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RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS, GENES DE ENTEROTOXINAS E
FORMA%AO DE BIOFILME EM Staphylococcus spp. ISOLADOS DO ARROIO
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RESUMO

A agua é um recurso essencial para manutencdo da vida. Entretanto, a
ingestdo de agua de baixa qualidade esta associada com um dos maiores
problemas de saude publica no mundo: doencas de veiculagdo hidrica. O
Arroio Dilavio € um dos principais cérregos de Porto Alegre-RS e recebe
grandes volumes de terra, lixo e &guas residuais, 0 que contribui para
deterioragdo das suas &guas. Staphylococcus podem causar intoxicacao
alimentar devido a ingestdo de Enterotoxinas Estafilococicas (SEs).
Enterotoxinas sdo proteinas termoestaveis com atividade de superantigeno.
Esses microrganismos também estdo envolvidos em diversas outras patologias
e sua multirresisténcia a antimicrobianos € motivo de preocupacao.
Staphylococcus séo capazes de formar biofilme, o que confere lhes protecéo
tanto no ambiente quanto no hospedeiro. Esse estudo objetivou identificar 88
isolados de Staphylococcus provenientes da agua de cinco pontos do Arroio
Dilivio e analisar alguns de seus fatores de viruléncia. Os isolados foram
identificados em nivel de espécie através de testes bioquimicos e o perfil de
resisténcia a antimicrobianos foi determinado pelo teste de disco-difuséo.
Foram também submetidos & Reacdo em Cadeia da Polimerase para deteccao
dos genes das enterotoxinas classicas (sea, seb, sec, sed e see) e ao teste de
formacao de biofilme em microplaca. 94,32% dos isolados foram classificados
como Estafilococos Coagulase Negativa e as espécies mais frequentemente
identificadas foram S. cohnii, S. haemolyticus e S. saprophyticus. 43,18% dos
isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano testado,
sendo resisténcia a penicilina, eritromicina e oxacilina os fendtipos mais
observados. A maior ocorréncia de isolados resistentes foi no ponto C de
coleta. 36,36% dos isolados apresentaram um ou mais genes de enterotoxinas,
sendo sec o mais prevalente. No ponto B foi encontrado o maior nimero de
isolados carregando genes de SEs. Dez isolados mostraram capacidade de
formar biofilme in vitro, sendo dois fortes formadores. Conclui-se que as aguas
do Arroio Dilavio estdo contaminadas com estafilococos potencialmente
virulentos, os quais apresentam resisténcia a antimicrobianos, genes de
enterotoxinas e formam biofilme, o que confere risco a populagdo do municipio.

1Disserta(;€10 de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente - Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, RS, Brasil. (79 p.) Marco, 2013.



ANTIMICROBIAL RESISTANCE, ENTEROTOXINS GENES AND BIOFILM
FORMATION IN Staphylococcus spp. ISOLATED FROM ARROIO DILUVIO ?
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ABSTRACT

Water is an essential resource for life maintenance. However, intake of low
quality water is associated with one of the biggest public health problems in the
world: the waterborne diseases. Arroio Diluvio is a major stream of water in
Porto Alegre-RS, which receives large volumes of earth, rubbish and waste
water, contributing to water deterioration. Staphylococcus can cause food
poisoning due to ingestion of Staphylococcal Enterotoxins (SEs). Enterotoxins
are thermostable proteins with superantigen activity. These microorganisms are
also involved in several other pathologies and their multidrug resistance to
antibiotics is a concern. Staphylococci are able to form biofilm, which provide
protection on both environmental and host. This study aimed to identify 88
Staphylococcus isolated from five points of Arroio Dilavio water and analyze
some of their virulence factors. Isolates were identified to species level by
biochemical tests and antimicrobial resistance profile was determined by disk
diffusion test. They were also submitted to Polymerase Chain Reaction to
detect genes of classical enterotoxins (sea, seb, sec, sed and see) and to
biofilm formation test. 94.32% of the isolates were classified as Coagulase
Negative Staphylococci and the most frequent species were S. cohnii, S.
haemolyticus and S. saprophyticus. 43,18% of isolates were resistant to at least
one antimicrobial tested, and resistance to penicillin, erythromycin, and oxacillin
was the phenotype most observed. The increased occurrence of resistant
isolates was at point C. 36,36% of the isolates had one or more enterotoxin
genes, sec being the most prevalent. At point B was found the largest number
of isolates carrying genes SEs. Ten isolates showed ability to form biofilm in
vitro, being two strong formers. We conclude that the water of the Arroio Diltvio
are contaminated with potentially virulent staphylococci, which are resistant to
antibiotics, had enterotoxin genes and form biofilms, which confers risk for the
city population.

*Master of Science dissertation in Environment Microbiology, Institute of Basic Health Sciences,
Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (79 p.) March, 2013.
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1 - INTRODUCAO

A agua é o principal elemento que constitui os seres vivos, sendo de
suma importancia para sobrevivéncia do homem. Os recursos hidricos tem
importancia fundamental no desenvolvimento de diversas atividades
socioeconbmicas. Por outro lado, a agua serve como veiculo de transmisséo
de doencas causadas por virus, bactérias e parasitas. A contaminacdo dos
recursos hidricos representa um dos principais riscos a saude publica, sendo
que a baixa qualidade da agua esta diretamente relacionada com diversas
enfermidades, especialmente em paises em desenvolvimento.

O Arroio Dilavio nasce na cidade de Viamé&o, tendo sua maior area
localizada na cidade de Porto Alegre. E considerado um dos principais
corregos de agua desse municipio, devido a abrangéncia territorial de sua
bacia. Esse arroio é frequentemente contaminado por residuos domeésticos,
industriais e hospitalares. Recebe anualmente toneladas de lixo, terra e esgoto
cloacal de diversos bairros da cidade, podendo ser fonte de microrganismos
potencialmente patogénicos.

Os estafilococos séo bactérias anaerdbicas facultativas, com forma de
cocos Gram-positivos e arranjo em cachos, medem aproximadamente 1 um e
estdo distribuidos de forma ubiqua na natureza. Podem colonizar humanos e
animais e sdo, muitas vezes, reconhecidos como patégenos oportunistas. O

género Staphylococcus é composto de 45 espécies divididas em dois grupos:

1



Estafilococos Coagulase Positiva (ECoP) e Estafilococos Coagulase Negativa
(ECoN). Staphylococcus aureus € a principal espécie dos ECoP. Seu
reservatorio é o trato nasal inferior de mamiferos e aves. Estdo envolvidos em
diversas patologias, incluindo infeccBes nosocomiais, sinusite, infeccao do trato
urinario e intoxicacdo alimentar. As espécies de ECoN fazem parte da
microbiota de humanos e animais. Entretanto, nos ultimos anos, tem havido
uma conversao desses microrganismos de simbiontes a patdgenos causadores
de infec¢Bes graves, principalmente em individuos imunocomprometidos.

Staphylococcus produzem inimeros fatores de viruléncia que promovem
sua sobrevivéncia e disseminacdo. Tais fatores incluem producdo de
enterotoxinas, desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos e capacidade
de formacédo de biofilme. As Enterotoxinas Estafilocécicas (SEs) sdo proteinas
termorresistentes que apresentam atividade de superantigeno. Elas subvertem
o sistema imune do hospedeiro e desencadeiam uma série de respostas. A
Intoxicacdo Alimentar Estafilocdcica (IAE) caracteriza-se principalmente por
vomito, diarreia e dor abdominal, sendo causada pela ingestdo de alimentos
contaminados com SEs. Estafilococos isolados de diversas fontes apresentam
altos niveis de resisténcia a antimicrobianos. Dessa forma, conseguem
sobreviver ao tratamento com antibidticos, mantendo sua capacidade de
causar doenca e morte. A formacdo de biofilme é vista como um mecanismo
de sobrevivéncia da bactéria, uma vez que prové protecdo a estresse térmico,
forca mecéanica e compostos toxicos, como antimicrobianos.

A falta de estudos que investiguem a presenca de estafilococos e suas

caracteristicas de viruléncia nas aguas residuais do Arroio Diluvio justifica a



realizacdo deste trabalho, dada a importancia ambiental, econbmica e de
saude do Arroio para o municipio de Porto Alegre.

1.1 - Objetivo geral

Este estudo objetivou identificar e avaliar isolados de estafilococos de
agua do Arroio Diluvio quanto ao seu perfil de resisténcia a antimicrobianos,
capacidade enterotoxigéncia e de formacéo de biofilme.

1.2 — Objetivos especificos

A - ldentificar os estafilococos em nivel de espécie através de testes
bioguimicos.

B - Avaliar o perfil de susceptibiidade dos isolados a dez
antimicrobianos.

C - Detectar a presenca dos cinco genes codificadores de enterotoxinas
estafilococicas classicas (sea, seb, sec, sed e see).

D - Avaliar a capacidade dos isolados de formar biofiilme em

microplacas.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 -Agua
2.1.1 — Arroio Dilavio

Arroios sdo pequenos corpos d'agua que se formam, principalmente, a
partir do escoamento preferencial de &guas superficiais em uma bacia
hidrografica. O Arroio Diluvio € um dos principais cérregos de agua de Porto
Alegre-RS (30° 1' 40" Sul, 51° 13" 43" Oeste), devido a abrangéncia territorial
de sua bacia, a qual engloba cerca de 50% da populagédo da cidade (Dmae,
2009). Entre as décadas de 1930 e 1940 foram iniciadas obras de canalizacao
do Arroio Dilavio, as quais se prolongaram por 20 anos, mas livraram diversos
bairros das problematicas inundac¢des. O nome atual do Arroio deve-se a estas
frequentes inundagdes que provocava. Atualmente, as nascentes localizam-se
no Parque Saint'Hilaire, na Lomba do Sabdo e o desague ocorre no Lago
Guaiba (Morandi e Faria, 2000).

A bacia do Diltvio recebe a contribuicdo pluvial de mais de 36 bairros,
representando uma parcela significativa do sistema de drenagem da cidade. O
Arroio Dilavio percorre uma extensédo de 17.605 metros, das nascentes a foz,
atravessando a cidade no sentido leste-oeste e sendo o escoadouro das aguas
pluviais de uma bacia com 83,74 km?. Da érea total da bacia, 83% pertencem

ao municipio de Porto Alegre e 17% ao municipio de Viamao (Young, 2010).



O Arroio Dilavio recebe o maior percentual de redes coletoras de esgoto
sanitario, do tipo separador absoluto, em relacdo as demais bacias da cidade.
Entretanto, recebe ainda grandes volumes de &guas residuais (devido a
deficiéncia nas redes cloacais ou clandestinidade), o que contribui para
deterioracdo da qualidade da agua, comprovada através do monitoramento
realizado pela divisdo de pesquisas do DMAE. Pode ser observado também o
acumulo de sedimentos no canal do Arroio, cuja causa principal € a expansao
da cidade em direcdo as cabeceiras e topos de morros. De acordo com dados
do relatério de atividades do DEP 2005-2008, o Arroio Dilavio recebe,
anualmente, em torno de 50.000 m® de sedimentos produzidos por erosado
natural; degradacdo das margens e sélidos urbanos. De sua extensédo total,
11,3 km necessitam de constante assoreamento (Young, 2010).

O Arroio Dilavio vem sofrendo uma progressiva degradacdo da
qualidade de suas aguas, que pode ser atribuida ao desequilibrio existente
entre a expansao populacional e a implantacdo de obras de saneamento
(Morandi e Faria, 2000). Dessa forma, os impactos da ocupacao urbana e a
caréncia historica de investimentos em obras de saneamento fazem do Arroio
Dildvio um dos cérregos d’agua mais poluido e, a0 mesmo tempo, com maior
demanda em termos de responsabilizacdo publica pela sua despoluicao
(Dmae, 2009).

Alguns estudos que avaliaram a qualidade microbiolégica da agua do
Arroio Dilavio foram recentemente realizados. Oliveira (2011) isolou bactérias
da familia Enterobacteriaceae, entre as quais prevaleceu a espécie Escherichia

coli, e observou a presenca de resisténcia a antimicrobianos como cefalotina,



amoxicilina com &cido clavulanico e ampicilina na agua do Arroio. A presenca
de bactérias Gram-positivas na agua do Arroio Dilavio também é significativa,
como visto no estudo desenvolvido por Nachtigall (2011). Enterococcus
resistentes a eritromicina, nitrofurantoina e norfloxacina foram isolados de
diversos pontos do Arroio e identificados, em sua maioria, como E. faecium.

O Lago Guaiba tem ligacdo com a Lagoa dos Patos, a segunda maior
laguna do Brasil, que tem importancia econémica e cultural para a populacao
local, no que diz respeito a transporte aquatico, irrigacdo, pesca. Entretanto,
estd ocorrendo uma degradacdo da agua da lagoa, devido a poluicdo gerada
por industrias petroquimicas, agropecuaria e despejo de material organico.
Estudos mostram a ocorréncia de microrganismos, como Escherichia coli e
espécies de Enterococcus, classificados como multirresistentes na agua da
laguna (Canal, 2010; Henkes, 2010).

2.1.2 — Qualidade da 4gua

A 4gua é considerada a esséncia da vida e o acesso a agua potavel é
um direito basico de extrema importancia para todos. Apesar de a agua ser
necessaria para o bem-estar da humanidade e desenvolvimento sustentavel,
uma grande parcela da populacdo mundial ndo tem acesso a fontes de agua
microbiologicamente seguras (Who e Unicef, 2004).

Areas esparsamente habitadas ou comunidades periféricas normalmente
nao possuem acesso ao abastecimento publico de agua e a sistemas de
esgotamento. Os habitantes dessas areas acabam por fazer uso de pocos para
prover suas necessidades de agua e de latrinas para lancar seu esgoto

domestico. Pocos e fossas sdo construidos pelos proprios habitantes, sem



nenhum suporte de agéncias de saude publica ou instituicbes governamentais.
O abastecimento de agua, se mal gerido, pode facilmente ser contaminado por
patdogenos, que causam doencas de veiculacdo hidrica na populacao
(Suhogusoff, Hirata et al., 2013). Dessa forma, a baixa qualidade da agua é
decorrente do crescimento populacional exacerbado; baixo desenvolvimento
socioecondémico; limitadas fontes de 4gua; falta de saneamento (Khan, Maria et
al., 2012); disposicdo inadequada de cadaveres humanos e animais;
desconhecimento sobre praticas de higiene pessoal (Omari e Yeboah-Manu,
2012 ; Olajuyigbe, Alinaitwe et al., 2013).

A contaminacao biologica da agua potavel € um dos maiores problemas
de saude publica no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima
que em torno de 1,1 bilhdo de pessoas no mundo bebem agua ndo segura e a
grande maioria das doencas diarreicas (88%) sao atribuidas a agua,
sanitarizacdo e higiene. Essas doencas sdo especialmente importantes em
criancas, uma vez que mais de trés milhdes de criangcas com menos de cinco
anos morrem anualmente devido a ingestdo de agua contaminada (Omari e
Yeboah-Manu, 2012 ). Em um parametro geral, de acordo com a OMS, em
torno de 3,4 milhdes de pessoas em todo o0 mundo morrem diariamente por
doencas de veiculacao hidrica.

O problema é muito maior em paises em desenvolvimento. Nesses
paises, em torno de 80% de todas as doencas e mais de um terco das mortes
sdo causadas por agua contaminada (Olajuyigbe, Alinaitwe et al., 2013). No
Brasil, cerca de 80% dos leitos nos hospitais da rede publica sdo ocupados por

individuos com problemas de saude relacionados as doencas de veiculagéo



hidrica. Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da
Saude, entre 2000 e 2007, em torno de 40.000 pessoas morreram em
decorréncia de diarreia e gastroenterite. No RS, no periodo de 1999 a 2008,
ocorreram 1.626 Obitos notificados, num total de 884.487 casos da doenca
(Saude., 2013).

O maior risco associado ao consumo de agua € a contaminagdo com
excretas de humanos e animais. A maior parte das bactérias patogénicas
responsaveis por doencas de veiculacdo hidrica sdo disseminadas através da
via fecal-oral (Suthar, Chhimpa et al., 2009). Os coliformes podem ocorrer na
agua devido a contaminacdo fecal e incluem membros da familia
Enterobacteriaceae (como Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Salmonella e Klebsiella) (Omari e Yeboah-Manu, 2012 ). Essas bactérias
enteropatogénicas na agua sao responsaveis por uma variedade de doencas,
como por exemplo, coélera, febre tifoide, disenteria e salmonelose (Omari e
Yeboah-Manu, 2012 ).

2.1.3 — Efluente hospitalar

Hospitais representam uma fonte de liberacdo de muitos compostos
quimicos no ambiente aquético, devido a atividade laboratorial ou excre¢édo de
remeédios na rede de esgoto. Esses centros de salde consomem uma enorme
guantidade de agua por dia e geram quantidades igualmente significativas de
esgoto, o qual é contaminado por microrganismos, medicamentos, metais
pesados, elementos radioativos, desinfetantes e antissépticos (Gupta, Mathur
et al., 2009). O esgoto hospitalar tem potencial risco de transmissdo de

doencas e a contaminacdo de agua tratada com efluente hospitalar pode



causar graves infeccfes na comunidade. Chitnis (2004) detectou altas taxas de
Salmonella e Shigella no esgoto hospitalar, o que constitui uma ameaca a
saude da comunidade (Chitnis, Chitnis et al., 2004). Além de microrganismos
patogénicos, o efluente hospitalar contém elevadas concentracbes de
antibioticos, os quais sdo excretados nas fezes e urina. Isso contribui para a
selecéo de bactérias multirresistentes (Pauwels e Verstraete, 2006).

Um dos principais problemas ambientais causados pelo efluente
hospitalar € a sua descarga no sistema de esgoto urbano sem tratamento
preliminar. Por conter poluentes perigosos, 0 esgoto hospitalar requer
tratamento in situ para prevenir a contaminacao do sistema de esgotamento da
cidade e de rios (Gupta, Mathur et al., 2009). Infelizmente, esse tratamento n&o
é efetivo e, muitas vezes, nem ocorre. Em paises em desenvolvimento como a
india, o lixo hospitalar liquido é frequentemente drenado no sistema de
esgotamento municipal sem nenhum tratamento e este termina em corpos
d"agua como lagos, rios e oceanos (Chitnis, Chitnis et al., 2004).

No Brasil, Vecchia e colaboradores (2009) realizaram um estudo que
visava identificar quantos hospitais possuiam sistema de tratamento de esgoto,
através de um questionario respondido pelos préprios hospitais. De 127
hospitais consultados, em todas as regifes do pais, apenas oito instituicées
enviaram suas respostas e, destas, apenas trés estavam dotadas de uma
estacdo propria de tratamento de esgoto (Vecchia, Thewes et al.,, 2009). Em
Porto Alegre, segundo a Associacao dos Hospitais do Rio Grande do Sul, 61%

dos hospitais langcam seus despejos “in natura” na rede coletora de esgotos da



sub-bacia do Arroio Diluvio, tendo como destino final, o Lago Guaiba. Porto
Alegre possui uma geracdo estimada de 142.996 m® de residuos liquidos
hospitalares por més que sdo lancados sem tratamento, diretamente no corpo
receptor (La Rosa, Tolfo et al., 2000).

2.2 — Estafilococos

Os microrganismos do género Staphylococcus pertencem a familia
Micrococcaceae, que inclui quatro géneros: Planococcus, Micrococcus,
Stomatococcus e Staphylococcus (Boone, Castenholz et al., 2001). Os
Staphylococcus sé&o cocos Gram-positivos que tendem a formar agrupamentos
semelhantes a cachos de uva. Apresentam diametro entre 0,5 e 1,5 ym, séo
imoveis e ndo formam esporos. Sao anaerébios facultativos e produzem a
enzima catalase (Varnam e Evans, 1996).

Staphylococcus spp. possuem uma distribuicdo ubiquitaria na natureza,
sendo isolados de pele e mucosas de animais de sangue quente (Jorgensen,
Mork et al., 2005); alimentos (Glndogan, Ataol et al., 2012; Rahimi e Alian,
2013); agua (Harakeh, Yassine et al., 2006) e esgotos (Serapicos, 2008). Esse
género compreende mais de 70 espécies e subespécies, divididas em dois
grupos baseado na habilidade de coagular o plasma: Estafilococos Coagulase
Positivos (ECoP) e Estafilococos Coagulase Negativos (ECoN). Os EcoP
formam um grupo pequeno, o qual inclui 7 espécies: Staphylococcus aureus, S.
schleiferi subsp. coagulans, S. hyicus, S. delphini, S. lutrae, S. intermedius e S.
pseudointermedius (Euzéby, 2012). Dentro desse grupo, a espécie
proeminente é S. aureus, que reside no nariz de aproximadamente 30% da

populacao humana. Essa espécie e usualmente
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assintomatica, mas tem capacidade de causar inumeras doencas, desde
lesGes superficiais até seérias infeccbes em quase todos os tecidos,
principalmente em individuos imunocomprometidos (Prax, Lee et al., 2013).

Os estafilococos sdo capazes de expressar uma ampla variedade de
fatores de viruléncia, que sdo secretados ou associados a célula. Os fatores
secretados incluem enzimas (hemolisinas, nucleases, proteases, lipases,
hialuronidases, colagenases, fibrolisina, coagulase, B-lactamase) citotoxinas,
exotoxinas (enterotoxinas e toxina da sindrome do choque toxico) e toxinas
esfoliativas. Essas propriedades fazem do estafilococo um patdégeno versatil,
capaz de uma ampla gama de infec¢cbes (Dinges, Orwin et al., 2000; Pinchuk,
Beswick et al., 2010). As enzimas e citotoxinas podem ser encontradas em
elementos genéticos moveis como plasmideos, transposons e préfagos
(Novick, Schlievert et al., 2001).

2.2.1 — Estafilococos Coagulase Negativa

Os Estafilococos Coagulase Negativa (ECoN) abrangem a maioria das
espécies existentes, sendo Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus e S.
saprophyticus importantes representantes do grupo. A maior parte das
espécies sdo microrganismos comensais da pele, mas também podem ser
importante causa de infeccbes em individuos imunossuprimidos (Oppenheim,
1998).

A maioria dos ECoN isolados de humanos pertencem a espécie S.
epidermidis, a qual reside em uma ampla variedade de sitios anatébmicos,
incluindo membranas mucosas, virilha ou axila e superficies expostas da pele,

onde as contagens normalmente sdo muito mais baixas. S. epidermidis € um
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patdgeno oportunista, estando associado com altos indices de infeccbes
sanguineas relacionadas ao cateter (Prax, Lee et al.,, 2013). A segunda
espécie mais predominante em humanos € S. hominis, que pode ser isolada da
pele dos bracos, pernas e tronco (Huebner e Goldmann, 1999).

Algumas espécies sdo consideradas patdgenos emergentes, como S.
lugdunensis (endocardite, abscesso, artrite séptica) e S. caprae (endocardite,
sepse, infeccbes do trato urinério, infeccdo em o0ssos) (Livermore, 2000).
Outras espécies sdo menos frequentemente isoladas ou mais dificeis de
identificar: S. auricularis, S. capitis subsp. urealyticus, S. cohnii, S.
saccharolyticus, S. simulans, S. pasteuri, S. warneri, S. xylosus e S. equorum
(Irlinger, 2008). Nem todos os estafilococos sdo patogénicos e alguns vém
sendo explorados na industria de alimentos e biotecnologia. S. carnosus, S.
xylosus e S. equorum contribuem para maturacado de queijo e fermentagédo de
carne (Prax, Lee et al., 2013).

2.3 — Resisténcia a antimicrobianos

O efeito indesejavel do crescimento microbiano tem sido controlado
através do uso de antimicrobianos, tais como antibiéticos (Samra, Naseem et
al., 2009). Aproximadamente cinquenta anos atras os antibioticos foram
introduzidos no mercado para o tratamento de doencas microbianas. Desde
entdo, a maior ameaca para o uso desse tipo de medicamento na terapia
contra infecgbes bacterianas € o desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos nas bactérias. Estudos demonstram que apdés introducdo de
um determinado composto antimicrobiano pode-se observar a emergéncia de

bactérias resistentes a esse antimicrobiano (Mathur e Singh, 2005).
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A introducdo da penicilina no comeco da década de 1940 melhorou
drasticamente o prognostico de pacientes com infec¢des estafilococicas.
Entretanto, em 1942 foi descrito o primeiro caso de estafilococo resistente a
penicilina, inicialmente em hospitais e depois na comunidade. Em 1946, em
torno de 6% dos Staphylococcus aureus produziam a enzima penicilinase (B-
lactamase), que degrada o anel [B-lactamico, apresentando resisténcia a
penicilina. Em 1948, esse numero subiu para mais de 50% e, na década de
1960, cresceu para 80-90%. Atualmente, mais de 90% dos estafilococos
produzem penicinilase, independente do cenario clinico. Em 1961, esse quadro
levou a introducdo de uma nova droga, a meticilina, um derivado semissintético
da penicilina ndo susceptivel a hidrolise por penicilinases. Porém, a chegada
da meticilina ao mercado foi rapidamente seguida pela descricdo de isolados
resistentes. A propagacao de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) fez
lembrar a emergéncia da resisténcia a penicilina em 1940, sendo primeiro
detectada em hospitais e depois amplamente reconhecida na comunidade
(Livermore, 2000; Lim e Strynadka, 2002; Lowy, 2003).

A evolucdo e disseminacdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos sdo o resultado da pressdo seletiva, seja pela prescricao
necessaria dessas drogas ou pelo uso incorreto em tratamentos sem
diagnostico estabelecido, automedicacdo, desperdicio de restos de
antimicrobianos no meio ambiente e emprego desses farmacos como

promotores de crescimento em animais de produgdo (Tavares, 2000).
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A pressao seletiva imposta pelo uso de agentes antimicrobianos
desempenha um papel chave na emergéncia da resisténcia bacteriana.
Sempre que uma populacdo bacteriana mista €& exposta a agentes
antimicrobianos, € suposto que existam bactérias resistentes a respectiva
droga e concentracdo aplicada. Sobre pressao seletiva, o numero desses
microrganismos vai aumentar e alguns podem passar seus genes de
resisténcia a outros membros da populacdo (Mathur e Singh, 2005).

Entretanto, € provavel que o mecanismo de resisténcia tenha sido
desenvolvido antes do uso clinico de antibiéticos. Os genes de resisténcia
podem ter sido originados a partir de espécies produtoras de antimicrobianos
que carregam tais genes de resisténcia para protecdo dos seus proprios
produtos antimicrobianos (Mathur e Singh, 2005).

A resisténcia a um determinado antibidtico pode estar naturalmente
presente em determinadas espécies ou géneros bacterianos (resisténcia
inerente ou intrinseca), o que resulta na capacidade do microrganismo crescer
na presenca de um agente antimicrobiano. Esse tipo de resisténcia € herdada
pelos organismos da mesma espécie através da divisdo celular (transferéncia
vertical) e ndo pode ser transferida. A resisténcia intrinseca ocorre devido a
fatores fisiologicos e bioquimicos especificos do microrganismo, como no caso
da Pseudomonas aeruginosa, a qual € naturalmente resistente a penicilina G.
(Kuemmerer, 2009).

Em contraste, a resisténcia adquirida ou secundaria esta presente em
algumas linhagens dentro de espécies usualmente susceptiveis a dado

antibiotico e pode ser horizontalmente transferida entre as bactérias. Essa
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resisténcia pode surgir a partir de mutacées no genoma da bactéria ou atraves
da aquisicdo de genes que codificam para o0 mecanismo de resisténcia (Mathur
e Singh, 2005).

No caso da transferéncia génica horizontal, existem trés possiveis
mecanismos: transformacédo natural, envolvendo a captacao e incorporacéo de
DNA livre do meio extracelular; conjugacédo, um contato celular dependente de
mecanismo de transferéncia de DNA; e transducéo, uma transferéncia mediada
por bacteriéfagos. A evolucdo da resisténcia a antibidticos em comunidades
microbianas é aumentada pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia
através de plasmideos conjugativos, transposons, integrons e elementos de
insercao, bem como bacteriéfagos liticos e temperados (Mathur e Singh, 2005).

Os mecanismos de resisténcia descritos sdo: mudanca na
permeabilidade da membrana; inativacdo enzimatica do antibidtico (p-
lactamases, transferases); transporte ativo do antibiotico (sistemas de efluxo
dependentes de ATP inseridos na membrana); modificacdo do alvo (metilacdo
do rRNA 23S, mutacdo da sequéncia de um aminodcido) ou mudancas de
rotas metabdlicas (Mathur e Singh, 2005).

2.4 — Enterotoxinas Estafiloc6cicas

Enterotoxinas estafilococicas (SEs) sdo proteinas membros de uma
familia com mais de 20 diferentes toxinas estafilococicas e estreptococicas, as
quais séo estruturalmente e funcionalmente relacionadas e compartilham
homologia de aminoacidos. Essas proteinas bacterianas sdo conhecidamente
pirogénicas e estdo ligadas a significativas doencas humanas, que incluem

intoxicacdo alimentar, sindrome do choque toxico, doencas alérgicas e
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autoimunes (Pinchuk, Beswick et al., 2010). Essas toxinas sao, na maior parte,
produzidas por Staphylococcus aureus, apesar de que outras espécies como S.
intermedius, S. hyicus, S. xylosus e S. epidermidis também podem expressa-
las (Bhatia e Zahoor, 2007).

As SEs sdo classificadas como superantigenos, 0s quais tem a
capacidade de estimular populacbes de células T, levando a producdo de
grandes quantidades de citocinas. Pelo menos 20 superantigenos
estafilococicos sorologicamente distintos ja foram descritos até o momento e
incluem enterotoxinas denominadas de SEA a SEV e toxina da sindrome do
choque téxico (TSST-1). Essas proteinas tém em torno de 220 a 240
aminoacidos; peso molecular de aproximadamente 25 kD e significativa
variabilidade de sequéncia, com estrutura 3D similar (Pinchuk, Beswick et al.,
2010). As SEs sao proteinas termorresistentes, ndo podendo ser
completamente desnaturadas por cozimento brando do alimento contaminado.
A estabilidade térmica é uma das propriedades mais importantes das SEs em
termos de seguranca alimentar e parece ser dependente do pH, concentracéo
de sal e outros fatores ambientais relacionados com o nivel de desnaturacéo
da toxina (Balaban e Rasooly, 2000). Também séao resistentes a inativacao por
proteases gastrointestinais, incluindo pepsina, tripsina, renina e papaina e
compartilham a capacidade de induzir émese e gastroenterite (Pinchuk,
Beswick et al., 2010).

2.4.1 — Aspectos moleculares das enterotoxinas estafilococicas

Os nomes dos diferentes genes codificadores de enterotoxinas

estafilococicas iniciam com as letras se (staphylococcal enterotoxin). Os genes
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sed e sej estdo presentes em plasmideos (Bayles e landolo, 1989; Zhang,
landolo et al., 1998); sea e see sao carreados por préfagos (Betley, Lofdahl et
al., 1984, Betley e Mekalanos, 1988; Couch, Soltis et al., 1988; Jarraud, Peyrat
et al., 2001, Letertre, Perelle et al., 2003); sec, seg, seh, sei, sem, sen, e seo
sao encontrados no cromossomo (Jarraud, Peyrat et al., 2001; Letertre, Perelle
et al., 2003) e sel e sek estdo em ilhas de patogenicidade (Fitzgerald, Monday
et al., 2001). O gene seb ja foi encontrado no cromossomo, em plasmideos e
em transposons (Shalita, Hertman et al., 1977; Shafer e landolo, 1978).

As SEs sdo proteinas globulares soliveis em agua, monomeéricas,
ricas em lisina, 4cido aspartico e acido glutamico e apresentam cisteinas, que
formam pontes dissulfeto (Bergdoll, Crass et al., 1981; Prevost, Couppie et al.,
1995; Osterlund, Kahlmeter et al., 2002). As SEs foram divididas em grupos por
identidade génica com base em sequéncias de aminoacidos. SEA, SED e SEE
compartilham de 53 a 81 % de identidade; entre SEB e SEC a identidade é de
50 a 66 %. Em um panorama geral, as sequéncias de aminoacidos variam
muito em termos de homologia: ha 15,5% de homologia entre SEB e SEK e
90% entre SEA e SEE. Entretanto, todas possuem uma sequéncia de
assinatura caracteristica que pode ser encontrada no banco de dados
PROSITE: Lis-x(2)-[Leu-lle-Val-Fen]-x(4)-[Leu-lle-Val-Fen]-Asp-x(3)-Arg-Xx(2)-
Leu-x(5)-[Leu-lle-Val]-Tir (PS00278) (Proft e Fraser, 2003). As caracteristicas

moleculares das enterotoxinas classicas estdo sumarizadas na tabela 1.

17



TABELA 1. Caracteristicas moleculares das enterotoxinas estafilococicas
classicas.

Tamanho do Tamanho Peso
SE Gene (pb?) da Proteina Molecular Referéncia
b (aa”) (KDa®)
(Betley e Mekalanos,
SEA 771 257 27.1 1988)
SEB 798 266 31.4 (Johns e Khan, 1988)
(Bohach e Schlievert,
SEC, 801 239 27.4 1087)
(Bohach e Schlievert,
SEC, 801 239 26.0 1989)
SEC; 798 238 27.4 (Couch e Betley, 1989)
d (Bayles e landolo,
SED 27.6 Kb 228 26.3 1989)
(Couch, Soltis et al.,
SEE 771 257 29.3 1988)

a: pares de base; b: aminoacidos; c: Kilodaltons; d: O gene sed foi encontrado
em um plasmideo de 27.6 Kilo bases.

Apesar de existir mais de 20 diferentes enterotoxinas, somente as
chamadas classicas sdo bem estudadas e incluem: SEA, SEB, SEC, SED e
SEE (Goto, Hayashidani et al., 2007). SEA e SEB sé&o toxinas associadas a
intoxicacdo alimentar relacionada com estafilococos. O gene da enterotoxina
SEC € o mais frequentemente reportado em Staphylococcus aureus isolado de
leite (Valihrach, Alibayov et al., 2013). SED é conhecida por ser a segunda
enterotoxina estafilocécica mais comumente associada com intoxicacao
alimentar no mundo. Ela é importante porque muito pouca quantidade é
necesséaria para induzir intoxicacdo. SEE também esta documentada em
alguns casos de intoxicacao (Pinchuk, Beswick et al., 2010).

2.4.1 — Intoxicagao alimentar estafilocécica

Intoxicagdo alimentar estafilococica resulta da ingestdo de alimentos
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contaminados com SEs, sendo 0 segundo caso mais comumente reportado de
doenca de veiculacdo alimentar, onde 10% dos individuos afetados visitam ou
sao internados em hospitais. Doencas de veiculacdo alimentar (DTAS) tém
grande impacto na saude publica. Segundo o Centro de Controle e Prevencéao
de Doencas (CDC), estima-se que as enterotoxinas estafilococicas afetem
aproximadamente 80 milhdes de individuos nos Estados Unidos, resultando em
32.500 hospitalizacdes e mais de 5.000 mortes. De acordo com a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), em torno de dois milhdes de pessoas morrem no
mundo devido a surtos alimentares causadores de doencas diarreicas. O
impacto econdmico gerado por doencas transmitidas por alimentos também é
alto. Nos EUA, os custos estimados podem chegar a 35 bilhBes de ddlares
anualmente (Balaban e Rasooly, 2000; Pinchuk, Beswick et al., 2010).

No Brasil, entre 1999 e 2009, 6.349 surtos de DTAs foram registrados,
dos quais 20,5% foram causados por Staphylococcus. No estado do Rio
Grande do Sul, entre 1999 e 2005, 1.275 surtos foram notificados, dos quais
Salmonella foi responsavel por 64,2% e S. aureus por 11,7% (Saude, 2009).
No estado de Minas Gerais, um grande surto de infeccdo alimentar em uma
festa comunitaria ocorreu em 1998. Dentre as 8.000 pessoas presentes, 4.000
pessoas adoeceram de intoxicacdo alimentar estafilococica. Analises
moleculares revelaram a presenca de sea, seb, sec, sed e seh e identificaram
S. aureus como agente etiologico. Dos 4.000 doentes, 2.000 buscaram ajuda
médica, 396 foram internados e, destes, 81 foram para a Unidade de

Tratamento Intensivo (UTI). Destes 81 pacientes, 16 faleceram, sendo 6
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criancas de 0 a 5 anos de idade e 10 idosos de 65 a 90 anos (Do Carmo,
Cummings et al., 2004).

As principais causas das elevadas incidéncias de intoxicacdo alimentar
estafilococica sédo a insuficiente pasteurizacdo ou descontaminacdo de fontes
produtoras originalmente contaminadas ou a contaminagcdo durante preparo e
manipulacdo por individuos que carregam o microrganismo. Uma vez que
Staphylococcus aureus suporta diferentes condi¢cdoes de temperatura e pH, ele
pode crescer em uma ampla variedade de alimentos. Dessa forma, um
alimento contaminado com linhagens produtoras de SEs e mantido a uma
temperatura que permita o rapido crescimento da bactéria (refrigeracéo
inadequada) é uma fonte comum de intoxicagcdo. Em condi¢cdes apropriadas
uma bactéria pode se multiplicar por fissdo binaria até gerar quatro milhdes de
células em oito horas (Bhatia e Zahoor, 2007; Pinchuk, Beswick et al., 2010).
Em um estudo de intoxicacdo alimentar realizado na Inglaterra, os alimentos
causadores mais frequentes (75%) foram carne, frango e seus produtos.
Outros alimentos contaminados incluem peixe e marisco (7%), além de
produtos lacteos (8%) (Balaban e Rasooly, 2000).

O aparecimento dos sintomas de intoxicacdo alimentar varia de acordo
com a concentracdo, tipo e toxicidade da enterotoxina. A doenca tem curto
periodo de incubacéo (de 2 a 6 h) apds a ingestdo das toxinas pré-formadas.
Os sintomas gastrintestinais podem ser de moderados a severos e incluem
cOlicas abdominais, nausea, vomito, diarreia, febre e desidratacdo. A doenca é
auto limitante, raramente letal, porém grave em individuos idosos. A quantidade

de enterotoxina necessdria para causar intoxicacdo € inferior
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a 1 pug. Por exemplo, em um surto de gastrenterite relatado nos EUA, devido a
ingestdo de leite com chocolate contendo SEA, a quantidade média de
enterotoxina detectada em recipiente de 400 mL foi 0,5 ng/mL e a dose total foi
200 ng/mL. Enterotoxinas sdo detectaveis com pequeno inéculo de 10°%(g.
Algumas linhagens estafilocécicas produzem quantidades detectaveis de
enterotoxinas apés 24h. Dentre os tipos de enteroxinas, a SEA é responsavel
por aproximadamente 80% dos casos de surtos de intoxicacdo alimentar nos
EUA, enquanto que a SEB é responsavel por somente 10% (Pinchuk, Beswick
et al., 2010).

2.5 — Biofilme bacteriano

A formacao de biofiime é uma importante estratégia usada por muitas
bactérias para sobreviver no ambiente (Hou, Sun et al., 2012). Um biofilme
bacteriano é definido como uma comunidade complexa de células embebidas
dentro de uma matriz de exopolissacarideos (EPS) produzida por ela, anexada
a superficies bioldgicas e ndo biolégicas (Figura 1) (Souza Antunes, Bonfanti et
al., 2011; Dicicco, Neethirajan et al., 2012). Biofilmes podem ser compostos de
uma cultura pura, mas comumente compreende uma comunidade de espécies
microbianas mistas (Hug, Whitehouse et al., 2008). O estudo de biofilmes
microbianos tem recebido significante atencdo ao longo das ultimas décadas.
Microrganismos associados ao biofilme sdo fundamentalmente diferentes de

populacdes de células suspensas (Stepanovic, Vukovic et al., 2007).

21



FIGURA 1: Imagem de microscopia eletronica de varredura mostrando a formacao de
biofilme de Staphylococcus aureus em uma protese vascular.

Bactérias embebidas no biofilme entram em um estado séssil, o qual
pode ser visto como um importante mecanismo de defesa. A matriz extracelular
polissacaridica do biofilme protege os microrganismos contra resposta imune
do hospedeiro (Dicicco, Neethirajan et al., 2012) e predacdo por outros
organismos (Hug, Whitehouse et al., 2008). Fornece resisténcia a estresse
térmico, forca mecénica (Otto, 2004), desinfetantes (Stepanovic, Vukovic et al.,
2007) e antimicrobianos.

Bactérias vivendo dentro de um biofiime podem ser altamente
resistentes a antimicrobianos que sao efetivos contra seus homologos de vida
livre. A concentragéo inibitoria minima (MIC) para uma bactéria séssil pode ser
de 10 a 1000 vezes maior que para sua forma plancténica (Dicicco, Neethirajan
et al., 2012). A formacao de biofilme contribui para o sucesso da colonizacao
de tecidos hospedeiros, dispositivos médicos e outras superficies (Otto, 2004),
sendo importante em contextos médicos, ambientais e industriais (Stepanovic,

Vukovic et al.,, 2007). A habilidade de formar biofime € um dos mais
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conhecidos fator de viruléncia em Staphylococcus (Saising, Singdam et al.,
2012).

O desenvolvimento de um biofilme ocorre através de um processo
complexo e sequencial, que envolve quatro fases e inclui a adesao inicial,

acumulacéo de células, maturacéo e desprendimento (Figura 2) (Otto, 2004).
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Figura 2: Modelo de formacéo de biofilme em Staphylococcus epidermidis. Os passos
incluem ligacdo a superficie, acumulagéo, maturagéo e destacamento. A ligacao inicial
pode ocorrer de forma direta & superficie de um polimero ou depender da interacdo de
proteinas ligadoras da bactéria com proteinas do hospedeiro. Adaptado de Otto, 2004.

A adeséo da bactéria a superficie € um dos passos iniciais na formacéao
do biofilme e comeca quando células bacterianas anexadas a uma superficie
secretam uma substancia viscosa que serve para ancoragem das células
(O'gara e Humphreys, 2001). A adesdo bacteriana a superficie é influenciada
por diversos fatores, incluindo: caracteristicas fisico-quimicas da bactéria,
propriedades da superficie do material (composicdo quimica, carga da
superficie, hidrofobicidade, rugosidade, textura) e fatores ambientais

(temperatura, pH, tempo de exposi¢cdo, concentracdo bacteriana, tratamento
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quimico ou presenca de antimicrobianos). Propriedades biologicas da bactéria,
tais como presenca de fimbrias, flagelos e producdo de EPS também
influenciam na ligacdo a superficie (Simoes, Simoes et al., 2010).

Adesinas polissacaridicas desempenham papel essencial na aderéncia
bacteriana inicial e na adesao intracelular. Adesina polissacaridica intracelular
(PIA) e adesina polissacaridica capsular (PSA) sédo os principais componentes
do EPS em Staphylococcus aureus e S. epidermidis. Propfe-se que a
aderéncia inicial seja mediada por PSA e/ou outras proteinas (incluindo
autolisinas) e a acumulacdo de células por PIA (O'gara e Humphreys, 2001).
Estudos mostram que o locus de adesao intracelular (ica), particularmente o
gene icaA, codifica a producdo de PSA e PIA (Hou, Sun et al., 2012)

O segundo passo para formacao do biofilme consiste na aglomeracao de
bactérias em estruturas multicamadas. O principal fator responsavel pela
formacdo desse aglomerado de células € o PIA. Ap6s a unido de células em
camadas, ocorre a maturacao do biofilme. O biofilme ndo é simplesmente uma
aglomeracdo amorfa de células; ele possui uma estrutura bem definida, com
canais entre comunidades de células em forma de cogumelos. Tais canais sao
preenchidos por fluido, possivelmente para entregar nutrientes e retirar
residuos metabdlicos. Obviamente, sdo necessarios diversos processos
regulatorios para o crescimento desta estrutura e, acredita-se que, o regulador
guorum sensing desempenhe papel importante nesse processo (Otto, 2004).

O crescimento de um biofilme é relativo a perda causada pelo
destacamento e diminuicdo da manutencdo (Boyle, Ford et al., 1991). Eles

podem ser dispersos pelo desligamento de células filhas como resultado de
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baixos niveis de nutrientes; regulacdo por quorum sensing; remocdo continua
de pequenas porcdes do biofilme devido a efeitos de fluxo ou remocédo por
forcas fisicas. Enzimas polissacaridicas especificas do EPS de diferentes
organismos podem ser produzidas durante diferentes fases do crescimento dos
organismos e auxiliar no desprendimento do biofilme. Esse processo prové um
mecanismo para as células migrarem de areas fortemente colonizadas, onde
houve deplecdo dos nutrientes da superficie, para areas com melhores

condicBes de crescimento (Donlan, 2002).
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 — Amostras utilizadas

Oitenta e oito amostras de estafilococos isolados de agua do Arroio
Dilivio foram utilizadas neste estudo. As amostras de agua haviam sido
previamente coletadas em cinco pontos diferentes ao longo do curso do Arroio,
desde a sua nascente (Parque Saint Hilaire — Viamao, RS) até a sua foz (Lago
Guaiba — Porto Alegre, RS), durante o ano de 2009 (Figura 3) (Nachtigall,
2011). A metodologia de coleta e isolamento empregadas esta descrita no

Anexo 1 (ANEXOS).
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FIGURA 3: Pontos de coleta das amostras de agua ao longo do curso do Arroio DilGvio em
Porto Alegre-RS. Ponto A: Nascente do Arroio, Parque Saint'Hilaire. Ponto B: Esquina
Avenidas Ipiranga e Antonio de Carvalho. Ponto C: Esquina Avenida Ipiranga e Rua Guilherme
Alves. Ponto D: Esquina Avenidas Ipiranga e Ramiro Barcelos. Ponto E: Esquina Avenidas
Ipiranga e Borges de Medeiros. Fonte: Google Maps.
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Todos os isolados estavam estocados em caldo Infusdo de Cérebro e
Coracado (BHI - Oxoid) com de 20% de glicerol sob a temperatura de -20°C.
Eles foram anteriormente identificados como pertencentes ao género
Staphylococcus por apresentarem caracteristicas morfo-tintoriais de cocos
Gram positivos arranjados em cachos, crescimento em Agar Sal Manitol,
producdo da enzima catalase e fermentacdo da glicose na auséncia de
oxigénio.

3.2 — Reativagcao das amostras

Para reativacdo das amostras, 10 pL de cada cultura estoque foram
inoculados em 5 mL de caldo BHI e incubados a 35°C durante 24 h. Apés o
periodo de incubacdo, uma pequena aliquota de cultura foi semeada em Agar
Sal Manitol (Himedia) através de esgotamento com alca de platina. As placas
foram incubadas a 35°C durante 24 h e as coldnias isoladas e caracteristicas
foram utilizadas para os testes subsequentes.

3.3 — Identificacao fenotipica

Para identificar fenotipicamente as espécies de Staphylococcus spp.,
foram empregados testes bioquimicos de acordo com MacFaddin, 2000.

3.3.1 — Teste para deteccdo da enzima coagulase

A enzima extracelular estafilocoagulase foi detectada através do teste da
coagulase em tubo (coagulase livre), no qual 500 pL de cultura foram
adicionados a 500 pL de plasma de coelho reconstituido (NewProv) e
incubados a 35°C durante 6 horas. Foram realizadas leituras de 30 em 30
minutos durante todo o periodo de incubacdo para verificar a formacéo de

coagulo. Em caso de resultado negativo, as amostras foram mantidas sob 35°C
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ate 24 h. Os isolados que apresentaram a enzima extracelular
estafilocoagulase foram classificados como estafilococos coagulase positivo
(ECoP) e os que ndo apresentaram como estafilococos coagulase negativo
(ECON).

3.3.2 — Teste de Vogues- Proskauer (VP)

O teste de VP permite detectar a producdo de acetoina a partir da
degradacédo da glicose. Para isso, cada cultura foi inoculada em 3 mL de caldo
Vermelho de Metila - Voges Proskauer (VM-VP Himedia) e incubada a 35°C
por 48 horas. Apos a incubacéo, adicionou-se 3 gotas da Solucdo | do Reativo
de Barritt [Alfa Naftol (6,0 mL), Alcool Etilico 95 % (100 mL g.s.p.)] e 2 gotas da
Solucéo Il do Reativo de Barritt [Hidroxido de potassio (16 mL), &gua destilada
(100 mL g.s.p.)]. A solucédo foi agitada e, apdés 15 minutos de repouso a
temperatura ambiente, visualizou-se a formacdo de um anel vermelho na
superficie do caldo, significando resultado positivo. A auséncia do anel indicou
resultado negativo.

3.3.3 — Teste de fermentacédo de aclUcares

Para a determinacdo da capacidade de utilizagdo do manitol, trealose,
lactose, frutose, manose e rafinose os isolados foram inoculados em meio
contendo 1 mL de &gua peptonada, 100 pL de indicador de pH [Indicador de
Andrade: 5g de Fucsina Acida, 1 L de agua estéril deionizada e 160 mL de
NaOH (Synth) 1N] e 0,01 g do acucar a ser testado. Posteriormente, os tubos
foram incubados a 35°C por 24h. A alteracdo de cor do meio, de amarelo para
purpura, indicou fermentacéo dos referidos carboidratos, devido a producéo de

acidos e consequente reducéo de pH.
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3.3.4 — Teste para deteccao da enzima urease

As culturas foram inoculadas em 3 mL de caldo uréia (Vetec) e
incubadas a 35°C durante 4 dias. Leituras foram realizadas a cada 24 h. Foram
considerados positivos os tubos que alteraram a cor original do meio (de
laranja para rosa), devido a alcalinizacdo do mesmo em funcéo da liberagcédo de
amonia resultante da degradacéo de ureia.

3.3.5 — Deteccéo dareducéao de nitrato

A capacidade de reduzir nitrato (NO3’) a nitrito (NO2) pelas amostras
bacterianas foi verificada através da deteccdo de nitrito no meio de cultura.
Para isso, as amostras foram inoculadas em Caldo Nitrato (Himedia) e
incubadas a 35°C por 24 h. Transcorrido o periodo de incubacao, foi
adicionado aos tubos 2 gotas do Reagente de Nitrato A [N,N-Dimetil-alfa-
naftilamina (0,6 mL), Acido Acético 5N (100 mL)], 2 gotas do reagente de
Nitrato B [Acido Sulfanilico (0,8 mg), Acido Acético 5N (100 mL)] e
homogeneizado. O aparecimento de coloracdo avermelhada, em até 2 minutos,
indicou teste positivo. A ndo alteracdo da cor do meio indicou a incapacidade
do microrganismo em reduzir NO3 ou a transformacédo deste em azoto (Ny).
Neste caso, adicionou-se uma pequena quantidade de zinco em pé ao tubo. Se
0 meio permaneceu inalterado, assumiu-se que a amostra é capaz de reduzir
0S compostos nitrogenados até N,. Se o meio adquiriu a cor marrom, a amostra
€ negativa para o teste.

3.5.6 — Deteccéo da enzima oxidase

Este teste é capaz de detectar atividade citocromo-oxidase, através da
oxidacéo do reativo. Para realizacdo da prova, foram utilizadas tiras de papel

filtro impregnadas em solugcdo contendo N-N-dimetil-para-fenileno-diamina e
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alfa-naftol (NewProv). Primeiramente, as tiras foram umedecidas com agua
destilada estéril e, em seguida, colbnias foram transferidas com ajuda de um
palito em madeira para a tira. O aparecimento de coloracdo purpura indica
positividade do teste.

3.3.7 — Susceptibilidade a Polimixina B e Novobiocina

Os testes de susceptibilidade a Polimixina B (300 pg - NewProv) e
Novobiocina (5 pug - NewProv) foram realizados através do método de disco-
difusdo, o qual sera detalhado na sesséo 3.4.

3.4 — Teste de susceptibilidade a antimicrobianos

A suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados foi testada através do
meétodo de disco-difusdo em agar (Bauer, Kirby et al., 1966), padronizado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2011). Foram
testados os seguintes antimicrobianos (NewProv): oxacilina 1 pg, penicilina 10
U, eritromicina 15 pg, clindamicina 2 pg, sulfazotrim 25 pg, vancomicina 30 pg,
cloranfenicol 30 ug, ciprofloxacina 5 pg, gentamicina 10 pug e norfloxacina 10
pg. Culturas diluidas a 0,5 na escala McFarland foram semeadas com swab
estéril em Agar Muller-Hinton (Himedia) e discos impregnados com os
antimicrobianos supracitados foram aplicados. Apdés incubacéo a 35°C por 24h,
os halos de inibicdo foram medidos e interpretados de acordo com as normas
do CLSI (2011). A cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi utilizada como
controle positivo.

3.5 — Extracao de DNA total

O DNA total dos isolados foi extraido de acordo com Fredricks e Helman

(1998), com algumas modificacdes. Uma colbnia foi semeada em 5 mL de
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caldo BHI (Himedia) e incubada sob agitacdo a 35°C por 18 h. A cultura foi
centrifugada por 5 min a 18.000 g e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi lavado 3 vezes com 1 mL de tampdo TE-1X [Tris 10 mM
(Invitrogen), EDTA 1 mM (Invitrogen) — pH 7,8], ressuspendido em 200 pL do
mesmo tampao e adicionado a 60 pg de Lisozima (Sigma), incubando-se a
37°C por 30 minutos. Entdo, 200 L de solugdo TE°N [TE 5x, NaCl (Nuclear)
5M], 100 pg de Proteinase K (USB Corporation) e 20 yL de SDS 1% (Promega)
foram adicionados a mistura e incubados a 55°C por 1 hora. Em seguida, 30 pyL
de NaCl 5M e 400 uL de fenol (Isofar) — cloroférmio (Synth) 1:1 foram
adicionados. A mistura foi centrifugada a 14.000 g por 15 minutos e o
sobrenadante foi transferido para outro tubo. Este passo foi repetido trés vezes.
Entdo, 400 uL de cloroférmio — alcool isoamilico (Synth) 9:1 foram adicionados
a mistura e novamente centrifugados. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e adicionado a 1 mL de etanol absoluto, e mantido a -20°C por 18h.
Finalmente, a mistura foi centrifugada a 14000 g por 30 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 30 pL de TE
1x (Fredricks e Relman, 1998). A quantidade de DNA foi determinada em gel
de agarose 0,8% (Invitrogen) corado com brometo de etidio [0,5 pg/mL
(Promega)], comparando-se com quantidades conhecidas de lambda DNA
(Fermentas). Para a realizacdo das técnicas de Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) foram utilizadas quantidades de, aproximadamente, 20 ng
de DNA.

3.6 — Reacdo em Cadeia da Polimerase para deteccédo dos genes
das enterotoxinas A (sea) e D (sed)
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As reacdes foram realizadas segundo Moura e colaboradores, 2012. As
amostras foram testadas para a presenca dos genes sea e sed utilizando os
pares de primers demonstrados na tabela 2. As PCRs foram otimizadas em 25
pL e continham 1 mM MgCl; (Invitrogen), 10 pmol de cada primer (IDT), 1 U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen), 1 x de tamp&o (Invitrogen), 200 uM de
desorriboxinucleotideos (ABgene) e agua deionizada estéril (Milli Q plus,
Millipore). As amplificacBes foram realizadas em Termociclador Mastercycler
Personal (Eppendorf) nas seguintes condicfes: 5 min a 94°C, 40 ciclos de 45 s
a 94°C, 45 s a 54°C e 45 s a 72°C, a 5 min a 72°C (Moura, Campos et al.,
2012).

3.7 — Reacédo em Cadeia da Polimerase Multiplex para detec¢éao dos
genes das enterotoxinas B (seb), C (sec) e E (see)

As reacdes foram realizadas segundo Moura e colaboradores, 2012. As
amostras foram testadas para a presenca dos genes da enterotoxinas B (seb),
C (sec) e E (see) utilizando os pares de primers demonstrados na tabela 2. As
reacoes da PCR foram otimizadas em 25 pyL e continham 3 mM MgCl;
(Invitrogen), 5 pmol de cada primer (IDT), 1 U de Tag DNA polimerase
(Invitrogen), 1 x de tampéao (Invitrogen), 300 uM de desoxirribonucleotideos
(ABgene) e agua deionizada estéril (Milli Q plus, Millipore). As amplificacGes
foram feitas em Termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf) nas
seguintes condi¢des: 5 min a 94°C, 40 ciclos de 45 s a 94°C, 45 s a 55°C e 45
s a 72°C, a 5 min a 72°C (Moura, Campos et al., 2012). As seguintes cepas
foram utilizadas como controle positivo: ATCC 13565 (sea), ATCC 14458 (seb),

ATCC 19095 (sec), ATCC 23235 (sed) e ATCC 27664 (see).
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TABELA 2. Descricdo dos primers, temperaturas de anelamento e tamanho
dos produtos relativos aos ensaios de PCR.

Temperatura de Tamanho do

Primers  Sequéncia Nucleotidica (5’- 3°) Anelamento Produto

a CCT TTG GAA ACG GTT AAA ACG
SEA 54 °C 126 bp
CTG AAC CTT CCC ATC AAA AAC

b GGT ACT CTA TAA GTG CCT GC
SEB 55°C 475 bp
TTC GCA TCA AAC TGA CAA ACG
. AGA ACT AGA CAT AAAAGC TAG G
SEC 55°C 267 bp
TCA AAA TCG GAT TAA CAT TAT CC
d TTT GGT AAT ATC TCC TTT AAA CG
SED 54 °C 309 bp
CTATAT CTT ATAGGG TAAACATC
CCT ATA GAT AAA GTT AAA ACA AGC
SEE® TAA CTT ACC GTG GAC CCT TC 55°C 173 bp
TAA GTC AAA CGT TAA CAT ACG

a: enterotoxina estafilococica A; b: enterotoxina estafilocdcica B; c: enterotoxina estafilocdcica C; d: enterotoxina
estafilocécica D; e: enterotoxina estafilococica E.

3.8 — Eletroforese em gel de agarose

Os produtos de amplificacdo por PCR foram analisados por
eletroforese em tampao TAE 1X pH 8,0 (40 mM Tris-HCI, 20 mM acetato de
sédio, 1 mM EDTA) em gel de agarose 1,5 % (Invitrogen) corado com brometo
de etidio [0,5 ug/mL (Promega)], comparando-se com marcador molecular de
50 pb e 100 pb Ladder (Invitrogen).

3.9 — Formacao de biofilme

O ensaio para determinacéo da capacidade de formacao de biofilme
pelos isolados foi realizado de acordo com Stepanovic, 2007. Os isolados
foram inoculados em Agar BHI (Oxoid) e cultivados a 35°C durante 24 h. Em
uma microplaca de poliestireno com 96 pocos de fundo chato (TPP 92096)
foram adicionados 180 puL de caldo TSB (Himedia) suplementado com 1% de
glicose. Em seguida, foram adicionados 20 pL de inoculo bacteriano ajustado

para 0,5 na escala McFarland. A placa foi incubada a 35°C durante 18 h e, em
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seguida, as células suspensas (ou planctonicas) foram retiradas e 0s poc¢os
lavados trés vezes com 200 uL de solucéo salina estéril. As células bacterianas
aderidas a superficie polimérica da placa foram fixadas com 150 puL de metanol
absoluto durante 20 minutos. Transcorrido esse tempo, o metanol foi retirado e
a placa foi seca a temperatura ambiente durante 30 minutos.

As células bacterianas aderidas foram coradas com cristal violeta
0,5% durante 15 minutos e, em seguida, lavadas em agua corrente. Apos o
periodo de secagem de 24 h, o cristal violeta foi eluido em etanol 95% durante
30 minutos e quantificado através da densidade oOptica (DO) a 450 nm, medida
em leitor de microplacas (EZ Reader 400). A cepa Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984, classificada como forte formadora de biofilme, foi usada como
controle positivo e caldo TSB (Himedia) com glicose como controle negativo.

A interpretacdo das leituras obtidas foi realizada como descrito por
Stepanovic, 2007. Primeiramente, foi calculada a média das DO das amostras
e controles, sendo seis replicatas. Entdo, o valor de cut-off (DOc) foi calculado
através da seguinte férmula:

DOc= média da DO controle negativo + 3x desvio padrdo do controle
negativo. O valor final de DO das amostras testadas (DOf) é dado por DOf=
média da DO de cada amostra - DOc.

As amostras foram divididas em categorias, da seguinte forma:

DOf<ODc= nao formadora de biofilme;

DOc<DOf<2xDOc= fraca formadora de biofilme;

2xD0Oc<DOf=4xDOc = moderada formadora de biofilme;

4xDOc<DOf = forte formadora de biofilme.
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4 — RESULTADOS

4.1 - Identificagdo fenotipica

Todos os 88 estafilococos selecionados apresentaram crescimento no
meio Agar Sal Manitol. A partir do teste da coagulase em tubo realizado,
94,32% (83/88) dos isolados ndo reagiram com o plasma de coelho, sendo
classificados como Estafilococos Coagulase Negativa (ECoN). Apenas 5,68%
(5/88) dos isolados apresentaram a capacidade de reagir com o plasma de
coelho e foram classificados como Estafilococos Coagulase Positiva (ECoP).

De acordo com os resultados dos testes bioquimicos, os ECoN foram
classificados dentro de 11 espécies, sendo Staphylococcus conhii (25/80) a
espécie mais prevalente, seguida de S. haemolyticus (18/80), S. saprophyticus
(8/80), S. carnosus (4/80), S. hominis (3/80), S. muscae (2/80), S. gallmarium
(2/80), S. caprae (2/80), S. cromogenes (2/80), S. felis (1/80) e S. lentus (1/80).
Apenas um isolado ndo pbde ser identificado em nivel de espécie e oito
isolados foram enquadrados dentro de duas possiveis espécies [S.
psifermentans/S. pasteuri (3/80) e S. sciuri/S. vitulus (5/80)]. Os ECoP foram
classificados dentro de 3 espécies: S. aureus subsp. aureus (1/5), S. delphini
(1/5) e S. intermedius (1/5). Trés ECoP (3/5) ndo foram classificados em nivel

de espécie. Todos os testes utilizados para identificacdo fenotipica dos
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isolados e seus respectivos resultados estdo sumarizados no Anexo 2
(ANEXOS).

Ao comparar o numero de isolados obtidos em cada ponto de coleta,
pode-se observar que no ponto A, localizado proximo a nascente do Arroio, ndo
foi isolado nenhum Staphylococcus spp. Por outro lado, no ponto C, onde o
Arroio Dilivio esta canalizado e encontra-se em areas densamente
urbanizadas, cercado de hospitais, obteve-se a maior diversidade de isolados,
sendo a maior parte S. cohnii. De forma geral, os pontos B, D e E
apresentaram equivaléncia na diversidade de espécies (Tabela 3).

TABELA 3: Distribuicdo das espécies de Staphylococcus spp. entre 0os pontos

de coleta do Arroio DilGvio.

Numero de isolados por ponto de coleta

Especie Total Ponto A Ponto B Ponto C Ponto D Ponto E
Staphylococcus spp. 3 - - - 3 -
S. conhii 25 - 6 10 5 4
S. haemolyticus 18 - 6 6 3 3
S. saprophyticus 8 - 2 - 2 4
S. carnosus 10 - 1 2 2 5
S. hominis 3 - - - 1 2
S. muscae 2 - 1 1 - -
S. gallmarium 2 - - 1 1 -
S. caprae 2 - - 2 - -
S. cromogenes 2 - 1 1 - -
S. aureus subsp. 1 ) i 1 i i
aureus
S. delphini 1 - - - 1 -
S. intermedius 1 - - - 1
S. felis 1 - - - 1 -
S. lentus 1 - 1 - -
S. psifermentans/S. 3

. - - - 1 2
pasteuri
S. sciuri/S. vitulus 5 - 2 1 2 -
Total 88 0 20 25 22 21

Ponto A: Nascente do Arroio, Parque Saint’Hilaire. Ponto B: Esquina Avenidas Ipiranga e Antonio de
Carvalho. Ponto C: Esquina Avenida Ipiranga e Rua Guilherme Alves. Ponto D: Esquina Avenidas
Ipiranga e Ramiro Barcelos. Ponto E: Esquina Avenidas Ipiranga e Borges de Medeiros.
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4.2 — Resisténcia a antimicrobianos

A tabela 4 apresenta o perfil de resisténcia dos isolados encontrado para
cada antimicrobiano testado. Foi observada elevada frequéncia de isolados
resistentes a penicilina (27,27%), eritromicina (14,77%) e oxacilina (11,36%).
Pelo menos um isolado apresentou resisténcia para cada antimicrobiano
testado, com excecdo da vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina. Em
parametros gerais, 40,9% dos isolados foram sensiveis a todos os
antimicrobianos testados, 7,8% apresentaram resisténcia a duas classes de
antimicrobianos e 2,7% a 3 ou 4 classes. Isolados resistentes a duas ou mais
classes foram classificados como multirresistentes e totalizaram 10,2%.

TABELA 4: Numero de isolados de cada espécie que apresentou perfil de

resisténcia a antimicrobianos.

Numero de isolados resistentes por antimicrobiano

Especie OXA PEN ERI CLI  SUT VAN CLO CIP__GEN NOR
Staphylococcus spp. - - - - - - - - - -
S. conhii - 5 1/62 1° - - - - - -
S. haemolyticus 5 6 3/2a 1/2° 3 - 1 - - 1°
S. saprophyticus - 1 3 - 1° - 1 - - -
S. carnosus 2 4 2/52 4° 1 - 2 - - -
S. hominis 1 2 1 - 1 - - - - R
S. muscae - - 1a - - - - - - 14
S. gallmarium - - 1 - - - 1 - - -
S. caprae 1 1 12 1 - - - - - -
S. cromogenes - - - - - - - - - -
S. aureus subsp. ) 1 i ) i - - - - -
aureus
S. delphini - 1 - - - - - - - -
S. intermedius - 1 12 - - - - - - -
S. felis - - 1 1 - - - - - R
S. lentus - - - - - - - - - -
S. psn‘ermentans/S. 1 1 a 1b i - - - - -
pasteuri
S. sciuri/S. vitulus - 1 1/22 - - - - - - -

Total 10 24 13/202 3/8° 5/1° 0 5 0 0 27
(11,36%) (27,27%) (14,77%) (3,4%) (5,68%) (0%) (5,68%) (0%) (0%) (0%)

OXA: oxacilina 1 pg; PEN: penicilina 10 Ul; ERI: eritromicina 15 pg; CLI: clindamicina 10 pg; SUT:
trimetoprim — sulfametoxazol 25 pg; ; VAN: vancomicina 30 pg; CLO: cloranfenicol 30 pg; CIP:
ciprofloxacina 5 pg; GEN: gentamicina 10ug; CLI: clindamicina 2 pg; NOR: norfloxacina 10 pg.

& resisténcia intermediaria a eritromicina; °: resisténcia intermediaria a clindamicina; © resisténcia
intermediaria a trimetoprim — sulfametoxazol; d: resisténcia intermediaria a norfloxacina.
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Na tabela 5 estdo demonstrados os dados obtidos em relacdo a
distribuicdo dos microrganismos resistentes em cada ponto de coleta. A maior
ocorréncia de isolados resistentes foi no ponto D (95,45%), seguido pelo ponto
C (80%). Os pontos B e E apresentaram frequéncias semelhantes de
microrganismos resistentes (em torno de 45%). A penicilina foi o antimicrobiano
com maior frequéncia de resisténcia em todos os pontos de coleta analisados.

TABELA 5: Distribuicdo dos isolados resistentes a antimicrobianos entre os
pontos de coleta do Arroio Diltvio.

o . Numero de isolados resistentes por ponto de coleta
Antimicrobianos

Ponto A Ponto B Ponto C Ponto D Ponto E
Oxacilina - 1 5 3 1
Penicilina - 4 8 9 3
Eritromicina - 3/32 2/62 4/4% 472
Clindamicina - 1/1° 1/3° 1/2° 2°
Sulfazotrim - - 3 2 1°
Vancomicina - - - -
Cloranfenicol - - 1 2 2
Ciprofloxacina - - - - -
Gentamicina - - - - -
Norfloxacina - - 2¢ - -
Total 0 9/43° 20/117"° 21/6°° 10/10%"¢
(0%) (45%) (80%) (95,45%) (47,61%)

Ponto A: Nascente do Arroio, Parque Saint Hilaire. Ponto B: Esquina Avenidas Ipiranga e Antonio de
Carvalho. Ponto C: Esquina Avenida Ipiranga e Rua Guilherme Alves. Ponto D: Esquina Avenidas
Ipiranga e Ramiro Barcelos. Ponto E: Esquina Avenidas Ipiranga e Borges de Medeiros.

% resisténcia intermediaria a eritromicina; °: resisténcia intermediaria a clindamicina;
intermediaria a trimetoprim — sulfametoxazol; °: resisténcia intermediaria a norfloxacina.

° resisténcia

4.3 — Enterotoxinas Estafilococicas

Dos 88 isolados testados, 32 (36,36%) foram positivos para um ou mais
genes de enterotoxinas (Tabela 6). O gene sec foi o0 mais prevalente, estando
presente em 21,59% dos isolados, seguido por sea (7,95%), sed (3,4%), see
(3,4%) e seb (2,27%). Duas cepas de Staphylococcus conhii. foram positivas
para mais de um gene de se. Nenhuma espécie apresentou todos 0s genes de

enterotoxinas simultaneamente e a espécie que englobou o maior numero de
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genes foi S. conhii. A figura 4 mostra o perfil de bandas observado a partir da

amplificacdo dos genes que codificam as enterotoxinas classicas.

500 pb

300 pb

100 pb

4

FIGURA 4: Perfil de amplificagcéo dos genes das enterotoxinas. L1: marcador de peso

molecular; L2: sea; L3: sed; L4: seb, sec e see.

TABELA 6: Numero de isolados que apresentaram genes de enterotoxinas por

espécie.

Espécie

Presenca de genes de enterotoxinas

sec

sed

See

sect+see

sed+see

Staphylococcus spp.

VOLOLLLOLLLOLLLOLOOLO®

. conhii

. haemolyticus
. saprophyticus
. carnosus

. hominis

muscae

. gallmarium

caprae

. cromogenes

. aureus subsp. aureus
. delphini

. intermedius

. felis

. lentus

. psifermentans/S.

pasteuri

S.

sciuri/S. vitulus

1
1

Total

7/88
(7,95%)

2/88
(2,27%)

19/88
(21,59%)

3/88
(3,4%)

3/88
(3,4%)

1/88
(1,13%)

1/88
(1,13%)
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No ponto C foi detectada a presenca de todos 0s genes das
enterotoxinas; no ponto B 0s genes para enterotoxinas seb, sec e sed; no
ponto D 0s genes para enterotoxinas sea, sec e see e no ponto E os genes
para enterotoxinas sea e see. Os pontos D e E apresentaram distribuicbes
muito préximas dos genes se. Tais dados estdo descritos na tabela 7.

TABELA 7: Distribuicdo dos genes das enteroxinas entre os pontos de coleta
do Arroio Dilavio.

Numero de isolados com genes SEs por ponto de coleta

SEs Ponto A Ponto B Ponto C Ponto D Ponto E
sea - - 2 1 4
seb - 1 1 - -
sec - 11 5 3 -
sed - 1 2 - -
see - - 1 1 1
Total 0/0 13/20 11/25 5/22 5/21
(0%) (65%) (44%) (22,72%) (23,80%)

Ponto A: Nascente do Arroio, Parque Saint Hilaire. Ponto B: Esquina Avenidas Ipiranga e Antonio de
Carvalho. Ponto C: Esquina Avenida Ipiranga e Rua Guilherme Alves. Ponto D: Esquina Avenidas
Ipiranga e Ramiro Barcelos. Ponto E: Esquina Avenidas Ipiranga e Borges de Medeiros.

SEs: enterotoxinas estafilocdcicas

4.4 — Formacao de biofilme em microplaca

Os isolados de Staphylococcus foram avaliados quanto a capacidade de
formacao de biofilme in vitro através da adesdo em placas de poliestireno. Dos
88 isolados analisados, dez apresentaram capacidade de formar biofilme;
destes, dois foram classificadas como fortes formadores (1 S. carnosus e 1 S.
haemolyticus); dois como moderados formadores (1 S. conhii e 1 S.
saprophyticus) e seis como fracos formadores (2 S. sciuri/S. vitulus, 2 S.

haemolyticus, dois S. cohnii).
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TABELA 8: Distribuicdo dos estafilococos formadores de biofiime entre as

espécies encontradas.

Numero de isolados formadores de biofilme por espécie

Biofilme

S. carnosus
S. haemolyticus
S. conhii
S. saprophyticus
S. sciuri/ S.
vitulus

Forte formador 1 1 -
Moderado formador - - 1 1 -
Fraco formador - 2 2 - 2

1/10 3/10 3/10 1/10 2/10

Total (10%) (30%) (30%) (10%) (20%)

Quando comparada a capacidade de formacéo de biofilme dos isolados
e 0 ponto de coleta, observou-se que nos pontos B e E, estavam as duas
cepas fortes formadoras. Todas as cepas moderadas foram isoladas do ponto
B. Dentre as 6 amostras fracas formadoras de biofilme, 4 foram isoladas no
ponto B e 2 no ponto C de coleta de agua (Tabela 9).

TABELA 9: Distribuicdo dos estafilococos formadores de biofilme entre os
pontos de coleta do Arroio DilGvio.

Numero de isolados formadores de biofilme por ponto de coleta

Biofilme Ponto A Ponto B Ponto C Ponto D Ponto E
Forte formador - 1 - - 1
Moderado formador - 2 - - -
Fraco formador - 4 2 - -
Total 0/0 7/20 2/25 0/22 1/21
(0%) (35%) (8%) (0%) (4%)

Ponto A: Nascente do Arroio, Parque Saint Hilaire. Ponto B: Esquina Avenidas Ipiranga e Antonio de
Carvalho. Ponto C: Esquina Avenida Ipiranga e Rua Guilherme Alves. Ponto D: Esquina Avenidas
Ipiranga e Ramiro Barcelos. Ponto E: Esquina Avenidas Ipiranga e Borges de Medeiros.
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5 - DISCUSSAO

5.1 — Identificacao fenotipica

Staphylococcus sédo bactérias ubiquas, descritas como parte da
microbiota normal do ar, solos, agua, humanos e outros animais, além de
produtos alimentares. Sua estrutura celular de cocos Gram-positivos €
responsavel por uma alta tolerancia a desidratacdo e baixa atividade de agua,
0 que explica, em parte, sua ampla distribuicdo e persisténcia no ambiente
(Kloos, Schleifer et al., 1992). No presente estudo foram analisados 88
estafilococos isolados de agua proveniente do Arroio Dilivio, em Porto Alegre.
Destes, 94,32% (83/88) foram classificados como Estafilococos Coagulase
Negativa (ECoN) e 5,68% (5/88) como Estafilococos Coagulase Positiva
(ECoP). Estudos semelhantes realizados em aguas residuais também mostram
alta prevaléncia de isolados ECoN. Serapicos (2008) encontrou 97,4% (38/39)
de ECoN e Faria e colaboradores (2009) reportou uma frequéncia de 98,3%
(238/242) isolados coagulase negativa.

Observou-se elevada frequéncia das espécies Staphylococcus cohnii, S.
haemolyticus e S. saprophyticus nas amostras de agua do Arroio Diluvio, a qual
pode ser justificada pela origem dessa agua. O Arroio recebe esgoto cloacal da
cidade, com escoamento de dejetos advindos tanto de areas residenciais da

cidade quanto de hospitais, o que faz com que haja descarga de
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microrganismos dessas espécies, reconhecidas como patégenos oportunistas
envolvidas em infec¢des de trato urinario (Orrett, 1998).

Essa predominancia de espécies de estafilococos coagulase negativa
também foi encontrada por Serapicos (2008), que demonstrou uma maior
frequéncia de S. saprophyticus/S. xylosus em amostras de aguas residuais e
tratadas, em Portugal. Outras espécies encontradas em aguas residuais foram
S. conhii, S. pettenkoferi, S. haemolyticus e S. succinus e, em aguas tratadas,
S. arlettae, S. equorum e S. aureus (Serapicos, 2008). Resultados semelhantes
foram descritos por Faria e colaboradores (2009), sendo as espécies
prevalentes em aguas residuais S. saprophyticus e S. xylosus; em uma planta
tratamento de agua S. epidermidis e S. pasteuri e em uma rede de distribuicao
de agua S. epidermidis, S. capitis e S. pasteuri (Faria, Vaz-Moreira et al.,
2009).

Alguns estudos avaliando a presenca de estafilococos em amostras de
aguas demonstram resultados diferentes ao observado no presente trabalho.
Nestes estudos, Staphylococcus aureus foi a espécie predominantemente
isolada, tanto em amostras de agua do mar em lIsrael (Yoshpepurer e
Golderman, 1987) e no Libano (Harakeh, Yassine et al., 2006), quanto em
agua potavel em areas rurais nos Estados Unidos (Lechevallier e Seidler,
1980).

Houve diferencas em relacdo a quantidade de isolados e espécies
encontradas nos diferentes pontos de coleta de agua no Arroio Dilavio. No
ponto A nao foi isolado nenhum estafilococo. Esse ponto esta localizado dentro

do Parque Saint'Hilaire, onde a agua do arroio estd isenta do despejo de
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esgoto e da acédo antropica. Ja no ponto C, situado entre a Avenida Ipiranga e
Rua Guilherme Alves, foi encontrado o maior nimero de isolados (25/88). Essa
area do Arroio € densamente urbanizada, englobando diversas vilas (Morro da
Cruz, Morro da Tuca e Jodo Pessoa), edificios residenciais e comerciais.
Também inclui o prédio Fundacéo Estadual de Protecdo e Pesquisa em Saude
(FEPPS) — Lacen, o que faz com que haja grandes despejos de efluentes no
arroio.

Nos ponto B, C e D a espécie mais frequentemente isolada foi
Staphylococcus conhii. Essa espécie pode ser encontrada no ambiente
hospitalar, inclusive na pele e cavidade nasal de pacientes e médicos
(Szewczyk e Rozalska, 2000; Mak, Maszewska et al., 2008). Atualmente, tem
sido reportado como um patdogeno oportunista, causador de infeccoes
nosocomiais, como bacteremias (Okudera, Kobayashi et al., 1991; Fernandes,
Tm et al., 1996; Basaglia, Moras et al., 2003), meningites (Okudera, Kobayashi
et al., 1991), endocardites, pneumonias, infec¢des do trato urinario, abscessos
cerebrais, artrites septicas, entre outras (D'azevedo, Antunes et al., 2008).
Desta forma, a presenca de S. cohnii na agua é facilmente justificada, uma vez
gue ha o despejo de efluentes provenientes de hospitais encontrados na area.

No ponto E houve predominio de Staphylococcus hominis, o qual é
comumente encontrado em amostras clinicas, principalmente isoladas de pele
humana. S. hominis ndo é usualmente causador de doenca em humanos, mas
vem sendo reconhecido como patdgeno oportunista e nosocomial, podendo
causar infeccbes em pacientes imunocomprometidos. Estudos ja

demonstraram a presenca de S. hominis em endocardite infecciosa,
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endoftalmite (Jiang, Zheng et al., 2012) e infec¢des do urinarias (Orrett, 1998).
Apesar deste ponto de coleta localizar-se proximo ao desague do Arroio no
Lago Guaiba e nao receber efluentes hospitalares diretamente, ele recebe o
acumulo de agua contaminada dos pontos anteriores. Isso pode justificar a
presenca de microrganismos oriundos do ambiente hospitalar, os quais sao
excretados pelos pacientes contaminados e liberados na rede de esgoto.

5.2 — Resisténcia a antimicrobianos

A analise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos mostrou que
43,18% dos isolados apresentaram fenotipo de resisténcia a pelo menos um
antimicrobiano testado. Isolados resistentes a penicilina, (27,27%), eritromicina
(14,77%) e oxacilina (11,33%) foram os mais frequentemente detectados entre
as amostras. No presente estudo todos os isolados foram susceptiveis a
vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina. Os dez antibioticos eleitos para os
testes de susceptibilidade realizados nesse estudo s&o as drogas
preferencialmente usadas para tratamento de infec¢Bes estafilococicas na
clinica (CLSI, 2011).

Uma grande parte dos antibidticos consumidos pela comunidade acaba
em &guas residuais e podem exercer uma pressdo seletiva nesses locais.
Bactérias resistentes aos antibioticos e genes de resisténcia a antibidticos sao
geralmente detectadas em aguas residuais, muitas vezes em taxas mais
elevadas do que nas aguas de superficie. Aguas residuais também podem
proporcionar condicbes favoraveis para o crescimento de uma comunidade
diversa de bactérias, o que constitui uma base para a selecao e disseminacéo

de bactérias resistentes aos antibioticos.
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Estudos anteriores também reportam a presenca de estafilococos
resistentes em aguas residuais. Serapicos (2008) observou uma alta frequéncia
de resisténcia a lincomicina, eritromicina e clindamicina; baixa frequéncia de
isolados resistentes a penicilina e nenhum microrganismo resistente a
vancomicina (Serapicos, 2008). Faria e colaboradores (2009) também néo
encontraram fendtipo de resisténcia a vancomicina e somente intermediarios
para ciprofloxacina, sendo resisténcia a eritromicina o fendtipo mais
frequentemente observado.

Em agua do mar, 4gua doce e sedimento na costa do Libano, também
se observou a existéncia de estafilococos resistentes a antimicrobianos, sendo
que 51% das bactérias estudadas foram resistentes a pelo menos um dos
antibiéticos testados (Harakeh, Yassine et al., 2006). Isolados de estafilococos
multirresistentes também foram encontrados em &agua potavel em Lahore,
Paquistado e Estados Unidos (Armstrong, Shigeno et al., 1981; Samra, Naseem
et al., 2009).

Os microrganismos resistentes a antimicrobianos entram no ambiente,
em parte, através de dejetos de animais e humanos. As bactérias do trato
gastrointestinal sdo capazes de espalhar seus genes para microrganismos
indigenas da agua. Além disso, muitos antibiéticos de origem industrial
circulam no ambiente aquatico, potencialmente alterando os ecossistemas

microbianos (Baquero, Martinez et al., 2008).
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Em relacdo aos pontos de coleta analisados, a maior ocorréncia de
isolados resistentes foi nos pontos D (95,45%) e C (80%). Proximos desses
pontos situam-se a Faculdade de Farmacia da UFRGS, onde funciona um
laboratorio de analises clinicas e o Hospital Ernesto Dorneles. Esses pontos
podem estar funcionando como fonte de despejo de microrganismos
resistentes na agua, ou de antibidticos que sdo excretados na urina dos
pacientes medicados. Os pontos B e E apresentam frequéncia menor de
resisténcia, pois estdo localizados em areas mais afastadas de hospitais e
centros de saude, apesar de serem densamente habitadas. A penicilina foi o
antimicrobiano com maior frequéncia de resisténcia em todos os pontos de
coleta analisados. A propagacdo de resisténcia a penicilina ocorre,
primeiramente, pela propagacéo de linhagens resistentes, considerando que o
gene da B-lactamase esta inserido em um plasmideo. Ademais, o aumento de
espécies bacterianas resistentes a antimicrobianos deve-se ao uso extensivo e,
muitas vezes inapropriado, de antibidticos; a utilizacdo desses agentes como
promotor de crescimento animal e ao cruzamento de bactérias resistentes
através das barreiras geograficas (Lowy, 2003).

5.3 — Enterotoxinas Estafiloc6cicas

As enterotoxinas estafilocécicas (SEs) sdo os principais agentes de
intoxicagédo de origem bacteriana no homem e tém sido relatadas em diversos
surtos de doencas de veiculagdo alimentar (Lamaita, Cerqueira et al., 2005).
Todos os cinco genes das SEs puderam ser detectados no presente trabalho,
sendo 40,9% (36/88) dos ECoN positivos para um ou mais genes testados.

Devido ao fato de esse ser 0 primeiro estudo abordando a presenca de genes
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de enterotoxinas em estafilococos isolados de aguas residuais, os dados
obtidos foram comparados com trabalhos que avaliam a presenca das SEs em
alimentos.

Estudos recentes tém mostrado que ECON possuem genes de
enterotoxinas e podem produzi-las. Veras e colaboradores (2008) mostraram a
presenca de genes de enterotoxinas em estafilococos isolados de produtos
lacteos oriundos de surtos (Veras, Do Carmo et al., 2008). O mesmo genotipo
foi observado em amostras de morcilhas artesanais (De Moura, Campos et al.,
2012); produtos carneos e derivados de leite (Da Cunha, Peresi et al., 2006);
gueijo minas (Mores Rall, Sforcin et al., 2010); leite e queijo de cabra (Rozand,
Mazuy et al., 1996) e diferentes tipos de alimentos (Zell, Resch et al., 2008).

Por outro lado, alguns trabalhos reportam a auséncia de enterotoxinas
em ECON. Rosec e colaboradores (2002) analisaram 332 estafilococos
isolados de alimentos e detectaram que nenhum deles apresentava 0s genes
das enterotoxinas classicas (Rosec e Gigaud, 2002). Setenta e nove cepas de
estafilococos isolados de produtos lacteos na Franca, também nao
apresentaram genes das SEs (Ruaro, Andrighetto et al., 2013 ). O mesmo foi
observado por Blaiotta e colaboradores (2004), em um estudo que avaliou 109
isolados de 10 diferentes tipos de alimentos (Blaiotta, Ercolini et al., 2004).

Nos estafilococos provenientes de aguas do Arroio Dillvio o gene sec foi
0 mais prevalente, sendo detectado em 21,59% dos isolados. A enterotoxina
SEC esta relacionada com fontes animais (Pinchuk, Beswick et al., 2010), o
gue justifica o aparecimento do seu gene nos isolados provenientes de aguas

do Arroio Dilavio, onde vivem animais como peixes, aves, tartarugas.
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Em relacdo aos pontos de coleta, os pontos B e C apresentaram a maior
frequéncia de genes SE. O ponto B apresentou maior porcentagem de isolados
com gene da enterotoxina tipo C (65%). No ponto C todas as enterotoxinas
foram detectadas. Ambos os pontos sofrem acdo do homem, através do
descarte inadequado de lixo, alimentos contaminados, esgoto, carcaca de
animais, podendo ser essas as fontes das enterotoxinas nas amostras de
aguas. Estafilococos enterotoxigénicos presentes em alimentos podem também
transferir os seus genes através de plasmideos para 0S microrganismos
autocnos do Arroio Dilavio.

5.4 — Formacéao de biofilme em microplaca

No presente estudo uma baixa frequéncia dos isolados apresentaram
capacidade de formar biofilme (11,36%) e esta caracteristica foi observada nas
espécies Staphylococcus carnosus, S. haemolyticus, S. cohnii, S.
saprophyticus e S. sciuri/ S. vitulus. Deve-se considerar que esses isolados
foram obtidos a partir de agua coletada da superficie do Arroio Diltuvio, a qual
ndo favorece a formacao de biofilme, ao contrario do que é esperado para
microrganimos encontrado no fundo e margens do local.

A &gua proveniente do Arroio Diluvio é liberada no Lago Guaiba, onde é
captada e tratada para abastecimento da populacdo de Porto Alegre (Dmae,
2012). Essa agua, embora tratada, pode estar sujeita a condi¢cdes deteriorantes
durante armazenamento e distribuicdo (Momba, Kfir et al., 2000). Mesmo que a
maior parte das bactérias seja eliminada no tratamento, as células restantes
irdo entrar no sistema de distribuicéo e se tornar protegidas; aderir a superficie

do cano e se multiplicar a partir de substancias biodegradaveis (Flemming,
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2002). Bactérias crescendo em biofilmes, ligadas a superficie de canos e
reservatorios, podem formar a principal biomassa metabolicamente ativa
nesses locais (Vanderkooij, Veenendaal et al., 1995). Por essas razbes, €
importante detectar a presenca de bactérias com potencial de formar biofilme
na agua do Arroio Dilivio, mesmo que em numero reduzido.

Estima-se que 95% da biomassa formada em um sistema de distribuicéo
estdo localizadas nas paredes dos canos e apenas 5% estd na agua
(Wingender e Flemming, 2004). Duas caracteristicas principais dos biofilmes
sdo importantes para bioincrustacdo em tubulacdes: estabilidade mecéanica da
EPS, a qual faz necessaria um extensivo processo de limpeza dos tubos e o
aumento da resisténcia dos organismos do biofilme a biocidas, que pode ser de
duas a trés ordens de magnitude maior que células suspensas (Flemming,
2002). As bactérias inseridas nos biofilmes podem afetar a qualidade da agua
potavel nos sistemas de distribuicdo, servindo de nutrientes para
desenvolvimento de organismos maiores; alterando a turbidez, sabor, odor e
coloracdo da agua (Hallam, West et al., 2001); acelerando fenémenos de
corrosdo da tubulacdo (Momba, Kfir et al., 2000); além de liberar bactérias
patogénicas da parede dos tubos e reservatérios na agua potavel durante

distribuicdo (Vanderkooij, Veenendaal et al., 1995).
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6 — CONCLUSOES

No presente estudo, foi possivel classificar os estafilococos isolados de
agua do Arroio Dilavio como ECoP ou ECoN, sendo que a grande maioria
pertence ao ultimo grupo. Além disso, foi possivel identificar esses isolados em
nivel de espécie, sendo S. cohnii, S. haemolyticus e S. saprophyticus as
espécies mais frequentes.

A avaliacdo do perfil de resisténcia dos isolados a dez antimicrobianos
foi satisfatéria. Foi observada uma alta frequéncia de isolados resistentes a
penicilina, eritromicina e oxacilina. Todos os isolados foram susceptiveis a
vancomicina, gentamicina e ciprofloxacina.

A técnica de PCR foi uma ferramenta precisa para a avaliacdo da
prevaléncia de SEs dentre os isolados. As reacfes de PCR multiplex foram
especialmente Uteis na identificacdo rapida destes genes, pois, em uma
mesma reacao, trés genes foram avaliados. Uma alta prevaléncia de genes de
enterotoxinas classicas foi encontrada neste estudo, sendo sec o gene mais
prevalente.

A técnica utilizada para quantificacdo da formacéo de biofilme in vitro foi
acertada, pois permitiu classificar os isolados em diferentes categorias de
acordo com a capacidade de produzir biofilme. Grande parte dos isolados foi
categorizada como nao formadores e apenas dois isolados sao forte

formadores de bhiofilme.
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7 — PERSPECTIVAS

Avaliar a expressao dos genes de enterotoxinas através da técnica de
PCR quantitativo, e assim, demonstrar que isolados de estafilococos coagulase
negativa podem também ser considerados enterotoxigénicos.

Avaliar a formacao de biofilme através da deteccdo de genes envolvidos
no processo usando a técnica de PCR e, desta forma, correlacionar fenétipo e
gendtipo. Possiveis genes a serem investigados séo os constituintes do cluster
génico ica, o qual contém todos os componentes necessarios para a producao

de adesinas polissacaridicas.
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ANEXOS

ANEXO 1: Metodologias de coleta e isolamento empregadas.

Amostras de agua superficial (em torno de um metro de profundidade)
foram coletadas no periodo de janeiro a dezembro de 2009. Quatro coletas
foram realizadas, uma em cada estacdo do ano. Dois litros de agua foram
coletados em cinco diferentes pontos ao longo do Arroio Dilvio. As amostras
foram mantidas sob refrigeracdo e imediatamente encaminhadas para
processamento no Departamento de Microbiologia da UFRGS.

No laboratério, foram realizadas diluicdes seriadas (10, 10%, 103, 10,
10) das amostras e 100 pL de cada diluicdo foram semeadas em meio
seletivo para estafilococos (Agar Sal Manitol) através da técnica de
espalhamento em superficie com algca de Drigalski. As placas foram incubadas
a 35°C por 24-48 h e, apbs esse periodo, foram selecionadas aleatoriamente
vinte colonias de cada ponto de coleta (através do método dos quatro
quadrantes). As colbnias retiradas foram novamente esgotadas em Agar Sal
Manitol e incubadas por 24h a 35°C. Apés incubacdo, as colbnias foram
transferidas para Agar BHI e incubadas. Em seguida, os isolados foram
submetidos a testes para confirmacao da pureza e armazenadas em caldo BHI

com 20% de glicerol a -20°C.
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ANEXO 2: Apresentacao dos resultados obtidos nos testes para identificacédo
fonotipica.

Testes bioquimicos utilizados

° 5 2 2 2 9 g v 9 5 o s )
Isolados = L % % % ,g % = g g g s S Espécies

= S S SEfEs 8525
3SMm4.1 + Staphylococcus spp.
3SM4.2 + Staphylococcus spp.
2SM3.4 + o+ + S. aureus
2SM4.11 + - - + S. delphini
4SM5.12 + -+ S S. intermedius
3SM4.15 + Staphylococcus spp.
1SM3.7 - - - - S. muscae
3SM2.13 - - - - S. muscae
3SM4.20 - + S S. hominis
3SM5.11 - + S S. hominis
4SM5.5 - + S S. hominis
1SM2.1 + + o+ + R S. cohnii
1SM2.17 + + o+ + R S. cohnii
1SM3.1 + + o+ + R S. cohnii
1SM3.3 + + + + R S. cohnii
1SM3.5 + + o+ + R S. cohnii
1SM3.10 + + + + R S. cohnii
1SM3.12 + + o+ + R S. cohnii
1SM3.15 + + + + R S. cohnii
1SM3.20 + + o+ + R S. cohnii
1SM3.21 + + + + R S. cohnii
1SmM4.1 + + o+ + R S. cohnii
1SM4.7 + + + + R S. cohnii
1SMmM4.8 + + o+ + R S. cohnii
1SM4.11 + + + + R S. cohnii
3sM2.1 + + + + R S. cohnii
3SM2.3 + + + + R S. cohnii
25M3.20 + + + + R S. cohnii
3SM4.13 + + + + R S. cohnii
3SM5.3 + + + + R S. cohnii
3SM5.9 + + + + R S. cohnii
3SM5.12 + + + + R S. cohnii
3SM5.19 + + + + R S. cohnii
4SM2.5 + + o+ + R S. cohnii
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4SM2.14 + + + + R S. cohnii
4SM3.1 + + + + R S. cohni
1SM2.8 + + - - + S. saprophyticus
1SM5.8 + o+ - - + S. saprophyticus
4SM2.12 + + - - + S. saprophyticus
4SM4.10 + o+ - - + S. saprophyticus
4SM4.14 + + - - + S. saprophyticus
4SM5.6 + o+ - - + S. saprophyticus
4SM5.7 + + - - + S. saprophyticus
4SM5.19 + o+ - - + S. saprophyticus
1SM3.16 + - + + o+ S. gallinarium
1SmM4.4 + - + S. gallinarium
1SM5.10 + - - - + S. psifermentans/S. pasteuri
1SM5.13 + - - - + S. psifermentans/S. pasteuri
3SM4.18 + - - - + S. psifermentans/S. pasteuri
4SM3.6 + + - + S. caprae
4SM3.16 + + - + S. caprae
3SM4.7 + + o+ + S S. felis
1SM2.12 + + + - S. haemolyticus
1SM2.13 + o+ + - S. haemolyticus
1SM2.20 + + + - S. haemolyticus
1SM5.4 + o+ + - S. haemolyticus
1SM5.6 + + + - S. haemolyticus
1SM5.16 + o+ + - S. haemolyticus
3SM2.12 + + + - S. haemolyticus
3SM3.7 + o+ + - S. haemolyticus
3SM3.9 + + + - S. haemolyticus
3SM3.19 + o+ + - S. haemolyticus
35M4.3 + + + - S. haemolyticus
4SM2.4 + o+ + - S. haemolyticus
4SM2.17 + + + - S. haemolyticus
4SM3.5 + o+ + - S. haemolyticus
4SM3.15 + o+ + - S. haemolyticus
4SM3.20 + + + - S. haemolyticus
4SM4.2 + o+ + - S. haemolyticus
4SM4.11 + o+ + - S. haemolyticus
1SM2.15 + o+ - - -+ S. sciuri/S. vitulus
1SM4.18 + + - - -+ S. sciuri/S. vitulus
4SM2.11 + o+ - - + S. sciuri/S. vitulus
4SM3.14 + - - -+ o+ S. sciuri/S. vitulus
4SM4.4 + - S S. sciuri/S. vitulus
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3SM4.16
3SM5.10
3SM5.16
4SM5.9
1SM3.18
1SM5.1
1SM5.2
3SM2.2
3SM3.3
3SM4.14
3SM2.11
3SM2.19
4SM3.3

+ + + + + + + o+ + o+ o+ o+

+ + + + o+ + 4+ o+ + o+ o+ + o+
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