) foi utilizadar@ indicar a biomassa total do
biofilme. Segundo Gomes et al,, 2009, ap6s o peridd incubacdo de exposicdo dos
biofilmes aos agentes farmacoldgicos nas concdrgsagvaliadas, foram transferidos 200 pl
de metanol a cada poco de cultura permitindo sd@ @pr 15 minutos. Em seguida, o
metanol foi removido e o corante cristal violeta I8b adicionado, permanecendo por 5
minutos. Posteriormente, as células em biofilmearforlavadas com agua e ao final

adicionado acido acético 33%. A absorbancia fdizada em 570 nm.

2.11 Extracao da matriz do biofilme com resina degrmuta cationica (Resina Dowex)

Segundo, Sousa; Teixeira; Oliveira, 2009, em platasmicrotitulagdo de 6 pocos
(Sarstedt, Newton, NC, USA), foram distribuidosessedamente a cada poc¢o de cultura 4 ml
de uma suspensdo de célulasSdepidermidi§1x1® UFC/ml) em TSB suplementado com
0,25% de glicose para promover a formacao do mefilAs placas foram incubadas a 37°C,
com agitacdo orbital de 130 rpm por 24 horas. Apderiodo de incubagéo, cada poc¢o de
cultura contendo o biofilme formado, foram lavadioss vezes com 4 ml de soro fisiol6gico
(0,9% NaCl) para remover as células plancténicas.

A cada poco de cultura contendo os biofilmes, foraansferidos 4 ml das
concentragbes desejadas dos agentes farmacol@gisesem avaliados. As placas foram
novamente incubadas a 37°C, com agitacao orbitdl3@erpm por 24 horas. Os controles
positivos ndo foram expostos as concentracfesgiodes testados.

ApGs o periodo de incubacdo, cada poco de cultunamf novamente lavados duas

vezes com 4 ml de soro fisiolégico (0,9% NaCl).drtransferidos a cada poc¢o de cultura 4
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ml de tampéo PBS (pH 7,0) e, os biofilmes formadosada poc¢o foram removidos com
auxilio de um raspador (cell scraper/ zellschabgim).

As amostras obtidas foram transferidas para tubttof (15 ml) e centrifugadas por 5
minutos a 4°C a 9500 rpm. ApoOs a centrifugacaosalwenadantes foram desprezados,
adicionando a biomassa de cada amostra 1 g de (@iwex/50X8, Naform, 20-50 mesh,
Aldrich-Fluka 44445) com 5 ml de tampé&o extracaanf@ Na3PO4; 4 mM NaH2PO4; 9
mM NaCl and 1 mM KCI, pH 7.0). As amostras forarheetidas ao vortex e incubadas por
2 horas a -5°C em agitacdo orbital de 130 rpm.

Ap6s o periodo de incubacdo as amostras foram sidawmea centrifugacdo por 20
minutos a 4°C a 9500 g. Apds a centrifugacao, bsesadantes foram transferidos para tubos
Falcon (15 ml) para serem utilizados nos ensaiosqdantificacdo de proteinas e

polissacarideos. As biomassas foram descartadas.

2.11.1 Quantificagcéo de proteinas

Segundo, Sousa; Teixeira; Oliveira, 2009, a quadidde proteinas extraidas da matriz
dos biofilmes foi determinada pelo método do &dmcinconinico (Bicinchoninic Acid
Protein Assay Kit (BCA) (Sigma)) utilizando BSA {ne serum albumin) como padréo.

Foram transferidos separadamente para uma placaidetitulacdo de 96 pocos
(Sarstedt, Newton, NC, USA), 25 pl de cada amosbiida na extracdo da matriz, em
triplicata.

A cada poco de cultura contendo 25 ul de cada aaaaticionou-se 200 pl de uma
solucéo trabalho composta por 50 partes de solB¢ihd e uma parte de solucdo BCB

(solugbes do Kit).
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As placas de microtitulagéo foram incubadas pom8tutos a 37°C em agitacao orbital

de 130 rpm. A absorbancia foi realizada em 562nm.

2.11.2 Quantificagd@o de polissacarideos totais

Sgundo Dubois et al., 1956; Sousa; Teixeira; Qiaye2009, em tubos de vidro, foram
transferidos 500 pl separadamente de cada amobtidaona extracdo da matriz, em
triplicata.

A cada tudo de vidro, foram adicionados 0,5 mletef aquoso (5% p/v). As amostras
foram agitadas e, em seguida foram transferidosm & acido sulfrico concentrado (95-
97%). Os tubos de vidro foram mantidos a tempesatumbiente até o arrefecimento das
amostras.

Apbs o arrefecimento, foram transferidos separadtere em triplicata 200 pl de cada
amostra para pocos de cultura de uma placa de titu@géao de 96 pocos (Sarstedt, Newton,
NC, USA). A absorbancia foi realizada em 490 nmcohcentracdo de polissacarideos foi

determinada através da curva de calibracéo.

2.12 Microscopia eletrbnica de varredura (MEV)

Segundo, Sousa et al. (2008), em placas de mideqgiiio de 12 pocgos (Sarstedt,
Newton, NC, USA), foram transferidos 2 ml de umspsnséo de células (1X10FC/ml) em
TSB suplementado com 0,25% de glicose para pronmeyermacao do biofilme. As placas
foram incubadas a 37°C, com agitacao orbital derp80por 24 horas. No final, cada pogo
de cultura contendo o biofilme formado, foram laasdluas vezes com 2,0 ml de soro

fisiologico (0,9% NaCl) para remover as célulasplénicas.
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A cada poco de cultura, foram transferidos 2 mlataentracdes desejada dos agentes
farmacoldgicos. As placas foram novamente incubadd%°C, com agitacdo orbital a 130
rpm por 24 horas. Apdés o periodo de incubagdo, pada de cultura foram novamente
lavados duas vezes com 2 ml de soro fisiologice@ONacl).

Cada poco de cultura contendo o biofilme formadwarh mantidos a temperatura
ambiente e apds as superficies completamente secpscos foram cortados a fim de obter
corpos-de-prova.

Os corpos-de-prova foram desidratados por 15 msnd&imersdo em concentracdes
crescentes de etanol (70, 95 e 100%). Ao finalam®stras foram colocadas em um
dessecador selado.

As amostras foram montadas em suportes de alumfeiestidas com ouro e
observadas com uma Leica Cambridge S-360 micrascélpironico de varredura (Leo,
Cambridge, UK).

Os controles positivos ndo foram expostos as coraEies de nenhum agente
farmacologico. Todos o0s experimentos foram reatigagm e em trés experimentos

independentes.

2.13 Efeito do agentes farmacoldgicos sobre as datuplanctonicas

Segundo o método proposto por Gomes et al. (2@@9% o controle positivo, sem a
presenca de agentes farmacolégicos, em frascodesteneyer foram adicionadas 1,5 ml de
cada suspensdo bacteriana separadamente corresporalex1® UFC/mI, acrescentando
13,5 ml de TSB, totalizando um volume final de 15 m

Para avaliar o efeito dos agentes farmacologicasisos sobre células plancténicas,

aos frascos de erlenmeyers foram adicionados 18entada suspensdo bacteriana (1x10
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UFC/ml) e, em seguida foram adicionadas as coragits desejadas dos agentes
farmacoldgicos, e ao final adicionado TSB a finotheer um volume final de 15 ml.

Todos os frascos de erlenmeyers foram incubado24droras a 37°C com agitacdo
orbital de 130 rpm. ApGs o periodo de incubacdarnforealizados os ensaios de unidades
formadoras de colénia (UFC) e o método coloriméthaseado na reducéo de XTT.

Todos os experimentos foram realizados em trigicat em trés experimentos

independentes.

2.13.1 Unidades formadoras de colénia (UFC)

Segundo Gomes et al. (2009), para determinar o miae unidades formadoras de
colénia (UFC), apdés o periodo de incubacdo (24 dy ftascos de erlenmeyers, foram
coletados 1 ml de cada amostra e, transferidosgmpendorfs.

Os eppendorfs foram centrifugados por 10 minutd8Gem 9500 g e, a biomassa de
cada amostra foram ressuspendidas em 1 ml de eosaiéia (0,9%). As amostras foram
submetidas a sonicacao (Ultrasonic Processor, Raimer, Illinois, USA) por 20 segundos
com uma amplitude de 22% e, em seguida submetidedreex por alguns segundos.

A viabilidade das células plancténicas foram deiesoas por meio de diluicbes
seriadas da amostra em solugéo salina (0,9%) gl @6 cada diluicdo foram semeados em
placas Petri (90x15 mm) contendo TSA. As placasnorincubadas a 37°C em estufa
bacteriologica por 48 horas. As coldnias crescfdemm contadas e foi calculado o total de

unidadegormadoras de colonia expressos em UFC/m.
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2.13.2 Método colorimétrico- XTT

Segundo Gomes et al. (2009), a atividade metabdlas células planctdnicas aos
agentes farmacoldgicos avaliados sozinhos foramermé@iadas pelo método colorimétrico
XTT. Apds o periodo de incubacéo (24 h) dos frasisosrlenmeyers, foram transferidos 1 ml
de cada amostra para eppendorfs.

Os eppendorfs foram centrifugados por 10 minutdSGem 9500 g. A biomassa foi
ressuspendida em 1 ml de solucao salina (0,9%})aPesnostras 150 ul foram transferidos
separadamente para poc¢os de cultura de placaco®itulacdo contendo 96 pocos (Sarstedt,
Newton, NC, USA) e, ao final adicionado 50 pl deawsnlucdo contendo 200 mg de XTT
e 20 mg 1 de PMS (fenazina metosulfato) (Sigma) a cada pegrultura.

As placas de microtitulagédo foram incubadas poroBas$ a 37°C no escuro e, em

agitacao orbital de 130 rpm. A absorbancia foiizada em 490nm.

2.14 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram avaliados usando Onganalise de variancia (ANOVA)

por aplicacdo do teste Tukey's usando o softwar8SS{Statistical Package for the Social

Scienses). Com um nivel de significAncia de 95%.
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3. Resultados

3. 1 Isolados clinicos d&. epidermidis e S. aureus

3.1.1 Agar vermelho Congo

Os resultados da producdoslienenas cepas avaliadas 8eepidermidi€ S. aureus

estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Producdo ddimedas cepas de estafilococos observado por meioétdodm
agar vermelho Congo

Cepa Numero de identificacdo  Agar vermelho Congo
laboratorial (Colbnias negras/
vermelhas)
S. epidermidis 1 Vermelha
127 Negra
165 Vermelha
1457 Negra
9142 Negra
S. aureus 2 Negra
35 Negra
73 Negra
173 Negra
174 Negra

Colbénias negras indicam a producédo de polissacaréeracelular (Figura 9-A) e,
colénias vermelhas sédo consideradhlisie negativo (Figura 9-B). Conforme observado na
Tabela 2, a produgcdo do polissacarideo extracefalaproduzido por todos os isolados

clinicos deS. aureug100%) avaliados. Dentre as cepas avaliadaS. d&pidermidisem 2
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isolados clinicos (1 e 165) néo foi observado aygéo de polissacarideo extracelular e, 80%

dos isolados d8. epidermidigproduziramslime

Figura 9 - Producédo ddime(A) por estafilococos elimenegativo (B)

3.1.2 Deteccéo do geneaD

A presenca do geneaD foi detectada em todas as cepaSdepidermidigl, 127, 165,
1457 e 9142) e todas as cepasSdaureuq?2, 35, 73, 173 e 174), conforme mostra a Figura

10.

Cepas diS. epidermidi
1-1
2-127
3-165
4-9142
5-1457

Cepas d&. aureus

6-2
7-35
8-73
9-173
10-17¢4

200 pb
100 pb

Figura 10 - Deteccéo do geivaD nos isolados de
S. epidermidi€ S. aureus
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3.2 Agentes farmacologicos avaliados sozinhos
3.2.1 N-acetilcisteina (NAC)

3.2.1.1 Concentragdo inibitéria minima (CIM)

A Tabela 3 mostra as concentragdes inibitériasmaaido NAC nas cepas 8e

epidermidise S. aureus

Tabela 3 - Concentragdes inibitérias mininas do N&€ cepas d8. epidermidis

e S. aureus
Cepa Numero de CIM
identificacéo
laboratorial

S. epidermidis 1 8 mg/ml
127 8 mg/ml
165 8 mg/ml
1457 4 mg/ml
9142 4 mg/ml
S. aureus 2 8 mg/ml
35 8 mg/ml
73 8 mg/ml
173 8 mg/ml
174 8 mg/ml

O NAC foi avaliado contra células em biofilme euté$ plancténicas na concentracéo

CIM e 10xCIM.
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3.2.1.2 Efeito do NAC sobre as células de estafitmms em bhiofilme

3.2.1.2.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentragdes de NAliadas (CIM e 10xCIM) sobre as
células em biofilme dé&. epidermidise S. aureusestdo apresentados respectivamente nas

Figuras 11 e 12.
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Figura 11 - Efeito do NAC nas concentracdes CINDxCIM sobre
as células em biofilme d&. epidermidis

1,E+01 -
9,E+00 - ® N T
8,E+00 -
7,E+00 -
6,E+00 -
5,E+00 -
4,E+00 -
3,E+00 -
2,E+00 -
1,E+00 -
0,E+00 T T T T )
2 35 173 74

Log UFC/ml

B Controle
B NAC (CIM)

EINAC (10xCIM)

g
DT

~
w
[E

Cepas de S. aureus

Figura 12 - Efeito do NAC nas concentracdes CINDxCIM sobre
as células em biofilme d&. aureus
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As Figuras 11-12 mostram o efeito do NAC (CIM e @M) sobre as células de
estafilococos em biofilme. Para todas as cepasiadesl foi observada diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) contra asdioncentragdes de NAC avaliadas. O uso
de NAC 10xCIM mostrou uma diminuic¢do significatida células viaveis de. epidermidie
S. aureusde aproximadamente 4-5 lggUFC/mI, enquanto que o uso de NAC na
concentragdo CIM diminui cerca de 1-2 ipfFC/ml em todas as cepas de estafilococos

avaliadas.

3.2.1.2.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular $leepidermidie S. aureusem biofilme tratados

com NAC (CIM e 10xCIM) estao apresentados respagtente nas Figuras 13 e 14.

s 1 |

£ 25 - l
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a ; il
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— — - BNAC (CIM)
0,5 - = = =
0 = = = CINAC (10xCIM)
1 127 165 1457 9142

Cepas de S. epidermidis

Figura 13 - Atividade celular expressa pelo XTT syp@tamento
com NAC (CIM e 10xCIM) sobre células em biofilme &
epidermidis
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Figura 14 - Atividade celular expressa pelo XTT syp@tamento
com NAC (CIM e 10xCIM) sobre células em biofilme Sieaureus
Os resultados da atividade metabdlica das célutasestafilococos em biofilme
apresentados nas Figuras 13 e 14, mostraram uniudjéo da atividade celular em todas as
cepas avaliadas (p<0,05) quando tratadas com &s adueentragcfes de NAC. Quando as
cepas sao tratadas com NAC 10xCIM foi observado oma@r diminuicdo da atividade
celular em ambas as cepas de estafilococos awaliaden excecdo da cepa 127 Se
epidermidisque ndo mostrou diferenca significativa entre aasdconcentracdes de NAC

avaliadas.

3.2.1.2.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmesSdespidermidis(1457 e 9142) e

tratados com NAC (CIM e 10xCIM) estao apresentadoBigura 15.



DO570nm
o = g w
ok, BTN U1 WU b

ol
>>§_ \ >>§: I
EN KB

Cepas de S. epidermidis

EControle

B NAC (CIM)

EINAC (10xCIM)

Figura 15 - Biomassa total apds tratamento com NAC
(CIM e I0xCIM) sobre células em biofilme d8.
epidermidis
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A Figura 15 mostra o efeito do NAC sobre a biomaksacélulas d8. epidermidi®,

foram observadas diferencas significativas (p<0,@)diminuicdo da biomassa das duas

cepas avaliadas quando tratadas com NAC 10xCIM.

A concentracdo CIM para ambas as cepas avaliadasnoétrou diferenca estatistica

comparada com o controle positivo.

3.2.1.3 Extragao da matriz do biofilme

A Figura 16 mostra a quantidade de proteinas sgawarideos extraidos da matriz dos

biofilmes deS. epidermidig1457 e 9142) apdés tratamento com NAC (CIM e 10XCI
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Figura 16 - Quantificacdo de proteinas (A) e patissideos (B) da matriz dos biofilmes

deS. epidermidisipds tratamento com NAC (CIM e 10xCIM)
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A composicdo da matriz mostrou um aumento gerageifisativo (p<0,05) na
guantidade de proteinas e polissacarideos ap@megato dos biofilmes com NAC,
apresentado na Figura 16. A quantidade de protaimasntou apos tratamento com NAC
independente da concentracdo avaliada (CIM e 10xCNé entanto a quantidade de
polissacarideos teve um aumento significativo ness ccepas avaliadas quando tratadas

com NAC 10xCIM (p<0,05).

3.2.1.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A Figura 17 apresenta micrografias eletrénicasateedura das células em biofilme de

S. epidermidi1457) tratadas com NAC nas concentracdes CIVKEM.



Figura 17 - Micrografias eletronicas de varredyMEV) do
biofilme de S. epidermidis(1457): Controle positivo (A),
apo6s tratamento com NAC CIM (B) e NAC 10xCIM (C). A
barra nas imagens correspondem a 5 um. (Leica @igab
S-360)
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As micrografias eletronicas de varredura confirneamesultados obtidos por meio dos
métodos quantitativos. Apds tratamento com NAC oacentracdo CIM (Figura 17-B),
mostrou uma diminuicdo das células e menor qualteidie matriz extracelular. No entanto
apos tratamento do biofilme com NAC 10xCIM (FiguraC) observa-se uma diminuicdo
significativa das células e pouca quantidade deizettracelular, comparada com o controle

(Figura 17-A).

3.2.1.5 Efeito do NAC sobre as células plancténicds S. epidermidis

3.2.1.5.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentracdes de NAKZ €C10xCIM) sobre as células

plancténicas d&. epidermidig1457 e 9142) estédo apresentados na Figura 18.
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Figura 18 - Efeito do NAC nas concentragcbes CIM e
10xCIM sobre as células planctonicasdepidermidis

A Figura 18 mostra o efeito significativo (p<0,08lp tratamento das células
planctonicas com NAC (CIM e 10xCIM). O uso de NA& goncentracao CIM mostrou uma
diminuicdo significativa de células viaveis 8e epidermidigie aproximadamente 2-3 lag
UFC/ml, no entanto, o uso de NAC 10xCIM foi badtigld para as células plancténicasde

epidermidisavaliadas.
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3.2.1.5.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular das célulascfilaitas deS. epidermidig1457 e

9142) tratados com NAC (CIM e 10xCIM) estao apressos na Figura 19.
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Figura 19 - Atividade celular expressa pelo XTT @p0d
tratamento com NAC (CIM e 10xCIM) sobre células
plancténicas d&. epidermidis

Os resultados da atividade metabdlica das célldastdnicas apresentados na Figura
19, mostraram uma diminuicdo da atividade celuharagnbas as cepas avaliadas. As duas
concentragbes de NAC avaliadas mostraram diminusggaficativa (p<0,05) da atividade
celular. No entanto, quando tratadas com NAC 10x@Mbbservada pouca atividade

metabdlica das células plancténicas comparadasramte.
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3.2.2 Rifampicina

3.2.2.1 Concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A Tabela 4 mostra as concentragdes inibitoriasmasida rifampicina nas células$le

epidermidis(1457 e 9142).

Tabela 4 - Concentrag6es inibitorias mininas gamficina nas cepas &e epidermidis
S. epidermidis (1457) S. epidermidis (9142)

CIM 0,015 mg/I 0,015 mg/I

De acordo com Cerca et al. (2005) o valor da rilama na concentragdo maxima no

soro (Cmax) corresponde a 10 mg/I.

3.2.2.2 Efeito pds-antibidtico (PAE)

O efeito p6s- antibidtico (PAE) das cepas e epidermidis(1457 e 9142) estdo

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - PAE da rifampicina expresso apés commto células dS. epidermidis

S. epidermidis S. epidermidis
(1457) (9142)
PAE 2 horas 3 horas

O efeito p6s- antibidtico apresentado na TabelaoStra que ambas as cepasSle

epidermidisavaliadas apresentam um PAE curto com 2-3 horas.
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3.2.2.3 Efeito da rifampicina sobre as células d& epidermidis em biofilme

3.2.2.3.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentragoes avakidatampicina (CIM e concentragao

maxima no soro) sobre as células em biofilme Sdeepidermidis(1457 e 9142) estao

apresentados na Figura 20.
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Figura 20 - Efeito da rifampicina (RIF) na concagéo
CIM e concentracdo méaxima no soro (Cmax) sobre as
células em biofilme d&. epidermidis
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O efeito da rifampicina sobre as células em biddildeS. epidermidig1457 e 9142)
apresentado na Figura 20 mostrou diferenca egtat&@gnificante entre as concentragdes de
rifampicina avaliadas comparadas com o controle0,(. O uso de rifampicina na
concentragdo CIM diminuiu cerca de 2 4o FC/ml em ambas as cepas e, o uso de
rifampicina na concentracdo maxima no soro mostroa diminuicdo similar com uma

diminuicdo de células viaveis em ambas as cepapraimadamente 3 lgguUFC/ml.
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3.2.2.3.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular 8e epidermidisem biofilme tratados com

rifampicina estao apresentados na Figura 21.
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Figura 21 - Atividade celular expressa pelo XTT @p0d
tratamento com rifampicina (RIF) na concentracad Cl

e concentracdo maxima no soro (Cmax) sobre células
em biofilme deS. epidermidis

Os resultados da atividade metabdlica das céld&. épidermidig1457 e 9142) em
biofilme apresentados na Figura 21, mostrou umaindigéo significativa da atividade
celular na cepa d8. epidermidisl457 (p<0,05) com tratamento de ambas as congéeSa
de rifampicina. No entanto, a cepa 9142Sdepidermidisido mostrou diminuicdo estatistica
de atividade metabdlica entre as concentracOegatipicina avaliadas e comparadas com o

controle.

3.2.2.3.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmeS.depidermidig1457 e 9142) tratados

com rifampicina estao apresentados na Figura 22.
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Figura 22 - Biomassa total ap6s tratamento com
rifampicina  (RIF) na concentracdo CIM e na
concentragdo maxima no soro (Cmax) sobre células em
biofilme deS. epidermidis

A Figura 22 mostra o efeito da rifampicina sobréi@massa das células e, houve
diferenca estatistica entre as concentracdes daalecom o controle para ambas as cepas de
S. epidermidis(p<0,05). O uso de rifampicina na concentragdo imaxno soro (Cmax)

mostrou uma maior diminuicdo da biomassa para aadaspas.

3.2.2.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias eletrdnicas de varredura das celdesS. epidermidis(1457) em
biofilme tratadas com rifampicina na concentrac&xima no soro estdo apresentadas na

Figura 23.
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Figura 23 - Micrografias eletrénicas de varred§MEV) do biofilme deS. epidermidis
(1457): Controle positivo (A), apos tratamento coifiampicina na concentragédo
méaxima no soro (B). A barra nas imagens correspora® pm. (Leica Cambridge S-
360)
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As micrografias eletrbnicas de varredura mostrargne houve uma pequena
diminuicdo das células viadveis e do polissacarigetracelular quando tratadas com

rifampicina na concentracdo méaxima no soro (Fi@3-8).
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3.2.3 Linezolida

3.2.3.1 Concentragdo inibitéria minima (CIM)

A Tabela 6 mostra as concentragdes inibitoriasmadsido linezolida nas cepasSle

epidermidis(1457 e 9142).

Tabela 6 - Concentrages inibitorias mininas dezliida nas cepas & epidermidis
S. epidermidis (1457) S. epidermidis (9142)

CIM 1 pg/ml 1 pg/ml

De acordo com Prydal et al. (2005) o valor da cottegdo maxima no soro (Cmax) do

linezolida corresponde a 18 pg/mil.

3.2.3.2 Efeito do linezolida sobre as células & epidermidis em biofilme

3.2.3.2.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentracbes avalgmésezolida (CIM e concentragcéo

maxima no soro) sobre as células em biofilmé&depidermidigstdo apresentados na Figura

24,
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Figura 24 - Efeito do linezolida (LIN) na concenmia
CIM e na concentragdo maxima no soro (Cmax) sobre
as células em biofilme d&. epidermidis
O uso do agente antimicrobiano linezolida sobreéddas em biofilme apresentados na
Figura 24, mostrou uma diminui¢do significativa @B5) das células viaveis de ambas as
cepas deS. epidermidigjuando tratadas com linezolida na concentracadanmaro soro, a

diminuic&o observada é cerca de 2-3J&~C/ml.O uso de linezolida na concentragdo CIM

ndo mostrou diminuigcdo significativa de células/eia para ambas as cepas avaliadas.

3.2.3.2.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celularSieepidermidi€m biofilme tratados com linezolida

estao apresentados na Figura 25.



91

2,5 T '|'
2 4
§ K T T B Controle
g 1,5 - >< T \
9 BLIN (CIM)
1 -
ELIN (Cmax)

0,5 -

1457 9142

Cepas de S. epidermidis

Figura 25 - Atividade celular expressa pelo XTT @p0d
tratamento com linezolida (LIN) na concentracdo CIM
e na concentracdo maxima no soro (Cmax) sobre
células em biofilme d&. epidermidis

A atividade das células em biofilme apresentadasFigura 25, mostrou uma
diminuicdo significativa da atividade das células S1 epidermidis1457 em ambas as
concentragbes de linezolida avaliadas (p<0,05)obresa cepa 9142 foi observada uma
diminuicdo significativa da atividade das célulasamdo tratadas com linezolida na

concentragéo CIM (p<0,05).

3.2.3.2.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmeS.depidermidig1457 e 9142) tratados

com linezolida estao apresentados na Figura 26.
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Figura 26 - Biomassa total ap6s tratamento com
linezolida (LIN) na concentragéo CIM e na
concentragdo maxima no soro (Cmax) sobre células em
biofilme deS. epidermidis
A biomassa total dos biofilmes & epidermidisapresentadas na Figura 26, mostrou
que o uso de linezolida na concentragcdo maximaamo diminuiu significantemente a
biomassa celular de ambas as cepas avaliadas §)<O,@so de linezolida na concentracao

CIM ndo mostrou diminuicdo significativa da bionesselular dos biofilmes de.

epidermidisavaliados.
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3.2.4 Daptomicina

3.2.4.1 Concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A Tabela 7 mostra as concentragdes inibitoriasmdaida daptomicina nas cepasSde

epidermidis(1457 e 9142).

Tabela 7 - ConcentragBes inibitdrias mininas datashajcina nas cepas ds.
epidermidis

S. epidermidis (1457) S. epidermidis (9142)

CIM 0,5 pg/ml 0,25 pg/ml

De acordo com Murillo et al. (2009) o valor da cemtragcdo méaxima no soro (Cmax)

da daptomicina corresponde a 95 pg/ml.

3.2.4.2 Efeito da daptomicina sobre as células &epidermidis em biofilme

3.2.4.2.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentragbes avalia#asdaptomicina (CIM e

concentragdo maxima no soro) sobre as células efinie deS. epidermidig1457 e 9142)

estao apresentados na Figura 27.
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Figura 27 - Efeito da daptomicina (DAP) na
concentragdo CIM e na concentragdo maxima no soro
(Cmax) sobre as células em biofilmeSleepidermidis
O resultado do efeito da daptomicina sobre as aldeS. epidermidisem biofilme
apresentados na Figura 27, mostrou que o uso demdigma na concentracao CIM, nao
causou nenhum efeito sobre as células de estafdscem biofilme. No entanto o uso de

daptomicina na concentragdo maxima no soro mogtroa diminuicdo significativa em

ambas as cepas avaliadas (p<0,05) com cerca diegg;4JFC/ml.

3.2.4.2.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celularSleepidermidiem biofilme estédo apresentados na

Figura 28.
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Figura 28 - Atividade celular expressa pelo XTT @pd

tratamento com daptomicina (DAP) na concentracdo

CIM e na concentracdo sérica maxima (Cmax) sobre

células em biofilme d&. epidermidis

Os resultados da atividade metabdlica das céld&s @pidermidig1457 e 9142) em

biofilme apresentados na Figura 28, mostrou umaindigéo significativa (p<0,05) da
atividade celular nas duas cepas avaliadas quaatiidas com as duas concentragbes de
daptomicina comparadas com o controle. No entant@iar diminuicdo foi observado em

ambas as cepas & epidermidisjuando tratadas com daptomicina na concentacaonmaax

no soro.

3.2.4.2.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmeS.depidermidig1457 e 9142) tratados

com daptomicina estao apresentados na Figura 29.
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Figura 29 - Biomassa total ap6s tratamento com
daptomicina (DAP) na concentracdo CIM e na
concentracdo maxima no soro (Cmax) sobre células em
biofilme deS. epidermidis
A Figura 29 mostra o efeito da daptomicina sobrbicanassa das células d&
epidermidis(1457 e 9142) e, foi observada diferenca signifiea(p<0,05) na diminuicdo da
biomassa das duas cepassdepidermidigjuando tratadas com daptomicina na concentracao

méaxima no soro. O uso de daptomicina na concemtrd&® mostrou uma pequena

diminuicao significativa (p<0,05) da biomassadeepidermidid457.
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3.2.5 Vancomicina
3.2.5.1 Determinagéo CIM- E-test

A Tabela 8 mostra as concentracfes inibitorias méei E-test da vancomicina nas

cepas dé&. epidermidie S. aureus

O E-test para as células de estafilococos avali@dt®o ilustrados na Figura 30.

Tabela 8 - E-test da vancomicina nas cepas delestaios

Cepa Numero de E-test (CIM)
identificacéo
laboratorial
S. epidermidis 1 3 pg/ml
127 4 ng/ml
165 3 pg/ml
1457 8 ng/ml
9142 8 ng/ml
S. aureus 2 2 pg/ml
35 2 pg/ml
73 1,5 pg/ml
173 2 pg/ml
174 2 pg/ml

De acordo com Cerca et al. (2005) o valor da vaminemna concentracdo maxima no

soro (Cmax) corresponde a 40 pg/ml.
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Figura 30 - E-test da vancomicina sobre célulaS.depidermidigA) e S.
aureus(B)

3.2.5.2 Efeito da vancomicina sobre as células d&tafilococos em biofilme

3.2.5.2.1 Unidades formadoras de colénia (UFC)

Os resultados do efeito das concentracdes de vérinamsobre as células em biofilme

deS. epidermidi® S. aureusstdo apresentados respectivamente nas Figum8231
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O efeito da vancomicina na concentracdo CIM e nacexatragcdo maxima no soro
apresentados nas Figuras 31 e 32, mostraram qu® @auvancomicina independente da
concentragdo avaliada ndo apresentou uma diminugigoificativa de células des.
epidermidise S. aureusem todas as cepas avaliadas ndo houve uma d@@inde células

viaveis maior que 1-2 lagUFC/ml.
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3.3 Agentes farmacologicos avaliados em combinacéo

3.3.1 N-acetilcisteina (NAC) com rifampicina

3.3.1.1 Efeito do NAC com rifampicina sobre as cdls deS. epidermidis em biofilme

3.3.1.1.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito da combinacdo do NAC (CIMOgCIM) com rifampicina

(concentragdo maxima no soro) sobre as células iefiime de S. epidermidisestdo

apresentados na Figura 33.
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Figura 33 - Efeito do NAC (CIM e 10xCIM)
combinado com rifampicina (RIF) na concentracao
méaxima no soro (Cmax) sobre as células em biofilme
deS. epidermidis

A combinacdo NAC-rifampicina (Figura 33) sobre adufas em biofilme deS.
epidermidis (1457 e 9142), mostrou uma diminuicdo significat{p<0,05) do nimero de
bactérias vidveis de ambos os biofilme avaliades mducédo de cerca de 3-4 JpgFC/m

independentemente da concentragao utilizada de NAC.
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3.3.1.1.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular do NAC combiraata rifampicina sobre as células

em biofilme deS. epidermidig1457 e 9142) estdo apresentados na Figura 34.
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Figura 34 - Atividade celular expressa pelo XTT @p0d

tratamento com NAC (CIM e 10xCIM) combinado com

rifampicina (RIF) na concentracdo maxima no soro
(Cmax) sobre células em biofilme 8e epidermidis

Os resultados de XTT expressam a diminuicdo dadatle metabodlica, apds o
tratamento com os agentes testados em combinagdm mostrados na Figura 34. O uso de
NAC com rifampicina independente da concentragdlivada mostrou uma diminuicdo

significativa da atividade das células (p<0,05).

3.3.1.1.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmeS.depidermidig1457 e 9142) tratados

com NAC combinado com rifampicina estao apresestado-igura 35.
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Figura 35 - Biomassa total apds tratamento com NAC
(CIM e 10xCIM) combinado com rifampicina (RIF) na
concentracdo maxima no soro (Cmax) sobre células em
biofilme deS. epidermidis

A biomassa total das células em biofilme avaliad® pnétodo de coloragédo CV,
confirma o efeito dos agentes testados em comlinabdervados pelas células viaveis e
XTT. A Figura 35 mostra uma diminui¢édo significatiip<0,05) da biomassa das células em

biofilme de ambas as cepas avaliadas independargembinacdo avaliada.

3.3.1.2 Extragao da matriz do biofilme

A Figura 36 mostra a quantidade de proteinas sgaaarideos da matriz dos biofilmes

deS. epidermidig1457 e 9142) apds tratamento com NAC combinadordampicina.
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Figura 36 - Quantificacao de proteinas (A) e patissideos (B) da matriz dos biofilmes
de S. epidermidisapos tratamento coMIAC (CIM e 10xCIM) combinado com
rifampicina (RIF) na concentracdo maxima no sonm#)

A composicdo da matriz mostrou um aumento geratifgigtivo (p <0,05) na
quantidade de proteinas e polissacarideos apéstamento da combinacdo NAC-
rifampicina apresentado na Figura 36. A quantidéeleproteinas foi muito alta apds o
tratamento da combinagcdo NAC (10xCIM) com rifaomma (p <0,05). No entanto, a
guantidade de polissacarideos foi alta apds o nettb com NAC-rifampicina,

independentemente da concentracao de NAC utiligaga,05).

3.3.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias eletrbnicas de varredura estaosaptadas na Figura 37 e, mostram as

células em biofilme deS. epidermidis(1457) tratadas com NAC e rifampicina em

combinagao.



Figura 37 - Micrografias eletrénicas de varreduras
(MEV) do biofilme deS. epidermidig1457): Controle
positivo (A), apods tratamento com NAC (CIM)
combinado com rifampicina na concentragdo méaxima
no soro (Cmax) (B) e NAC (10xCIM) combinado com
rifampicina (Cmax) (C). A barra nas imagens
correspondem a 5 um. (Leica Cambridge S-360)
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A MEV mostrou imagens do biofilme d& epidermidig1457) apds tratamento com 0s
agentes avaliados em combinacdo. Como pode sewvatieena Figura 37-C, ap0s tratamento
com NAC (10xCIM) em combinacdo com rifampicina ma@entragdo maxima no soro, a
quantidade de matriz € muito pequena e pode-sevabsgma diminuicdo significativa de

células comparada ao controle (Figura 37-A).

3.3.1.4 Efeito do NAC com rifampicina sobre as célas planctdnicas deS. epidermidis

3.3.1.4.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito das concentracdes de NAioado com rifampicina sobre as

células planctdnicas d& epidermidig1457 e 9142 e) estdo apresentados na Figura 38.

1,E+01
9,E+00 -
8,E+00 -
7,E+00 -
6,E+00 -
5,E+00 -
4,E+00 -
3,E+00 -
2,E+00 -
1,E+00 - © NAC(10xCIM)+RIF(Cmax)
0,E+00

Log UFC/ml

B Controle

TR

B NAC(CIM)+RIF(Cmax))

XXX XX O]

;

1457 9142
Cepas de S. epidermidis

Figura 38 - Efeito do NAC (CIM e 10xCIM)
combinado com rifampicina (RIF) na concentracao
maxima no soro (Cmax) sobre as células planctbnicas
deS. epidermidis

A Figura 38 apresenta o numero de células viavassdilias cepas d& epidermidis
(9142 e 1457) ap0s o tratamento com agentes amipigmos em combinacdo. O uso de

NAC (CIM) com rifampicina mostrou uma diminuigagsificativa (p<0,05) com reduc¢ao de
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cerca de 2 log UFC/ml. No entanto, a combinagcdo de NAC (10xClIM)mcafampicina

promoveu um efeito letal (p <0,05) sobre as célplascténicas.

3.3.1.4.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular da combinacd€-Nfampicina sobre as células

plancténicas d&. epidermidigstdo apresentados na Figura 39.
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Figura 39 - Atividade celular expressa pelo XTT @p0d
tratamento com NAC (CIM e 10xCIM) combinado com
rifampicina (RIF) na concentracdo maxima no soro
(Cmax) sobre células planctdnicasRlespidermidis
Os resultados da atividade metabdlica das célldaidnicas apresentados na Figura
39 mostraram uma diminuicdo significativa (p<0,88)atividade celular independente da

concentragdo de NAC utilizada combinada com rifanpi Os resultados estdo em

concordancia com os obtidos por unidades formadteaslonia (UFC).
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3.3.2 N-acetilcisteina (NAC) com linezolida

3.3.2.1 Efeito do NAC com linezolida sobre as céad deS. epidermidis em biofilme

3.3.2.1.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito da combinagéo de NAC (CId»xCIM) com linezolida (CIM

e concentracdo maxima no soro) sobre as céluladiefime de S. epidermidisestdo

apresentados na Figura 40.

9,E+00 -
8,E+00 - ;2 ;
7,E+00 4 [X] <]
S =
66400 | PSE . %
E 5£400 - ><= . é—
o 2kt §<<_ .. ><— @ Controle
> — | —
Ei 4,E+00 - ) . = B NAC(CIM)+LIN(CIM)
3,E+00 1 D}<EN\["m D<= £ NAC(L10xCIM)+LIN(CIM)
P— . P—
2,E+00 - é: .: §= F& NAC(CIM)+LIN(Cmax)
LE+00 | D<=\ ["m R EINAC(10xCIM)+LIN(Cmax)
p— . [—
0,E+00 L : .
1457 9142
Cepas de S. epidermidis

Figura 40 - Efeito do NAC em combinacéo com linga(LIN) nas
concentragbes CIM, 10xCIM e na concentragdo MAaxmasoro
(Cmax) sobre as células em biofilmeSleepidermidis
Os resultados das células viaveis do biofilmeSdepidermidig1457 e 9142) apés o
tratamento com NAC combinado com linezolida aprestos na Figura 40, mostrou que o
uso combinado de NAC-LIN independente da concefirayaliada mostrou uma diminui¢cao
significativa (p<0,05) nas células viaveis. O ma&feito sobre as células viaveis foi

observado pela combinacdo do NAC (10xCIM) com lida (CIM), promoveu uma

reducgdo de cerca de 4-5 jgg
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3.3.2.1.2 Método colorimétrico- XTT

Os resultados da atividade celular do NAC combinamio linezolida sobre as células

em biofilme deS. epidermidig1457 e 9142 e) estéo apresentados na Figura 41.
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Figura 41 - Atividade celular expressa pelo XTT afratamento com
NAC em combinacdo com linezolida (LIN) nas concagfies CIM,

10xCIM e concentragdo maxima no soro (Cmax) sobreéhulas em
biofilme deS. epidermidis

Os resultados apresentados na Figura 41 expressatmiauicdo da atividade
metabdlica, medida pelo ensaio de reducdo XTT apémtamento de NAC e linezolida
combinados. O uso dos agentes farmacoldgicos dealiam combinagdo, mostraram efeito
significativo com todas as concentracdes avaliatagntanto, o uso de NAC (10xCIM) com
linezolida independente da concentracédo avaliadgtraxam o melhor efeito significativo (p
<0,05) sobre a atividade das células em biofiimeSdeepidermidigpara ambas as cepas

avaliadas.



109

3.3.2.1.3 Cristal violeta (CV)

Os resultados da biomassa total dos biofilmeS.depidermidig1457 e 9142) tratados

com NAC combinado com linezolida estao apresentaddsgura 42.
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Figura 42 - Biomassa total apds tratamento com MACcombinacdo
com linezolida (LIN) nas concentragcbes CIM, 10xCIM na
concentragdo maxima no soro (Cmax) sobre as cé&uldsiofiime de

S. epidermidis

A biomassa total do biofilme apresentados na Fig@rastdo em boa concordancia com

os resultados obtidos pelo método colorimétrico XTT
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3.3.3 N-acetilcisteina (NAC) com vancomicina

3.3.3.1 Efeito do NAC com vancomicina sobre as cé&s de estafilococos em biofilme

3.3.3.1.1 Unidades formadoras de col6nia (UFC)

Os resultados do efeito da combinagédo do NAC (CI¥DeCIM) com vancomicina

(CIM e concentracdo maxima no soro) sobre as ki biofilme deS. epidermidise S.

aureusestao apresentados respectivamente nas Figumg4i3
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Figura 43 - Efeito do NAC combinado com vancomidiW&N) nas concentracdes
CIM, 10xCIM e concentracdo maxima no soro (Cmaxyes as células em biofilme
deS. epidermidis
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As Figuras 43-44 mostram o efeito do NAC (CIM e @MW) combinado com
vancomicina (CIM e Cmax) sobre as células de dstafios em biofilme.

Para todas as cepas &e epidermidis(Figura 43) foi observado uma diminuicdo
significativa (p<0,05) das células vidveis quandvadas com NAC 10xCIM combinado com
vancoCIMina independente da concentracdo avalemia, uma diminuicdo de células com
cerca de 5-6 log UFC/ml. A combinacdo NAC (CIM) com vancomicina (Cthanao
mostrou uma diminuicao significativa de célulasvgia para as cepas 8e epidermidi®142
e 1457, mostraram maior resisténcia para esta oagdo, no entanto, para as demais cepas
(1, 127 e 165) mostraram uma diminuigéo signifieafp<0,05) com cerca de 2 lggFC/ml.

A diminuicdo de células vidveis & aureuqFigura 44) apresentou um melhor efeito
quando tratadas com NAC (10xCIM) combinado com garicina na concentragdo maxima
no soro (Cmax), mostrou uma diminuicdo para todasepas dé&. aureusavaliadas com
cerca de 5-6 logUFC/ml (p<0,05). As demais concentracOes avaliadastraram um efeito
significativo (p<0,05) sobre as células viaveisSdaureusomparadas com o controle, sendo

observada uma diminuicdo de aproximadamente 3:4Ué€/ml.
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Discussao e Conclusao
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4. Discussao e Conclusao

4.1 Discussao

As células bacterianas tém crescido no fenétipbia@me por bilhdes de anos, o que
as torna resistentes aos agentes farmacoldgicgscélaas do sistema imune mobilizados
pelo hospedeiro. As substancias poliméricas exdtriaces que constituem a matriz do
biofilme apresentam uma barreira para a acdo destestes (DONLAN; COSTERTON,
2002; PRESTERL et al., 2009 ).

Esta situacdo tem nos impulsionado a buscar natestégias terapéuticas que sejam
capazes de evitar a resisténcia das células ermaaios agentes farmacoldgicos.

Deste modo, no presente estudo, foi avaliado a dgdd-acetilcisteina (NAC) contra as
células em biofilme d&. epidermidigFigura 11) €S. aureugFigura 12). O uso de NAC
10xCIM mostrou uma diminuicdo significativa de dasuviaveis (4-5 log UFC/ml) para
todas as cepas avaliadas. Estudos anteriores namstopie o NAC diminuiu as células em
biofilme por uma variedade de bactérias, tais cdescherichia coli S. epidermidise
Pseudomonas aeruginoga observaram uma reducdo na formacao da7 matracelular
dos biofilmes Os autores concluiram que o NAC apresenta pragaésianti-bacterianas com
a capacidade de reduzir as células em biofilme molssacarideo extracelular (PEREZ-
GIRALDO et al., 1997; MARCHESE et al., 2003; SCHWBN et al., 2004; ZHAO; LIU,
2010).

O uso do NAC 10xCIM sobre as células planctoni€agufa 18), foi bactericida para
as células d&. epidermidisvaliadas. Nossos resultados estdo de acordo £oeswitados de
Olofsson, Hermansson e Elwing (2003), que relatavaeieito do NAC na capacidade de

reduzir o crescimento bacteriano das células paicas de bactérias gram-positivas
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(Bacillus sp., B. cereus B. megaterium B. subtilis Staphylococcus warngri e gram-
negativas Acinetobacter baumannif. Iwoffii, Enterobacter cloacaelebsiella pneumonige
Pseudomonas mendoc)na

O NAC é conhecido por atuar na reducdo de polisihaza extracelular do biofilme
(PEREZ-GIRALDO et al., 1997). Nossos resultadoéceesie acordo com o efeito relatado por
outros autores do NAC. No presente estudo, avaloa-composicdo da matriz extracelular
(Figura 16) e, mostrou um aumento significativagonantidade de proteinas e polissacarideos
apos o tratamento das células em biofilme Sle epidermidiscom NAC 10xCIM.
Notoriamente, a quantidade de proteinas foi mulevagla apds tratamento, o que é
consistente de um maior grau de lise celular. Oeamionde polissacarideos é provavelmente
devido a agao do NAC na estrutura da matriz efressnando a sua extragdo mais eficaz. As
micrografias eletronicas de varredura confirmarapfeito relatado do NAC 10xCIM sobre
as células em biofilme de estafilococos (Figura 17)

O NAC apresentou grande eficacia contra as célplasctbnicas e as células em
biofilme de estafilococos, nestas diminuindo asileélviaveis e reduzindo a quantidade de
matriz extracelular. Ou seja, o uso de NAC é umegaopterapéutica para tratamento de
infecgBes por estafilococos e ainda potencialiagé de outros antibidticos contra as células
em biofilme.

Conforme descrito por varios autores, a rifampicapgesenta alta eficacia contra
biofiilmes de S. epidermidis quando comparada com outros antibiéticos comuns
(SVENSSON, 1997a, 1997b; MONZON et al., 2001; CER&Aal.,, 2005). Nesse estudo,
como se poderia esperar de estudos anteriordajrgitina sozinha mostrou grande eficacia
contra as ceélulas em biofilme d& epidermidis(Figura 20), com reducdo significativa

(aproximadamente 3 leg UFC/ml) de células viaveis quando avaliado na cotmaedo
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méaxima no soro (10 mg/l). Também foi observado ¢édwa atividade celular (Figura 21) e
diminuicdo da biomassa total do biofilme (Figurd. 22

Na década passada, dois agentes antibacteriaremolida e daptomicina foram
aprovados e propuseram novas opg¢Oes para o tratgmeor exemplo, de infecgcOes
complicadas da pele causada por bactérias granivpssiresistentes (STUBBINGS;
LABISCHINSKI, 2009). Estes fatos desencadearam omdsteresses na possibilidade da
utilizacdo destes dois novos antibidticos no tratetm de infec¢des relacionadas com os
biofilmes de estafilococos. Deste modo, o uso dgentes antimicrobianos (linezolida e
daptomicina) foram avaliados sozinhos contra ofilimes deS. epidermidisconsiderando o
potencial uso destes agentes antimicrobianos cawssiyeis alternativas aos antibioticos
comumente utilizados nas infec¢cdes causadas pliintes de estafilococos. As redugbes das
células viaveis em biofilme apdés 24 h de tratamettn o linezolida (Figura 24) e
daptomicina (Figura 27) na concentragdo CIM, ndmdpriu efeito significativo sobre as
cepas deS. epidermidisavaliadas para ambos os antibiéticos. Nossostaessl estdo de
acordo com a definicho por Tetz, G., Artemenko ez, T&. (2009), antibidticos nas
concentragfes CIM ndo causam nenhum efeito solirecéérias em biofilme.

As concentragcfes CIM de agentes antimicrobianoscendicdes planctonicas sao
dramaticamente aumentadas até concentracfes de e@6s os valores de CIM quando
avaliados para células em biofiimes (CERI et 9% PRESTERL et al., 2009 ). Levando
isso em consideracao, e com o objetivo de testaretracoes superiores a CIM, determinou-
se a susceptibilidade das células em biofilme oasentracdes maximas no soro, uma vez
que tal concentracdo é o mais alto nivel do aridsidue pode ser obtido no sangue. Neste
caso, a daptomicina apresentou efeito significaBebre as células em biofilme &
epidermidiscom reducdo de cerca de 3-4;idFC/ml, enquanto que o efeito do linezolida

foi ligeiramente menor, mas nao atingiu o limiar3dego UFC/ml.
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Nos estudos de Laplante e Mermel (2007) mostraragfeto da daptomicina no
tratamento de infecgdo relacionada ao cateter seredram que concentragdes altas de
daptomicina eram capaz de erradicar células 8e aureusem biofilme, enquanto que
concentragfes abaixos de 5 mg/ml ndo causaram megfleito sobre as células em biofilme.

O efeito do linezolida (Figura 26) e da daptomigiR@yura 29) sobre a biomassa total
dos biofilmes deS. epidermidis nas concentracbées maximas no soro, foram capbzes
reduzirem significantemente a biomassa total ddlime. O linezolida apresentou a maior
redugéo sobre a biomassa total do biofilme, embd@ muito mais elevado do que a
daptomicina. Esta reducado ligeiramente mais elevadabiomassa total do biofilme
promovida por linezolida espera-se, que seja deaidma diminuicdo na matriz extracelular,
tendo em conta que era o agente antimicrobianoregheziu 0 nimero de células viaveis
numa menor extensdo. A possivel redugdo causadetna extracelular por linezolida pode
ser uma vantagem potencial, uma vez que a estrdtutaofilme tornar-se mais fraca, e as
células presentes no biofilme podem ser mais stigseé&pao sistema imune e a agédo de
outros agentes antimicrobianos. Por conseguinte,mscanismo de acao pode potencializar
o efeito de outros agentes antimicrobianos, promawénteracdes sinérgicas.

A daptomicina em comparacdo com a rifampicina naceotracdo maxima no soro
apresentaram um efeito muito semelhante sobrel@dasém biofilme des. epidermidisNo
entanto, tendo em consideracdo o rapido apareandntesisténcia a rifampicina, quando
utilizado como monoterapia, o uso de daptomicinaads aplicavel para o tratamento de
infecgbes relacionadas por biofilmes de estafilosoguando utilizados sozinhos. Esta
opinido estd de acordo com o estudo de Raad €20f)7), que avaliaram a exposi¢do de
agentes antimicrobianos por 5 dias contra biofilndesS. aureus Mostraram que a
daptomicina foi o agente mais rapido para elimamscélulas em biofilme, enquanto, que o

uso de rifampicina sozinha, foi o antibiético memdgaz na erradicacdo de células Sle
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aureus em biofilme, uma vez que foi associado com o a@ento de resisténcia a
rifampicina. No entanto, quando eles avaliaramfampicina em combinagcdo com outros
antibidticos, a combinacgédo foi significativamenficaz em eliminar as células em biofilme
mais rapidamente do que cada um dos outros amtimoavaliados sozinho (daptomicina,
tigeciclina, linezolida, vancomicina e minociclina)

Os resultados obtidos nos levaram a sugerir quohicina na concentracdo maxima
no soro pode ser fortemente considerado como uteenativa potencial a rifampicina na
monoterapia. Embora, a rifampicina, também demousBer altamente ativo contra 0s
biofilmes deS. epidermidissé deve ser considerada para uma atividade stafilecdcica
em combinagdo com outros antibidticos, para evité@pido aparecimento de resisténcia.

Neste estudo, a vancomicina também foi avaliadanisazcontra biofilmes des.
epidermidis e S. aureus por sua conhecida capacidade de penetrar eminesfi e
efetivamente reduzir o numero de células bactesiaigveis (DUNNE; MASON; KAPLAN,
1993; WILCOX et al., 2001). No entanto, em nossstitados a utilizagdo de vancomicina
sozinha sobre as células de estafilococos em miefiFigura 31-32) ndo mostrou nenhum
efeito significativo sobre as células viaveis. Nessesultados estdo de acordo com os
resultados de Bayston, Ullas e Ashraf (2012) redmtao efeito da vancomicina contra
biofilmes de enterococos e, observaram que o atitbindo foi capaz de erradicar as células
em biofilme. E, contrario aos estudos de Dominddezera et al. (2012) que estudaram o
uso de daptomicina e vancomicina sozinhos contirbes deS. epidermidise mostraram
gue o uso de daptomicina diminuiu de maneira saatifa as células em biofilme
comparado com o efeito ineficaz de vancomicina paranuicdo das células em biofilme de
S. epidermidis

Atualmente uma combinacdo de agentes antimicrobi@nama estratégia para evitar o

desenvolvimento de resisténcia bacteriana (MOELINERI2008) e, reduzir o crescimento
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das células bacterianas em biofilme de forma satifa (SAGINUR et al., 2006; RAAD et
al.,, 2007). Assim, o presente estudo também avalieteito de agentes farmacolégicos em
combinacgdo contra células em biofilme e célulanginicas. Conforme a grande eficacia do
NAC sozinho contras as células em biofilme dos fikstacos avaliados neste estudo,
avaliamos os efeitos combinados do NAC com agemtesicrobianos.

Devido os diferentes modos de acdo do NAC e danpiana e, os seus efeitos
conhecidos sozinhos, a hipétese € de que a cordbiretre eles poderiam apresentar um
efeito sinérgico. No entanto, em oposicdo a nogsatdse a combinacdo NAC-rifampicina
nao apresentou um efeito sinérgico ou aditivo natrote dos biofilmes d&. epidermidis
Aslam et al. (2007), relataram em seu estudo witoeginérgico de NAC em combinacao
com tigeciclina em biofilmes d&. epidermidisusando NAC 20xCIM (80 mg/ml) com
tigeciclina 1000xCIM (1 mg/ml). No entanto, osuttgdos de Aslam et al. (2007) na reducédo
de células viaveis eram menor do que 3dbd~C/ml. Em relacéo a combinacdo NAC (CIM
ou 10xCIM) com rifampicina (CIM ou concentracdo mdx no soro (aproximadamente
100xCIM)) avaliados nesse estudo, os valores obtitl reducdo de células viaveis em
biofilme foram superiores com uma reducéo de 3g4J&C/mL, correspondendo a uma acao
significativa (Figura 33), mesmo que nao correspoaidima sinergia entre os dois agentes.
Sobre as células planctdnicas, o efeito da comam&AC (10xCIM) com rifampicina na
concentragdo maxima no soro promoveram um efeabdebre as células.

O NAC é uma molécula conhecida em diminuir a qdanie de matriz extracelular do
biofilme (OLOFSSON; HERMANSSON; ELWING, 2003) eritampicina conhecida por ser
eficaz contra bactérias gram-positivas (DAVIES; YE®@D03; MITCHISON, 2005). As
observacfes de MEV apoiam esta hipétese, comoervaio® na Figura 47 uma diminuicdo

da matriz extracelular e reducao de células viaveis
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Mick et al. (2010), descreveram que ndo é acongellre utilizacdo de rifampicina
como um Unico agente para o tratamento de infecgfe®do a rapida selecdo de mutantes
resistentes. Nos estudos de Zheng e Stewart (208@ctaram mutantes resistentes a
rifampicina, quando os biofilmes foram expostogratamento com rifampicina sozinha por
periodos acima de 48 h.

Nos nossos resultados, a combinacdo do NAC (indieme@ da concentracdo usada)
com rifampicina (10 mg/l) mostraram um efeito sigaitivo sobre as células em biofilme, o
gue provavelmente se abre um caminho para uma eli@wr dos agentes usados em
combinacdo, prevenindo a selecdo de mutantesamr@®istao tratamento.

Conforme os efeitos descritos nesse trabalho pedadlida (sozinho) na biomassa total
dos biofilmes, avaliamos o efeito combinado do Né®n o linezolida. Foi observado um
efeito sinérgico entre os agentes avaliados em ic@agén. O uso de NAC 10xCIM com
linezolida (CIM) mostrou uma reducdo significatista células viaveis (4-5 legUFC/ml)
(Figura 40), diminuicdo da atividade metabdlica ddlsilas (Figura 41) e, da biomassa total
do biofilme (Figura 42), lembrando que a agédo dezblida sozinho sobre as células em
bioflme ndo apresenta efeito significativo. Nos®ssiltados estdo de acordo com Parra et al.
(2012) que relataram o efeito do linezolida sozighcombinado com daptomicina sobre
biofilmes deS. aureuse, mostraram que o uso de linezolida sozinho o&efitaz contras as
células em biofilme.

Os resultados mostraram o efeito significativo #d&CNem combinacdo com linezolida,
um efeito sinérgico entre os agentes testados. Emtebinacdo sugere uma utilizacao
potencial na infec¢cdo causada por biofilmeSdepidermidis

A combinacdo NAC-vancomicina também foi avaliadaseeestudo e, houve grande
eficacia desta combinacdo sobre a reducdo de séluéveis por todas as cepas de

estafilococos avaliadas. Outros autores (GOMES. eP@l11), ao estudar a combinacao de
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farnesol com vancomicina sobre biofilmes $leepidermidig1457 e 9142), tém relatado o
oposto, que a combinacdo farnesol-vancomicina B&e tm efeito significativo sobre a
reducdo das células em biofilme.

A grande eficacia da combinacdo NAC-vancomicina rfwstrado nas células do
biofilme de S. epidermidigFigura 43) e nas células em biofilme SeaureugFigura 44)
utilizando NAC 10xCIM com vancomicina independedgeconcentracao utilizada (CIM ou
concentragdo maxima no soro), mostrou uma redugh@etica de 5-6 lag UFC/mL.
Acredita-se, que o NAC diminuiu a matriz extracaéutlos biofilmes potencializando os
efeitos da vancomicina, que sozinha nao teve efatuficativo sobre as células em biofilme.
Nossos resultados estdo de acordo com os estudtrester| et al. (2009) onde, biofilmes de
S. epidermididoram tratados com vancomicina sozinha e em ccagBm com azitromicina
e, observaram que 0 uso de vancomicina como Urgeot@ ndo reduziu o crescimento
bacteriano, no entanto, 0 uso combinado de vanamemgovocou uma redugdo significativa
das células em biofilme.

Os resultados indicam que esta combinacdo NAC-vaicdaa representa uma possivel

estratégia terapéutica para as infecgbes causadafiimes de estafilococos.



121

4.2 Conclusao

O principal objetivo desta tese foi avaliar ageriggsacoldgicos contra biofilmes de
Staphylococcus epidermidésS. aureusafim de se alcancar uma nova estratégia tergpéuti
contras as infecgbes ocasionadas por biofilmes sfiafilecocos. Para se alcancar este
objetivo, foram avaliados véarios agentes farmado@Eycom diferentes modos de acéo.

Dentre os agentes farmacoldgicos avaliados sozimhbisacetilcisteina apresentou um
maior efeito sobre as células em biofilme, segyido daptomicina e, posteriormente um
efeito similar entre rifampicina e linezolida e pgon o uso sozinho de vancomicina néo
apresentou efeito significativo sobre as célulad@fime.

O N-acetilcisteina sozinho apresentou grande eficdantra as células em biofilme e
células planctdnicas e, posteriormente, um melfestogfoi observado quando combinado aos
agentes antimicrobianos, respectivamente com vangwn linezolida e rifampicina. Uma
possivel explicacdo para este efeito aumentadog ged devido a degradacdo da matriz
extracelular do biofilme ocasionado por NAC, faazermbm que as células do biofilme
estivessem mais susceptivel a acdo dos antibidticos

No geral, os resultados indicam um efeito potdrdd® NAC sozinho ou combinado,
contra as células em biofilme de estafilococos, coenda de viabilidade celular e,
consequentemente diminuicdo da biomassa total mulgéo de atividade celular. A reducgao
causada na matriz extracelular pelo NAC pode sex wamtagem potencial, uma vez que a
estrutura do biofilme tornar-se mais fraca, e dsla® presentes no biofilme podem ser mais
susceptiveis ao sistema imune e a acdo de outemseagantimicrobianos. Indicando como

nova opcao terapéutica contra as infecgbes caupadagofilme de estafilococos.
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Em concluséo, os resultados apresentados nestaosm ser fortemente considerados
como estratégias terapéuticas para um eficienteaterdas infec¢cdes causadas por biofilmes
de S. epidermidi® S. aureusAlém disso, as combinacdes podem ser uma altesr@ara a

monoterapia, evitando o desenvolvimento de resigtén
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