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RESUMO

GABRIELLE ANTUNES DOS REIS

ANALISE DA INTERAQAO ENTRE AMOSTRA:S DE Staphylococcus
lugdunensis E Propionibacterium acnes NA FORMACAO DE BIOFILME

Orientadora: Rosana Barreto Rocha Ferreira

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gées da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Staphylococcus lugdunensis e Propionibacterium acnes s&o membros da microbiota de pele
humana, normalmente considerados como microrganismos comensais. Entretanto, estudos
demonstram que ambas as espécies podem atuar como patégenos oportunistas, e serem
isolados de infeccdes humanas. Recentemente, S. lugdunensis e P. aches vém sendo co-
isolados de infecgdes relacionadas a dispositivos médicos, recebendo destaque em infeccdes
articulares periprotéticas, devido principalmente a formacao de biofilme. O biofilme é um dos
principais fatores de viruléncia relacionados a esses microrganismos, o qual permite o
estabelecimento e a persisténcia da infeccdo no hospedeiro. Dada a problematica relacionada
a formacdo de biofilme por estas espécies e a frequéncia de co-isolamento em infeccdes, este
estudo objetivou entender a interagdo entre esses dois microrganismos durante a formacéo de
biofilme. Para isso, foi avaliada a capacidade de formacdo de biofilme misto e isolado das
espécies e o impacto de moléculas presentes no sobrenadante de cada espécie sobre a
producdo de biofilme da outra. Além disso, buscou-se iniciar a caracterizacdo das moléculas
ativas presentes nestes sobrenadantes. Cepas clinicas de S. lugdunensis e P. acnes oriundas de
infeccBes foram utilizadas. Primeiramente, foi realizado o teste de formacdo de biofilme em
placa de microtitulagdo para avaliar a capacidade de formagéo de biofilme separadamente ou
em conjunto para capa espécie. Em seguida, foi obtido o sobrenadante de S. lugdunensis livre
de células em diferentes tempos de crescimento (8 h, 24 h, 48 h) e o sobrenadante de P. acnes
apos 72 h de crescimento. O extrato controle foi obtido utilizando apenas o meio de cultura.
Os sobrenadantes das duas espécies foram submetidos ao calor (50 °C) e a fervura (100 °C).
O sobrenadante de S. lugdunensis foi fracionado por peso molecular em filtros Amicon® de
10 kDa e 3 kDa. O sobrenadante de P. acnes foi submetido ao tratamento com proteinase K,
tripsina e metaperiodato de sodio. Para avaliar o efeito das moléculas ativas presentes nos
sobrenadantes de S. lugdunensise P. acnes em cada condicdo, foi realizado o teste de
formagéo de biofilme de P. acnes e S. lugdunensis, respectivamente. O sobrenadante de P.
acnes também foi testado no crescimento de S. lugdunensis. Os resultados obtidos
demonstram que quando associados, estes microrganismos aumentam a producdo de biofilme
qguando comparado ao biofilme em isolado. P. acnes apresentou maior formacdo de biofilme
na presenca do sobrenadante de S. lugdunensis obtido ap6s 48 h de crescimento. Este efeito se
manteve quando o sobrenadante foi aquecido a 50 °C e perdido apos a fervura. Além disso, as
moléculas ativas presentes no sobrenadante parecem ter entre 3 kDa e 10 kDa. Por outro lado,
S. lugdunensis apresentou reducdo na formacao de biofilme na presenca do sobrenadante de



P. acnes, sem alterar seu crescimento planctonico. Tal efeito s6 foi perdido quando o
sobrenadante foi submetido ao tratamento com metaperiodato de sdédio. Novos experimentos
sdo necessarios a fim de melhor caracterizar as moléculas bioativas. Estudos que analisem
diferentes espécies em associacdo, principalmente durante a formacdo de biofilme, sdo de
grande importancia para elucidar a dindmica das intera¢des durante infecgdes mistas.

Palavras-chaves: biofilme, Propionibacterium acnes, Staphylococcus lugdunensis,

sobrenadante, interagcdo microbiana.
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ABSTRACT

GABRIELLE ANTUNES DOS REIS

INTERACTION ANALYSIS BETWEEN STRAINS OF Staphylococcus lugdunensis
AND Propionibacterium acnes ON BIOFILM FORMATION

Advisor: Rosana Barreto Rocha Ferreira

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Gdes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Bacharel em Ciéncias Biologicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovacao no RCS Trabalho de Concluséo de Curso.

Staphylococcus lugdunensis and Propionibacterium acnes are members of the human skin
microbiota, usually considered as commensal microorganisms. However, studies show that
both species can act as opportunistic pathogens, being isolated from human infections.
Recently, P. acnes and S. lugdunensis have been co-isolated from infections associated with
medical devices, with emphasis on periprosthetic joint infections, mainly due to the biofilm
formation. Biofilm is one of the main virulence factors of these microorganisms, which
allows the establishment and persistence of infection in the host. Given the problems
associated with biofilm formation by these species and the frequency of co-isolation in
infections, this study aimed to understand the interaction between these two microorganisms
during biofilm formation. For this, we evaluated the ability of these species to form biofilm
mixed and separately and analyzed the impact of molecules present in the supernatant of each
species over the other on the biofilm production. In addition, we sought to initiate the
characterization of the active molecules present in these supernatants. Clinical strains of S.
lugdunensis and P. acnes from infections were used. First, the biofilm formation test was
performed in a microtiter plate to evaluate biofilm formation in isolated and mixed cultures
for each species. Then, cell-free S. lugdunensis supernatant was obtained at different growth
times (8 h, 24 h, 48 h) and P. acnes supernatant was obtained after 72 h of growth. The
control extract was obtained by using only the culture medium. Supernatants from both
species were submitted to heat (50 °C) and boiling (100 °C). S. lugdunensis supernatant was
fractionated by molecular weight on 10 kDa and 3 kDa Amicon® filters. The supernatant
from P. acnes was subjected to treatment with proteinase K, trypsin and sodium
metaperiodate. To evaluate the effect of the active molecules present in the supernatants of S.
lugdunensis and P. acnes in each condition, the biofilm formation assay was performed with
P. acnes and S. lugdunensis, respectively. P. acnes supernatant was also tested on S.
lugdunensis growth. The results showed that when associated, these microorganisms increase
biofilm production in comparison with biofilm of each isolate alone. P. acnes showed a
higher biofilm formation in the presence of the S. lugdunensis supernatant obtained after 48 h
of growth. This effect was maintained when the supernatant was heated to 50 °C and lost after
boiling. Also, the active molecules in the supernatant appear to be between 3 kDa and 10 kDa.
On the other hand, S. lugdunensis showed reduction in biofilm formation in the presence of P.
acnes supernatant, with no effect on its planktonic growth. This effect was lost only when the
supernatant was subjected to treatment with sodium metaperiodate. New experiments are
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needed in order to better characterize the bioactive molecules. Studies that analyze different
species in association, especially during biofilm formation, are of great importance to
elucidate the dynamics of interactions during mixed infections.

Keywords: biofilm, Propionibacterium acnes, Staphylococcus lugdunensis, supernatant,

microbial interaction.
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1. INTRODUCAO

1.1. Staphylococcus lugdunensis - caracteristicas gerais

Staphylococcus lugdunensis é uma espécie do género Staphylococcus. Bactérias deste
género sdo cocos Gram-positivos dispostos em conjuntos que se assemelham a cacho de uvas
(Madigan et al., 2016) e suas coldnias possuem coloragdo branca a creme, ligeiramente
amarelada (Becker, Heilmann & Peters, 2014), podendo ser classificadas morfologicamente
como lisas ou rugosas, dependendo da cepa em questdo (Yazgi & Uyanik, 2010). As espécies
do género Staphylococcus spp., com excecdo das espécies Staphylococcus aureus subsp.
anaerobius e Staphylococcus saccharolyticus, sdo produtoras da enzima catalase que catalisa
a reacao de conversdo de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio (Loew, 1990). Assim
como outros Staphylococcus, S. lugdunensis é anaerdbio facultativo e geralmente exibe
metabolismo respiratorio, porém também é capaz de crescer de forma fermentativa (Madigan
et al., 2016). Em meios de cultura como agar adicionado de sangue desfibrinado de carneiro,
algumas cepas de S. lugdunensis apresentam beta-hemolise (Argemi et al., 2017a).

S. lugdunensis foi descrito pela primeira vez em 1988, quando onze cepas desta
espécie foram isoladas de diferentes tipos de infeccbes, dentre estas endocardite, bacteremia,
infeccdes de pele e infeccBes relacionadas ao uso de proteses (Freney et al., 1988). Estas
cepas apresentavam sensibilidade a novobiocina, produziam um fator de ligacdo ao
fibrinogénio denominado fator clumping e eram capazes de descarboxilar a ornitina. Estas
caracteristicas tornavam estas cepas pertencentes a uma nova especie, uma vez que nao foram
observadas em conjunto para nenhuma outra espécie do género Staphylococcus.

S. lugdunensis é classificado como uma espécie do grupo de Staphylococcus
coagulase-negativa (SCN), assim chamado pela incapacidade de coagular o plasma sanguineo
(Bannerman & Peacock, 2007). A coagulase, também conhecida como coagulase livre, é uma
proteina presente na superficie celular de algumas espécies de Staphylococcus, como S.
aureus, que se liga ao fator globulina presente no plasma sanguineo, formando o complexo
estafilotrombina que promove a conversdo do fibrinogénio soltvel em fibrina insoltvel
(McCulloch & Mamizuca, 2015).

Como citado anteriormente, algumas cepas de S. lugdunensis séo capazes de produzir
uma adesina denominada fator clumping ou coagulase ligada a membrana, que também pode
ser produzida por S. aureus. Por este motivo, S. lugdunensis pode ser identificado

erroneamente como S. aureus em analises laboratoriais ao serem utilizados testes rapidos para



identificacdo da espécie, como o teste da coagulase em lamina (teste de determinacéo do fator
clumping) (Frank & Patel, 2008) ou testes de aglutinagdo em latex (Tan, Ng & He, 2008). A
visualizacdo da hemolise em agar sangue, pode também gerar erros de identificacdo de S.
lugdunensis como S. aureus. A implementacdo da técnica de Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS) em
laboratorios clinicos e de pesquisa permite a identificacdo mais precisa deste microrganismo
(Patel, 2013).

1.1.1. S. lugdunensis como membro da microbiota de pele

S. lugdunensis, assim como outros membros do grupo SCN, é encontrado colonizando
a superficie da pele e membranas mucosas humanas de forma comensal (Piette &
Verschraegen, 2009). Logo apds sua primeira descrigdo, este microrganismo foi isolado e
identificado em culturas provenientes de diferentes regides do corpo humano (Herchline &
Ayers, 1991). Recentemente, estudos descreveram que S. lugdunensis participa da microbiota
humana principalmente nas seguintes regifes: pélvica, perineal, virilha, axilas e nasal
(Marquet et al., 2003; Bieber & Kahlmeter, 2010; Ho et al., 2015). Ao analisar em conjunto
0s resultados encontrados nesses estudos, é possivel descrever que a coloniza¢do por S.
lugdunensis foi detectada em 22 a 39,3% das amostras de colonizacdo inguinal, seguido de
cerca de 20% das amostras de colonizacdo axilar e em 9,3 a 17,9% das amostras de
colonizagdo nasal (Marquet et al., 2003; Bieber & Kahlmeter, 2010; Ho et al., 2015). Estudos
que visem o entendimento da relagdo deste microrganismo com hospedeiros humanos ainda
sd0 escassos e ainda ndo esta bem elucidado na literatura se S. lugdunensis possui um local
preferido para colonizacdo e se este local é diferente em individuos da comunidade e
pacientes hospitalizados (Babu & Oropello, 2011). Além disso, ainda ndo esta claro se S.
lugdunensis é capaz de colonizar estas areas de forma permanente ou somente de forma
intermitente (Becker, Heilmann & Peters, 2014).

Bieber & Kahlmeter (2010) analisaram 7 regides distintas da pele e relataram que
individuos colonizados por S. lugdunensis apresentaram colonizacéo por esta espécie em mais
de uma regido analisada, enquanto que individuos colonizados por S. aureus apresentaram
colonizagdo de apenas um local, predominantemente as narinas. Mais recentemente,
pesquisadores descreveram a produgdo de um composto bioativo, denominado lugdunina, por
cepas de S. lugdunensis isoladas da microbiota nasal. Este composto apresenta agdo

antimicrobiana frente a diferentes bacterias patogénicas, principalmente S. aureus, inibindo



seu crescimento. Além disso, lugdunina apresenta grande potencial para prevenir tanto a
colonizagdo nasal como infecgbes invasivas por S. aureus (Zipperer et al., 2016). Esta
descoberta ressalta a importancia de S. lugdunensis como membro da microbiota humana e o
entendimento de que 0s microrganismos podem interagir competitivamente ou

cooperativamente.

1.1.2. O papel de S. lugdunensis em infec¢cdes

Apesar do seu papel como membro da microbiota humana, S. lugdunensis é associado
a uma ampla variedade de infecgdes, dentre estas estdo infecgcdes de pele e de tecidos moles,
infeccbes cardiovasculares (endocardite infecciosa), infeccdes relacionadas ao uso de
dispositivos médicos, infeccbes da corrente sanguinea, entre outras, principalmente em
individuos hospitalizados (Babu & Oropello, 2011). Embora de acordo com a literatura a
maior parte dos SCN possua um menor potencial de patogenicidade comparado a S. aureus, S.
lugdunensis é considerado uma excecdo por expressar fatores de viruléncia semelhantes
aqueles encontrados em S. aureus (von Eiff, Peters & Heilmann, 2002; Piette &
Verschraegen, 2009). A infecgdo por S. lugdunensis geralmente requer tratamento imediato e
muitas vezes invasivo, incluindo intervengdo cirurgica, principalmente em casos de
endocardite (Kyaw et al., 2018) e de infec¢des relacionadas ao uso de dispositivos médicos
(Sampathkumar, Osmon & Cockerill, 2000). A endocardite infecciosa decorrente de infeccéo
por S. lugdunensis pode ser associada a dano tecidual significativo e consequentemente ao
maior risco de mortalidade, elevando o significado clinico dessa bactéria. (Anguera et al.,
2005; Sabe et al., 2014).

S. lugdunensis tem sido cada vez mais reconhecido como um dos principais agentes
etiologicos de infeccbes relacionadas ao uso de dispositivos médicos. Dentre estas, as
infeccbes articulares periprotéticas (IAPs) sdo as principais complicacfes relatadas apos a
artroplastia de prétese de joelho e de quadril, e pode ter inicio entre 6 semanas a 4 anos apos 0
implante cirurgico (Babu & Oropello, 2011). Estima-se que entre 1 e 3% dos pacientes
submetidos a implante de prétese sdo afetados por IAPs (Zimmerli, Trampuz & Ochsner,
2004; Kurtz et al., 2008). Um estudo realizado durante 9 anos (1998 a 2007) na Mayo Clinic
em Rochester, relatou 28 casos de infecgdes relacionadas ao uso de dispositivos medicos por
S. lugdunensis em 22 pacientes atendidos (6 pacientes apresentaram mais de um episodio de
infeccdo). Do total, vinte e cinco casos (89%) estavam relacionados com a protese de joelho,

enquanto 3 casos (11%) estavam relacionados ao quadril (Shah et al., 2010). Outro estudo



mais recente de Hascoét et al. (2016) comparou as caracteristicas de IAPs por S. lugdunensis,
S. aureus e Staphylococcus epidermidis. No total, foram analisados 88 casos de IAPs
monomicrobianas, sendo 32% por S. lugdunensis, 34% por S. aureus e 34% por S.
epidermidis. Os resultados demonstraram que a média de tempo entre a cirurgia e o inicio da
IAP foi significativamente menor em S. lugdunensis (12 semanas) e S. aureus (44 semanas)
do que em comparagdo com S. epidermidis (84 semanas). Além disso, S. lugdunensis esteve
mais associado a IAP de joelho (57%) quando comparado a IAP de quadril (36%) e de outros
locais (7%), assim como S. aureus. Em contrapartida, S. epidermidis esteve mais envolvido
em IAP de quadril. Esses dados sugerem ainda mais a similaridade do curso clinico das
infeccOes por S. lugdunensis e S. aureus e corroboram os resultados encontrados por Shah et
al. (2010), de que em casos de IAPs, S. lugdunensis parece disseminar a infeccdo
preferencialmente nos joelhos. Ainda que parte das IAPs causadas por S. lugdunensis sejam
erradicadas com sucesso apds 0 uso de antibioticos, se faz necesséaria uma atencdo especial a
este microrganismo. De fato, Argemi et al. (2017b) relataram um caso de infeccdo de protese
de joelho por S. lugdunensis que reincidiu apds um ano da primeira infeccdo com a mesma
cepa que tornou-se resistente a antibidticos, resultando em falha terapéutica. Esta cepa alterou
seu estado metabdlico normal para uma forma chamada de small colony variant. Essas
colbnias tornam as infecgdes persistentes e recidivas e sdo relatadas para outras infeccdes,
inclusive infec¢des articulares protéticas causadas por S. aureus e S. epidermidis, apos a

exposicao a antibidticos (Tande et al., 2014).

1.1.3. Fatores de viruléncia relacionados a formacdo de biofilme expressos por S.

lugdunensis

Os fatores de viruléncias expressos por S. lugdunensis podem explicar seu elevado
potencial de agressdo, levando a uma infeccdo grave. Dentre estes, estd o sistema agr (gene
acessorio regulador) (Frank, del Pozo & Patel, 2008) que possui regides homologas com o
sistema agr de S. aureus (Donvito et al., 1997a). O sistema agr é um locus que atua na
regulacdo do sistema de quorum sensing, no qual o microrganismo € capaz de adaptar sua
maquinaria de regulacdo génica de acordo com concentracdes de moléculas que estdo sendo
secretadas no meio, que refletem a densidade populacional do ambiente em que se encontra
(Reuter, Steinbach & Helms 2016). Dessa forma, 0 sistema quorum sensing atua como um

regulador global de diversos fatores de viruléncia, particularmente sobre as exoproteinas



secretadas, incluindo enterotoxinas, hemolisinas e numerosas enzimas capazes de modificar
as proteinas do hospedeiro (Novick, 2003).

O locus slush, também importante na viruléncia de S. lugdunensis, codifica trés
peptideos hemoliticos fenotipicamente semelhantes a &-toxina secretada por S. aureus, que
conferem ao microrganismo capacidade de lisar células hospedeiras (Donvito et al., 1997b).
Outros fatores que medeiam a patogénese por S. lugdunensis sdo a presenca de genes que
codificam fatores de viruléncia como: ligantes de diferentes proteinas sollveis — colageno,
imunoglobulina G, fibronectina, plasminogénio e; coagulase ligada via fator clumping, uma
proteina de ligacdo ao fibrinogénio (codificada pelo gene Fbl) (Mitchel, 2004; Nilsson et al.,
2004; Pereira et al., 2010). Assim como S. aureus, uma porcentagem variavel de cepas de S.
lugdunensis produzem diferentes enzimas, como esterases, proteases, lipases e também slime
extracelular, que é uma camada espessa composta de polissacarideos extracelulares (Piette &
Verschraegen, 2009). A expressao do slime polissacaridico auxilia na aderéncia e colonizago
de S. lugdunensis em superficies abidticas e bidticas, sendo associado aos processos de
infeccdes relacionadas ao uso de dispositivos médicos, onde o microrganismo é capaz de
formar biofilme (Rozalska & Ljungh, 1995; Bernardi, Pizzolitto & Pizzolitto, 2007).

1.1.4. Formagcé&o de biofilme por S. lugdunensis

Bactérias podem ser encontradas de forma livre como células planctbnicas ou
agregadas/agrupadas durante a formacao de biofilme (Donlan, 2002). O biofilme €é definido
como uma comunidade microbiana séssil, no qual as células estdo conectadas a outras células
ou a uma superficie, incorporadas a uma matriz polimérica extracelular que lhes confere
protecdo (Costerton, Stewart & Greenberg, 1999). Assim, como para outros membros do
género Staphylococcus a formacgdo de biofilme € um importante fator de viruléncia de S.
lugdunensis.

A formacgédo do biofilme consiste em quatro etapas principais: adesdo, maturacéo,
acumulacdo e dispersdo a partir do biofilme maduro (Fey & Olson, 2010). A composi¢éo da
matriz polimérica varia entre cepas, podendo ser composta por polissacarideos, proteinas e
DNA extracelular (eDNA) (Montanaro et al., 2011; Cue et al., 2012; Foster et al., 2014). As
comunidades sesseis podem originar células planctonicas que rapidamente se multiplicam e
dispersam para outros locais. As células sésseis liberam antigenos e estimulam a producdo de
anticorpos, porém geralmente os anticorpos ndo sao eficazes em combater 0s microrganismos

presentes nos biofilmes. Este fator parecer ter relagdo com o carater antigénico heterogéneo



do biofilme, onde um antigeno pode ser produzido em alguns locais do biofilme, mas pode
estar ausente em outros. Além disso, a matriz polimérica extracelular onde o biofilme est4
envolto, confere protecdo contra o sistema imune hospedeiro (Costerton, Stewart &
Greenberg, 1999; Archer et al., 2011). Portanto, ainda que o hospedeiro apresente excelentes
respostas imunolégicas celulares e humorais, as infec¢des por biofilme raramente sdo
resolvidas por seus proprios mecanismos de defesa (Khoury et al., 1992; Bryers, 2008). Logo,
tanto a protecdo oferecida pelas substancias poliméricas extracelulares produzidas pelas
préprias bactérias quanto as alteracdes fisioldgicas destas células, elevam a dificuldade para o
sistema imunoldgico e para a antibioticoterapia em erradicar o biofilme microbiano. Por essa
razdo, as infeccBes em que ha o estabelecimento de biofilme podem se tornar crénicas ou
recorrentes, muitas vezes sendo solucionadas apenas com intervencdo cirlrgica e vem
recebendo cada vez mais destaque na literatura (Veerachamy et al., 2014).

Diferente do que é observado para outros SCN, a matriz polimérica extracelular
formada durante o biofilme de S. lugdunensis ndo é composta de Poli-N-acetilglucosamina,
sendo majoritariamente proteica. Os biofilmes produzidos pelas cepas analisadas foram
resistentes ao tratamento com dispersina B e metaperiodato de sddio, porém suscetiveis a
proteases (Frank & Patel, 2007). Outro estudo destes mesmos autores mostrou que assim
como em S. aureus e outros SNC, a capacidade de ades@o e formacgédo de biofilme por S.
lugdunensis contribui para a patogénese e os diferentes tipos de infec¢bes causadas por este
microrganismo, principalmente 1APs e endocardites. Além disso, infec¢des por S. lugdunensis
associadas a formacdo de biofilme em superficies hospedeiras sdo frequentemente mediadas

por proteinas de ligacdo expressas pelo microrganismo (Frank & Patel, 2008).

1.2. Propionibacterium acnes — historico e caracteristicas do microrganismo

Esta bactéria foi descrita pela primeira vez na literatura médica em 1896 como “bacilo
da acne” (Unna, 1896). Porém, somente um ano apds, o microrganismo foi isolado em cultura
pura através de secrecOes de pustulas da acne (Sabouraud, 1897). Estudos posteriores
indicaram a semelhanca morfolégica entre o “bacilo da acne” e membros do género
Corynebacterium spp. (Gilchrist, 1903; Stidmerson & Thompson, 1909). Enquanto Gilchrist
(1900) nomeou o microrganismo em questdo como Bacillus acnes, Bergey et al. (1923) o
adicionaram ao género Corynebacterium spp. Entretanto, os pesquisadores Douglas & Gunter
(1946) sugeriram uma nova mudanca para 0 género Propionibacterium spp. devido a

comparacdo com cepas de Corynebacterium spp. e observacdo de que o microrganismo em



questdo assemelhava-se as bactérias produtoras de acido propidnico (van Niel, 1928 apud
Douglas & Gunter, 1946), principalmente devido a sua relagdo com o oxigénio e a natureza de
seu processo catabodlico. Atualmente, pesquisadores propuseram uma realocacdo de P. acnes
para 0 género Cutibacterium baseada em evidéncias gendmicas encontradas, dando origem a
espécie Cutibacterium acnes (Scholz & Kilian, 2016). Porém, o microrganismo ainda é
frequentemente encontrado como P. acnes na literatura e serd abordado nesta denominagao no
presente estudo.

P. acnes possui alta heterogeneidade e € dividido em quatro grupos filogenéticos: 1A,
IB, 1l e 11l com base na filotipagem e sequenciamento completo do genoma (McDowell et al.,
2010). Classicamente, € relatado como bacilo Gram-positivo ndo formador de esporos e
anaerdbio (Levy et al., 2013), contendo células que medem entre 0,3 e 1,3 um em didmetro e
entre 1 e 10 ym em comprimento. Porém, estas células sdo pleomorficas, encontradas em
tamanhos e formatos variados, alterando-se entre cocos e bacilos bem definidos. Suas
coldnias em &gar adicionado de sangue desfibrinado de carneiro tém entre 1 e 2 mm de
diametro, sendo geralmente vistas como circulares, lisas, convexas, brilhantes ou opacas e
algumas cepas sdo capazes de produzir uma zona de hemdlise estreita neste meio. E apesar de
tipicamente crescer em anaerobiose, P. acnes parece ndo ser um microrganismo anaerobio
estrito, pois algumas cepas ja foram descritas como aerotolerantes ou microaerdfilas,
refletindo sua capacidade de viver em diferentes ambientes (Winn et al., 2005; Delgado,
Suarez & Mayo, 2011). A capacidade de cepas deste microrganismo em tolerar, por horas, a
presenca de oxigénio, foi demonstrada in vitro em tecido humano com alto potencial de
oxidacdo (Csukas, Banizs & Rozgonyi, 2004) e o isolamento em aerobiose também ja havia
sido demonstrado por Evans & Matter (1979). Entretanto, apesar das caracteristicas de
tolerancia ao oxigénio, P. acnes ndo é detectado de forma confidvel pela cultura aerébia
devido ao seu crescimento extremamente lento. Para aumentar a deteccdo deste
microrganismo na clinica, tanto culturas aer6bicas e anaerébicas devem ser prolongadas por
até 14 dias (Wu et al., 2011). O estudo de Csukas, Banizs & Rozgonyi (2004) sugeriu que P.
acnes pode persistir em tecidos humanos e danifica-los através da producdo de metabolitos
como acetato, propionato, indol, porforina, H2S e diferentes enzimas. Em adicéo, o estudo de
Winn et al. (2005) que analisou subprodutos metabolicos acidos através de cromatografia
gasosa, revelou a producdo de grandes quantidades de acido propidnico, pequenas
guantidades de acido acético e quantidades ainda menores de &cido isovalérico por este

microrganismo.



1.2.1. P. acnes como participante da microbiota humana

P. acnes é normalmente encontrado colonizando a pele humana de forma comensal,
principalmente associado as glandulas sebéceas ricas em lipideos e a foliculos pilosos,
estruturas relativamente andxicas que permitem o estabelecimento de microrganismos
anaerdbios facultativos (Chiller, Selkin & Murakawa, 2001). Sua capacidade de colonizar
superficies cutdneas estd relacionada a producdo de lipases que degradam os lipideos
presentes neste local, principalmente o sebo (Miskin et al, 1997). Esta espécie foi relatada
como a mais abundante (87%) em uma andlise da composicdo microbiana de unidades
polissebaceas da pele (Gibbon et al., 2013). O mesmo foi descrito por pesquisadores que
analisaram amostras provenientes de unidades polissebaceas, através da técnica de PCR
quantitativo em tempo real (qQPCR) e observaram alta frequéncia de P. acnes (Miura et al.,
2010). Nesses locais, P. acnes e outros microrganismos comensais como espécies do género
Staphylococcus e do género Malassezia, sdo capazes de formar comunidades microbianas.
(Grice & Segre, 2011).

Um estudo avaliou a presenca de P. acnes em diferentes areas da pele, classificadas
como oleosas, secas e Umidas e concluiu que este microrganismo € mais comumente
encontrado em 4areas oleosas como o couro cabeludo e a testa. Também foi frequente em
algumas areas onde as glandulas sudoriparas estdo presentes, como virilha e axilas, bem como
em areas de mucosas, como narina e reto. Entretanto, a densidade microbiana nessas duas
areas foi menor do que a encontrada nas regifes das glandulas sebaceas, sugerindo que o sebo
secretado por estas glandulas pode ser um substrato para obtencdo de energia por P. acnes
(McGinley, Webster & Leyden, 1977). Além de participar da microbiota cutanea, P. acnes
pode ser encontrado, de forma menos frequente, colonizando a cavidade oral, o trato
respiratdrio, o intestino, a conjuntiva e o canal auditivo externo (Funke et al., 1997; Grice et
al., 2009).

1.2.2. P. acnes e sua importancia em infec¢des

Embora normalmente P. acnes seja encontrado colonizando de forma comensal a pele
e outros locais do corpo humano, é também capaz de se comportar como patdégeno oportunista
(Achermann et al., 2014). A associacdo de P. acnes como agente de diferentes infeccbes da
pele e de tecidos moles é descrita na literatura, como em casos de acne, em que O

microrganismo parece ter um papel importante (Dessinioti & Katsambas, 2010) e da sindrome



SAPHO caracterizada pelo aparecimento de sinovite, acne, pustulose, hiperostose e osteite
inflamatoria (Colina et al., 2007). Mais recentemente, este microrganismo tem sido
reconhecido como causa de diferentes tipos de infeccBes relacionadas a utilizacdo de
implantes, principalmente oculares, cardiovasculares e de articulacbes protéticas (Deramo &
Ting, 2001; Delahaye et al., 2005; Piper et al., 2009). Nesse ultimo caso, P. acnes € capaz de
interagir com o sistema imunoldgico e pode gerar uma inflamacdo que consequentemente
desencadeia uma osteite cronica, que persiste mesmo apos a remocao do implante ortopédico
(Colina et al., 2007). Embora cepas desta espécie sejam geralmente suscetiveis a maioria dos
antibidticos, incluindo a penicilina, a dificuldade em erradicar a infeccdo sem a remocgéo do
dispositivo e/ou tratamento prolongado € relatada com frequéncia (Bayston et al., 2007).

Para o diagnostico clinico, € preconizado que uma cultura positiva com P. acnes seja
interpretada com cautela devido ao risco de contaminacgédo da cultura com P. acnes comensal
da pele. No caso de isolamento do microrganismo apenas em caldos ou apenas em uma dentre
outras amostras de tecido, sdo necessarios critérios adicionais de analise, tais como sintomas
clinicos, histopatologia positiva ou testes moleculares (Corvec et al., 2012). A implementacéo
de estudos genémicos, transcriptdmicos, filogenéticos e da técnica de MALDI-TOF MS para
a correta identificacdo desse microrganismo tém permitido um melhor entendimento da
importancia clinica de P. acnes, que segue sendo um microrganismo negligenciado, apesar de
causar infeccOes cronicas e recorrentes, principalmente relacionadas as proteses ortopédicas e
cardiacas (Nagy et al., 2013; Aubin et al., 2014).

1.2.3. Formacédo de biofilme por P. acnes e outros fatores de viruléncia

Devido a associacdo de P. acnes aos dispositivos médicos implantados e as
caracteristicas clinicas das infeccfes, Ramage et al. (2003), sugeriram a formacao de biofilme
por este microrganismo em biomateriais. Posteriormente, diferentes estudos analisaram a
formagéo de biofilme in vitro por este microrganismo em diferentes biomateriais, como placas
de microtitulacdo, esferas de vidro, titanio, aco e silicone e comprovaram a eficiéncia desse
microrganismo em formar biofilme nessas superficies (Bayston et al., 2007; Coenye, Peeters
& Nelis, 2007; Tafin et al., 2012). Desde sua descoberta, o biofilme passou a ser considerado
um importante fator de viruléncia envolvido na patogénese de P. acnes e parece ser
independente do tipo filogenético da cepa (Achermann et al., 2014). Analises do biofilme
produzido por P. acnes revelaram que a matriz polimeérica extracelular ¢ composta de

proteinas, residuos glicosilados e DNA extracelular (Jahns, Eilers & Alexeyev, 2016).
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Embora a maioria dos mecanismos e etapas envolvidos na formacgdo de biofilme por esse
microrganismo ainda néo sejam completamente elucidados, Holmberg et al. (2009) sabendo
que o plasma humano é um agente facilitador para a maioria das espéecies bacterianas
produtoras de biofilme, determinaram o efeito desse componente na formacéo de biofilme por
P. acnes e concluiram que ao contrério do que € visto para outras espécies, o plasma foi capaz
de inibir a formacdo de biofilme pelas dez cepas de P. acnes testadas.

Outros fatores de viruléncia expressos por P. acnes sdo 0s genes que codificam
proteinas capazes de se ligar tanto a matriz extracelular como as proteinas plasmaticas do
hospedeiro, como fibronectina, laminina e fibrinogénio (Achermann et al., 2014). Estas
parecem conferir um papel importante no inicio da formag&o de biofilme e infec¢do associada
aos dispositivos médicos, assim como relatado para biofilmes formados por Staphylococcus
spp. (Herrmann et al, 1988). Recebem destaque a proteina de ligacdo a fibronectina, que é
uma importante adesina de superficie produzida por P. acnes; e o envelope celular a base de
lipopolissacarideos presentes na célula bacteriana. Ambos possuem papel importante na
formacéo e fixacdo do biofilme (Yu et al., 1997; Achermann et al., 2014).

P. acnes € capaz de produzir hemolise, que confere a este capacidade de invadir,
disseminar e de se evadir do sistema imune do hospedeiro. No caso de P. acnes, algumas
cepas foram observadas apresentando atividade PB-hemolitica, causando intensa lise de
eritrécitos, que parece estar relacionada ao gene tly (McDowell et al., 2010). Uma analise de
genoma de P. acnes revelou a presenca de 5 genes que apresentaram homologia ao fator
CAMP produzido por Streptococcus agalactiae. Esse fator é capaz de se ligar as
imunoglobulinas G e M, atuando como uma toxina formadora de poros. O CAMP também
possui atividade co-hemolitica com a enzima esfingomielinase, que pode conferir
citotoxicidade a queratindcitos e macrofagos, o que justifica a viruléncia atraveés da
degradacdo e invasdo de células hospedeiras, que é encontrada em cepas consideradas mais
virulentas (Valanne et al., 2005; Nakatsuji et al., 2011).

Rotineiramente, a presenca de P. acnes em culturas provenientes de implantes
removidos é associada a contaminacdo, ainda que este microrganismo esteja envolvido na
infeccdo, provavelmente porque as celulas bacterianas ndo se desagregam do biofilme
formado nos implantes (Zappe et al., 2007). Este fato associado ao crescimento lento do
microrganismo pode explicar a alta variabilidade referente a taxa de prevaléncia de P. acnes
no hospedeiro, podendo variar de baixa ou nula a alta (0 a 40 %) (Galim et al., 2006; Capoor

et al., 2016). Entretanto, a implementagéo da técnica de sonicagdo de proteses que libera um
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fluido sonicado para que posteriormente seja cultivado, demonstra resultados de melhora na
recuperacdo de microrganismos e consequentemente no diagnéstico da infeccdo (Trampuz et
al, 2006).

Outra questdo importante na clinica e que tem sido relatada ha muitos anos é a
tolerancia de células microbianas presentes no biofilme frente aos agentes antimicrobianos.
Isso se deve a diversos fatores como a restrigdo na difuséo das drogas no interior da matriz
polimérica extracelular (Costerton, Stewart & Greenberg, 1999) e a complexidade estrutural e
metabolica do biofilme que diminui a disposicdo de nutrientes para as celulas presentes em
camadas mais profundas, que entram em estado de dorméncia semelhante & fase estacionéria,
limitando a acéo de antimicrobianos que atuam sobre células metabolicamente ativas (Jahns,
Eilers & Alexeyev, 2016).

1.3. Biofilmes polimicrobianos

Biofilmes polimicrobianos, também denominados biofilmes mistos ou multiespécies,
sd0 compostos por mais de uma espécie microbiana que atuam sinergicamente e a formacao
desse complexo pode estar associada ao processo de co-agregacdo bacteriana (Varposhti,
Entezari & Feizabadi, 2014). A descricdo da natureza e desenvolvimento de biofilmes
microbianos cresceu significativamente desde o primeiro relato de formacdo dessas
comunidades (Leeuwenhoek, 1684 apud Slavkin, 1997). No entanto, apesar deste avanco,
geralmente os estudos in vitro analisam a formacédo de biofilmes monomicrobianos, que sdo
relativamente raros in vivo, pois a maior parte dos biofilmes é composta por uma mistura
entre diferentes cepas e espécies, aumentando as interacfes intraespécies e interespécies e a
complexidade de macromoléculas presentes nesse ambiente (Sutherland, 2001; Elias & Banin,
2012). Quando as bactérias estdo presentes em biofilmes mistos, a presenca de uma espécie
produzindo grandes quantidades de matriz polimérica extracelular pode aumentar a
estabilidade de outras espécies, ainda que estas ndo sejam capazes de sintetizar esta matriz
(James, Beaudette & Costerton, 1995).

O co-isolamento de P. acnes e SCN ¢é descrito na literatura associado a biofilmes
polimicrobianos em infeccbes mistas. Um estudo avaliando 38 casos de IAPs de joelho e
quadril demonstrou que 63% estavam relacionadas a infeccdo monomicrobiana por P. acnes e
37% estavam relacionadas a infeccdes mistas. Dessas, 71,4% correspondiam a infecgdes por

P. acnes e SCN (Figa et al., 2017). Outro estudo avaliou infecc¢des de disco intervertebral em
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pacientes submetidos a microdiscectomia e revelou que entre 119 cepas isoladas de P. acnes,
18% correspondiam ao co-isolamento com diferentes espécies de SCN. A formacdo de
biofilme nos discos foi avaliada através da técnica de microscopia confocal que relevou a
presenca de cepas de P. acnes em biofilme (Capoor et al., 2017). Além disso, ja foi observado
que sobrenadante da cultura de P. acnes é capaz de induzir a formagdo de biofilme por S.
aureus em superficies abidticas, através da coproporfirina 111, uma porfirina extracelular
produzida por P. acnes, 0 que sugere ainda mais a capacidade desse microrganismo de se
associar com outros durante a formacéo de biofilme em infec¢Ges mistas (Wollenberg et al.,
2014).

Gahukamble et al. (2014), baseando-se em um estudo ja feito com S. aureus,
estabeleceram um modelo experimental in vivo de osteomielite relacionada a implantes para
avaliar o comportamente de P. acnes e S. lugdunensis nesta infec¢do. Os resultados obtidos
indicaram que P. acnes foi capaz de formar biofilme isolado em todos os animais examinados
e que ndo foi capaz de aderir da mesma forma na superficie de diferentes materiais de
implante in vitro. Enquanto S. lugdunensis reduziu a capacidade de formar biofilme isolado in
vivo quando comparado ao biofilme formado na superficie de diferentes materiais de
implantes in vitro. Além disso, a forma mais grave da doenca foi observada em animais
infectados com P. acnes quando comparado aos infectados somente com S. lugdunensis
ambos isoladamente. Tais avaliagfes in vitro e in vivo indicam que P. acnes e S. lugdunensis

diferem nos aspectos de formacéo de biofilme.
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2. JUSTIFICATIVA

S. lugdunensis e P. acnes sdo membros da microbiota de pele humana, normalmente
considerados como microrganismos comensais. Entretanto, diferentes estudos demonstram
que ambas as espécies podem atuar como patdgenos oportunistas, sendo frequentemente
isoladas de infeccBes humanas.

Tais infeccbes estdo sendo cada vez mais relacionadas a formacdo de biofilme,
principalmente polimicrobiano, e ao uso de dispositivos médicos, como por exemplo, 0
implante de proteses. Ambos os fatores possuem grande impacto na sadude publica, uma vez
que biofilmes conferem aos microrganismos maior capacidade de tolerar tanto a acdo do
sistema imunolégico como a de antimicrobianos. Muitas vezes, as proteses dos pacientes
precisam ser removidas atraves de novas cirurgias e/ou se faz necessario uso prolongado de
antimicrobianos para eliminar a infeccéo.

De acordo com o descrito na literatura, P. acnes e S. lugdunensis estdo associados
durante a formacdo de biofilme polimicrobiano. Entretanto, estudos buscando entender a
relacdo entre estas espécies e seus fatores de viruléncia sdo limitados. Por estas razdes, avaliar
diferentes condicbes in vitro para estas espécies, principalmente durante a formacdo de
biofilme, sdo de grande importancia para auxiliar na elucidacdo da dindmica destas interacdes
durante infec¢bes mistas in vivo. O melhor entendimento de tais interacdes podem auxiliar na
escolha do tratamento adequado e na descoberta de moléculas com impacto para a terapia
destas infecgdes.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo investigar a interacdo de Staphylococcus
lugdunensis e Propionibacterium (Cutibacterium) acnes em biofilme através da analise do co-
cultivo destas espécies e do efeito do sobrenadante obtido a partir da cultura de S. lugdunensis
sobre a producéo de biofilme por P. acnes e vice-versa.

Para isso, as seguintes etapas foram realizadas:

1. Avaliar a capacidade de formacdo de biofilme monomicrobiano e misto por cepas de S.
lugdunensis e P. acnes;

2. Avaliar o efeito de moléculas presentes no sobrenadante de S. lugdunensis na producéao de
biofilme por P. acnes;

3. Iniciar a caracterizacdo das moléculas bioativas presentes no sobrenadante de S.
lugdunensis;

4. Avaliar o efeito de moléculas presentes no sobrenadante de P. acnes sobre a producédo de
biofilme e sobre o crescimento de S. lugdunensis;

5. Iniciar a caracterizacdo das moléculas bioativas presentes no sobrenadante de P. acnes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cepas bacterianas utilizadas no presente estudo

As cepas clinicas das espécies Staphylococcus lugdunensis (546 e LCPb) e
Propionibacterium (Cutibacterium) acnes (LCP e ISR) oriundas de infecgdes nosocomiais
sdo da colecdo dos laboratdrios de Infeccdo Hospitalar e de Biologia de Anaerobios e foram

utilizadas na realizacdo dos experimentos propostos (Tabela 1).

Tabela 1: Caracteristicas das cepas bacterianas utilizadas durante a realizacdo deste estudo

o Sitio de Data de o
Amostra Especie ] ) Referéncia
isolamento  isolamento

546 Staphylococcus lugdunensis Sangue 06/2007 Pereira, 2010
LCPb* Staphylococcus lugdunensis Protese 06/2016 Lima, 2018
LCP* Propionibacterium acnes Protese 06/2016 Lima, 2018

ISR Propionibacterium acnes Protese 08/2016 Lima, 2018

*Amostras isoladas do mesmo paciente.

Um fluxograma dos experimentos realizados com as cepas bacterianas neste estudo esta

descrito na Figura 1.
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Confirmacao da identificacdo ¢ Cepas clinicas de
por MALDI-TOF MS S. lugdunensis e P. acnes

Analise da capacidade de formacao
de biofilme monomicrobiano e misto
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v ¥

Andlise da sensibilidade das
moléculas ao aquecimento e a fervura
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Andlise da natureza quimica das

moléculas utilizando proteinase K,
tripsina e metaperiodato de sodio

Analise da atividade das moléculas
fracionadas por peso molecular

Figura 1: Fluxograma da metodologia utilizada no estudo.

4.1.1. Confirmacdo da identificacdo prévia das cepas provenientes de amostras clinicas

Primeiramente, a confirmacdo da identificacdo das cepas clinicas de S. lugdunensis (546
e LCPb) e de P. acnes (LCP e ISR), foi realizada através da técnica de Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS).

As cepas previamente identificadas como S. lugdunensis (546 e LCPb) foram semeadas
em base de agar suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro e incubadas em
aerobiose a 37 °C por 24 h. As cepas previamente identificadas como P. acnes (LCP e ISR)
foram também semeadas em base de agar suplementado com 5% de sangue desfibrinado de
carneiro e incubadas em atmosfera anaerdbica (80% de N2; 10% de Hy; 10% de CO) a 37 °C
por 72 h. Apos incubacdo, uma col6nia de cada cepa foi tocada e depositada na placa metalica
e foi aplicado sobre as colénias 1 puL de acido formico 70% para lisar as células bacterianas.
Apdbs secagem a temperatura ambiente, foi aplicado 1 pL da matriz composta de acido
organico a-ciano-4-hidroxicindmico (HCCA, Sigma; Saint Louis, MO, EUA) e ap0s secagem
a temperatura ambiente, a placa metalica contendo as cepas foi submetida a anélise de
proteinas totais no MALDI-TOF Microflex LT (Bruker Daltonics, Leipzig, Alemanha). Cada
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colénia foi analisada em duplicata. O equipamento foi calibrado de acordo com as
recomendacdes do fabricante.

O resultado da identificacdo foi considerado segundo o score obtido da amostra através
do software do aparelho. Portanto, scores obtidos entre 2,3 e 3,0 foram considerados como
uma identificacdo altamente provavel da espécie. Ja scores obtidos entre 2,0 e 2,29
representaram uma identificacdo segura do género e uma identificacdo provavel da espécie.
Enquanto scores obtidos entre 1,7 e 1,9 representaram uma identificacdo provavel do género.
Scores com valores abaixo de 1,7 ndo foram considerados confiaveis para identificacdo, de
acordo com o banco de dados disponivel (Bruker Daltonik MALDI Biotyper; Bruker

Daltonics, Leipzig, Alemanha).

4.2. Anédlise da capacidade de formacdo de biofilme monomicrobiano e misto por

cepas de S. lugdunensis e P. acnes

Com a finalidade de analisar a capacidade de formacao de biofilme em isolado e misto
por estas cepas, foi utilizado o teste de formacdo de biofilme em placa de microtitulacéo de
poliestireno, 96 pocos com fundo chato, marca TPP 92096 (Techno Plastic Products,
Trasadingen, Suica). As cepas de P. acnes (LCP e ISR) foram semeadas em base de agar
suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro a 37° C por 72 h em anaerobiose e
as cepas de S. lugdunensis (546 e LCPb) semeadas em TSA (Tryptic Soy Agar; Difco™, BD
Diagnostics, Oxford, Inglaterra) a 37 °C por 24 h em aerobiose. Ap6s 0 crescimento de cada
cepa, os indculos foram preparados em 3 mL de meio TSB (Tryptic Soy Broth; Becton,
Dickinson & Co., Sparks, MD, EUA) acrescido de 1% de glicose (Inlab, SP, Brasil) para
obtencgéo de suspensdes bacterianas correspondentes ao tubo 1,0 da escala de McFarland (3 x
108 UFC/mL). Em seguida, na placa de microtitulagdo, foram adicionados aos pogos controle
20 pL da suspensao bacteriana de cada cepa em 180 pL de meio TSB acrescido de 1% de
glicose para avaliacdo da formac&o de biofilme por cada espécie em isolado. Nos pogos em
que foi avaliada a capacidade de formacdo de biofilme misto por estas cepas, foram
adicionados 10 pL da suspensdo bacteriana de S. lugdunensis e 10 pL de P. acnes em 180 pL
de meio TSB acrescido de 1% de glicose. Nos po¢os brancos foram adicionados somente 200
pL de meio TSB acrescido de 1% de glicose. Posteriormente, a placa de microtitulagéo foi
incubada estaticamente em atmosfera anaerobica (80% de N2; 10% de Ho; 10% de CO3) a 37
°C por 72 h. Néo houve troca do meio de cultura. Todos os testes foram realizados em

triplicata experimental e duplicata bioldgica.
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Ap0s incubagdo, todos os pocos foram submetidos a coloracdo de acordo com 0s
padrdes estabelecidos por Stepanovi¢ (2007) com modificagbes. Primeiramente, 0 meio foi
descartado e foram realizadas duas etapas de lavagem com 200 pL de PBS pH 7,2 (Laborclin,
Parana, Brasil), a fim de retirar as células plancténicas ndo aderidas ao biofilme bacteriano.
Logo apds, foi realizada uma etapa de fixacdo em que a placa de microtitulacéo foi incubada a
60 °C por 60 min. Em seguida, foram adicionados 150 pL de safranina 0,1% (Fisher Scientific
Company, Nova Hampshire, EUA) e a placa de microtitulacdo foi incubada a temperatura
ambiente por 15 min. Apoés esse periodo, a safranina foi desprezada e foram realizadas duas
etapas de lavagem com 200 pL de PBS pH 7,2. Em seguida, foi feita uma etapa de eluicdo em
150 pL de etanol 95% e apds 30 min, foi realizada a leitura de densidade Optica a 492 nm de
comprimento de onda (D.O.4920m) em espectrofotdometro (Thermo Plate TP Reader MN).

Para analisar os resultados, o valor de D.O.s02nm oObtido para cada condicdo em
triplicata foi descontado do valor da média da triplicata da D.O.s920m Obtida nos pogos
brancos. Os resultados obtidos foram analisados através do teste t de Student ndo pareado,
utilizando o GraphPad Prism software, a fim de calcular o p-valor. Foi considerada

significancia estatistica quando p < 0,05.

4.3. Obtencao do sobrenadante de S. lugdunensis em diferentes tempos de crescimento

A cepa de S. lugdunensis (546) foi primeiramente semeada em meio TSA a 37 °C por
24 h e foram feitos 3 indculos bacterianos distintos a partir de 1 coldnia em tubos estéreis
contendo 50 mL de meio TSB acrescido de 1% de glicose, que em seguida, foram submetidos
a diferentes periodos de incubacdo (8 h, 24 h e 48 h) estaticamente a 37 °C. Ap0s incubacéo,
foi realizada uma etapa de centrifugacdo a 2155 x g a 15 °C por 15 min e, posteriormente,
cada sobrenadante obtido foi filtrado, utilizando membrana de 0,22 pum (Kasvi, Brasil) e
seringa estéril, a fim de obter sobrenadantes livres de células bacterianas. Logo apds, 1 mL do
sobrenadante foi distribuido para tubos conicos, a fim de realizar a etapa de secagem
utilizando o Speed Vac Concentrator Plus (Eppendorf, Alemanha). Ao final, cada
sobrenadante contido em tubo cénico foi suspenso em 50 pL de solugéo salina 0,85% estéril,
a fim de obter sobrenadantes concentrados em 20x.

Para obtencdo do extrato controle, 0 método descrito acima foi executado utilizando
somente 50 mL de meio TSB acrescido de 1% de glicose, sem o inoculo bacteriano. Este
extrato foi utilizado como controle, a fim de avaliar se 0s compostos presentes no meio nao

estavam alterando a producéo de biofilme ou o crescimento bacteriano.
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4.3.1. Avaliagdo do efeito do sobrenadante de S. lugdunensis obtido em diferentes
tempos de crescimento sobre a produgéo de biofilme por P. acnes

A fim de avaliar o efeito de moléculas presentes no sobrenadante da cultura de S.
lugdunensis (546) obtido em diferentes tempos de crescimento sobre a formagéo de biofilme
pela cepa de P. acnes (LCP), foi realizado o teste de formagéo de biofilme em placa de
microtitulacdo de poliestireno, 96 pogos com fundo chato, marca TPP 92096. Para tal, foram
utilizados o sobrenadante concentrado obtido em diferentes tempos de crescimento e o extrato
controle conforme descrito no item 4.3.

O indculo bacteriano utilizado durante os testes resultou do crescimento da cepa de P.
acnes em base de agar suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro incubado
em anaerobiose a 37 °C por 72 h que posteriormente foi inoculado em 3 mL de meio TSB
acrescido de 1% de glicose para obtencdo de uma suspensdo bacteriana correspondente ao
tubo 1,0 da escala de McFarland com aproximadamente 3 x 108 UFC/mL. Em seguida, foram
adicionados aos pocos controle 20 pL da suspensdo bacteriana em 180 uL de meio TSB
acrescido de 1% de glicose para avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme por P.
acnes. Ja nos pocos testes, foram adicionados 15 L da suspensdo bacteriana em 120 L de
meio TSB acrescido de 1% de glicose e 15 uL de cada sobrenadante (8 h, 24 h ou 48 h) ou
extrato controle. Nos pocos considerados como controles negativos, foram adicionados 15 pL
dos sobrenadantes (8 h, 24 h ou 48 h) ou extrato controle em 135 pL de meio TSB acrescido
de 1% de glicose, sem a suspensdo bacteriana. Posteriormente, a placa de microtitulagéo foi
incubada estaticamente em cadmara de anaerobiose a 37 °C por 72 h. Nao houve troca dos
meios de cultura durante o periodo de incubacdo. Todos os testes foram realizados em
triplicata experimental e duplicata bioldgica.

Apobs incubacgdo, todos os pocos foram submetidos a coloragdo de acordo com o
descrito por Stepanovi¢ (2007), com modificagdes, como detalhado no item 4.2.

Para analisar os resultados, o valor de D.O.s02nm obtido para cada condicdo em
triplicata foi descontado do valor da média da triplicata da D.O.4920m Obtida nos controles
negativos. Os resultados obtidos foram analisados através do teste t de Student ndo pareado,
utilizando o GraphPad Prism software, a fim de calcular o p-valor. Foi considerada

significancia estatistica quando p < 0,05.

4.4. Caracterizacdo preliminar das moléculas ativas presentes no sobrenadante de S.

lugdunensis
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4.4.1. Andlise da sensibilidade do sobrenadante de S. lugdunensis ao aquecimento e a

fervura

Foi avaliada a sensibilidade das moléculas ativas presentes no sobrenadante de S.
lugdunensis (546) quando expostas ao aquecimento e a fervura. Para tal, 10 mL de
sobrenadante de S. lugdunensis e 10 mL de extrato controle (obtidos de acordo com o item
4.3) concentrados em 20x, foram submetidos separadamente ao aquecimento a 50 °C por 40
min e a fervura (100 °C) por 40 min. O mesmo protocolo descrito no item 4.4 foi realizado
para avaliagdo da atividade do sobrenadante de S. lugdunensis e extrato controle aquecidos e
fervidos na producdo de biofilme por P. acnes (LCP).

4.4.2. Obtencdo do sobrenadante de S. lugdunensis fracionado por peso molecular

As moléculas presentes no sobrenadante de S. lugdunensis (546) foram submetidas a
fracionamento utilizando filtros Amicon® de 10 e 3 kDa. Para tal, o sobrenadante de S.
lugdunensis foi obtido de acordo com o item 4.3 e ap06s a etapa de filtracdo utilizando
membrana de 0,22 um e seringa estéril, foram adicionados 10 mL de sobrenadante em tubo de
50 mL acoplado com filtro Amicon® de 10 kDa. Em seguida, o tubo foi submetido a uma
etapa de centrifugacdo por 20 minutos a 4000 x g em centrifuga de rotor moével (Sorvall,
Legend™ RT). Apos esse periodo, a fracdo que ficou retida no filtro Amicon® (> 10 kDa) foi
suspensa em 1 mL de agua para injecdo estéril. Ja a fracdo filtrada (<10 kDa), foi transferida
para um tubo de 50 mL acoplado com filtro Amicon® de 3 kDa. Posteriormente, o tubo foi
submetido a uma etapa de centrifugacdo por 40 minutos a 4000 x g. A fracdo que ficou retida
no filtro Amicon® (> 3 kDa) foi suspensa em 1 mL de agua destilada estéril, enquanto a
fracdo filtrada (< 3 kDa) permaneceu no tubo. Ao final, foram distribuidos 1 mL das fracdes
obtidas para tubos cénicos, a fim de realizar a etapa de secagem utilizando o Speed Vac
Concentrator Plus. Por fim, cada uma das fracdes (> 10 kDa, > 3 kDa e < 3 kDa) foi suspensa
em 500 pL de solucédo salina 0,85% estéril, de modo que cada fracdo estivesse concentrada
em 20x. O mesmo protocolo descrito no item 4.4 foi realizado para avaliacdo da atividade das
fragdes do sobrenadante de S. lugdunensis na producdo de biofilme pela cepa de P. acnes
(LCP).

4.5. Obtencéo do sobrenadante de P. acnes em meio acrescido ou ndo de glicose
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A cepa de P. acnes (LCP), foi primeiramente semeada em base de agar suplementado
com 5% de sangue desfibrinado de carneiro a 37° C por 72 h em anaerobiose e a partir do
crescimento, foram feitos inoculos bacterianos distintos em tubos contendo 10 mL de meio
TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose, ambos pré reduzidos (0,01% de cisteina) e
esterilizados anaerobicamente. Os meios foram incubados por 72 h a 37 °C. Apos este
periodo, os tubos foram vortexados por 1 min e foi realizada uma etapa de centrifugacdo a
1700 x g a 15 °C por 15 min, seguido de filtragdo em membrana de 0,22 um. Logo apds, o pH
dos sobrenadantes foi ajustado, a fim de que ficassem equivalentes ao pH do extrato controle
e foi realizada uma nova filtragdo dos sobrenadantes e extrato controle. Ao final, foram
realizadas as mesmas etapas descritas no item 4.3 para secagem e concentracdo dos
sobrenadantes em 20x.

Para obtencdo dos extratos controles, o método descrito acima foi executado
utilizando somente 10 mL de meio TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose, pré reduzidos e
esterilizados anaerobicamente, sem o indculo bacteriano. Estes extratos foram utilizados
como controle a fim de avaliar se 0s compostos presentes no meio ndo estavam alterando a

producdo de biofilme ou o crescimento bacteriano.

4.5.1. Avaliagdo do efeito do sobrenadante de P. acnes obtido em meio acrescido ou
néo de glicose sobre a producao de biofilme por S. lugdunensis

A fim de avaliar o efeito de moléculas presentes no sobrenadante da cultura de P.
acnes (LCP) obtido no meio TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose sobre a formagéo de
biofilme pela cepa de S. lugdunensis (546), foi realizado o teste de formacdo de biofilme em
placa de microtitulacdo de poliestireno, 96 pocos com fundo chato, marca TPP 92096. Para
tal, foram utilizados os sobrenadantes concentrados obtidos nos diferentes meios e o extrato
controle conforme descrito no item 4.6.

O indculo bacteriano utilizado durante os testes foi resultado do crescimento da cepa
de S. lugdunensis em meio TSA incubado em aerobiose a 37 °C por 24 h que posteriormente
foi inoculado em 3 mL de meio TSB acrescido de 1% de glicose para obtencdo de uma
suspensdo bacteriana correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland com
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL. Em seguida, foram adicionados aos pogos controle 20
puL da suspensdo bacteriana em 180 pL de meio TSB acrescido de 1% de glicose para
avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme por S. lugdunensis. J& nos pocos testes,

foram adicionados 15 pL da suspensdo bacteriana em 120 puL de meio TSB acrescido de 1%



22

de glicose e 15 pL de cada sobrenadante (obtido em TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose)
ou extrato controle. Nos pocos considerados como controles negativos, foram adicionados 15
puL dos sobrenadantes (obtido em TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose) ou extrato
controle em 135 pL de meio TSB acrescido de 1% de glicose, sem a suspensao bacteriana.
Posteriormente, a placa de microtitulacdo foi incubada estaticamente a 37 °C por 24 h. Todos
os testes foram realizados em triplicata experimental e duplicata bioldgica.

Ap0s incubacdo, todos os pocos foram submetidos a coloragdo de acordo com o
descrito por Stepanovi¢ (2007), com modifica¢fes, como detalhado no item 4.2.

Para analisar os resultados, o valor de D.O.s92nm oObtido para cada condigdo em
triplicata foi descontado do valor da média da triplicata da D.O.s920m Obtida nos controles
negativos. Os resultados obtidos foram analisados através do teste t de Student ndo pareado,
utilizando o GraphPad Prism software, a fim de calcular o p-valor. Foi considerada

significancia estatistica quando p < 0,05.

45.2. Analise do efeito do sobrenadante de P. acnes sobre o crescimento de S.

lugdunensis

Para analisar o efeito de moléculas presentes no sobrenadante de P. acnhes (LCP) sobre
o crescimento de S. lugdunensis, foi realizada a curva de crescimento das cepas 546 e LCPb
na presenca do sobrenadante de P. acnes (LCP) e do extrato controle obtidos em meio TSB
sem adicdo de glicose conforme o item 4.7. Primeiramente, as cepas 546 e LCPb foram
crescidas em meio TSA a 37 °C por 24 h e ap6s esse periodo, uma colbnia de cada cepa foi
inoculada em 5 mL de TSB acrescido de 1% de glicose e incubadas a 37 °C overnight. As
culturas crescidas foram ajustadas para uma D.O.s10nm inicial de 0,05 e inoculadas em tubos
de 50 mL na presenca do sobrenadante (LCP) ou extrato controle (ambos na concentragédo
1:10) e do meio TSB acrescido de 1% de glicose. Os tubos foram incubados a 37 °C sob
agitacdo e a leitura da D.O.s10nm foi realizada a cada 1 h, utilizando espectrofotémetro

(Pharmacia Biotech, Ultrospec 2000). O teste foi realizado em duplicata biol6gica.

4.6. Caracterizacdo preliminar das moléculas ativas presentes no sobrenadante de P.

acnes

4.6.1. Analise da sensibilidade do sobrenadante de P. acnes ao aquecimento e a

fervura
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Foi avaliada a sensibilidade das moléculas ativas presentes no sobrenadante de P.
acnes (LCP) obtido em meio TSB sem adi¢do de glicose quando expostas ao aquecimento e a
fervura. Para tal, 10 mL de sobrenadante de P. acnes e 10 mL de extrato controle (obtidos de
acordo com o item 4.6) concentrados em 20x, foram submetidos ao aquecimento a 50 °C por
40 min e a fervura (100 °C) por 40 min. O mesmo protocolo descrito no item 4.7 foi realizado
para avaliagcdo da atividade do sobrenadante de P. acnes e extrato controle aquecidos e

fervidos na producdo de biofilme por S. lugdunensis (546).

4.6.2. Analise da natureza quimica das moléculas ativas presentes no sobrenadante de
P. acnes

O sobrenadante de P. acnes (LCP) e extrato controle obtidos em meio TSB sem adicao
de glicose (de acordo com o item 4.6) foram tratados utilizando proteinase K, tripsina ou
metaperiodato de sodio, a fim de caracterizar preliminarmente a natureza quimica das
moléculas ativas presentes no sobrenadante. Para o tratamento utilizando proteinase K e
tripsina, foi adicionado 3,5 pL de proteinase K (200 pg/mL) ou tripsina (20 pg/mL) em 350
pL de sobrenadante de P. acnes e em 350 pL do extrato controle. JA o tratamento com
metaperiodato de sodio (NalO4; 40 mM) foi feito adicionando 35 pL do composto em 350 pL
de sobrenadante de P. acnes e em 350 pL do extrato controle. Em seguida, o sobrenadante e
extrato controle para cada condi¢do de tratamento foram incubados a 37 °C por 1 h. Para
inativar a proteinase K, a tripsina e 0 metaperiodato de sédio, a fim de garantir que estes ndo
interferissem nos resultados obtidos, cada sobrenadante e extrato controle foram fervidos por
40 min apos o tratamento. O tratamento foi também realizado nos extratos controle a fim de
excluir qualquer atividade direta dos compostos no biofilme de S. lugdunensis. O mesmo
protocolo descrito no item 4.7 foi realizado para avaliacdo da atividade do sobrenadante de P.
acnes e extrato controle tratados na producdo de biofilme por S. lugdunensis (546).

4.7. Andlise estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste t de Student, ndo pareado, usando o
programa GraphPad Prism 6.0, para calcular o valor p, sendo considerada significancia

estatistica quando p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1. Confirmacdo da identificacdo das cepas de S. lugdunensis e P. acnes oriundas de

amostras clinicas

As cepas utilizadas durante este estudo (Tabela 1) tiveram suas identificacbes de
género e espécie confirmadas através da técnica de MALDI-TOF MS. O resultado foi
considerado confiavel para estas identificacdes quando as cepas apresentaram scores a partir

de 2,0 no software do aparelho.

5.2. Avaliacdo da capacidade de formacdo de biofilme monomicrobiano e misto por

cepas de S. lugdunensis e P. acnes

A capacidade de cepas de S. lugdunensis (546 e LCPb) e P. acnes (LCP e ISR) de
formar biofilme em isolado e em conjunto foi avaliada em placa de microtitulacdo de
poliestireno. Para tal, as cepas de cada espécie foram crescidas somente na presenca do meio
TSB acrescido de 1% de glicose ou na presenca das cepas da outra espécie e a producao de
biofilme foi comparada apds 72 h de incubacéo da placa em anaerobiose. Através dos valores
de D.O.492nm Obtidos da leitura do biofilme, foi observado que as cepas de P. acnes LCP e ISR
ndo foram capazes de formar biofilme em isolado nestas condic¢des, enquanto que as cepas de
S. lugdunensis 546 e LCPb formaram biofilme em isolado. Porém, quando ambas as cepas de
S. lugdunensis foram cultivadas com as cepas de P. acnes, a producao de biofilme aumentou
em comparagdo com as cepas em isolado. Os valores de D.O.492nm podem ser observados na
Figura 2. Todos os resultados obtidos da formacéo de biofilme misto entre S. lugdunensis e P.
acnes foram estatisticamente significativos (p < 0,001) quando em comparagdo com 0s

resultados obtidos da formac&o de biofilme monomicrobiano por cada cepa.
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Figura 2: Formacédo de biofilme monomicrobiano e misto por cepas de S. lugdunensis e P. acnes. A: Cepas S.
lugdunensis 546 e P. acnes LCP. B: Cepas S. lugdunensis 546 e P. acnes ISR. C: Cepas S. lugdunensis LCPb e
P. acnes LCP. D: Cepas S. lugdunensis LCPb e P. acnes ISR. ***: p < 0,001.

5.3. Andlise do efeito de moléculas presentes no sobrenadante de S. lugdunensis

obtido em diferentes tempos de crescimento na producéo de biofilme por P. acnes

Tendo em vista o efeito positivo na formacdo de biofilme das cepas de S. lugdunensis
e P. acnes em combinado, nos propomos a investigar o papel de moléculas secretadas por
cada espécie no biofilme da outra espécie. Para estes estudos escolhemos prosseguir com uma
cepa de S. lugdunensis (546) e uma cepa de P. acnes (LCP).

Assim, o sobrenadante obtido da cultura de S. lugdunensis em diferentes tempos de
crescimento (8 h, 24 h, 48 h) teve seu efeito testado na formacao de biofilme por P. acnes em
placa de microtitulacdo de poliestireno. Para isso, a cepa P. acnes foi crescida na presenca do
sobrenadante de S. lugdunensis em cada condi¢do e na presenca do extrato controle, que foi
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utilizado para avaliar se 0s compostos presentes no meio ndo estavam alterando a producdo de
biofilme ou o crescimento bacteriano. A producdo de biofilme foi comparada em cada
condicdo apos 72 h de incubacdo da placa em anaerobiose. P. acnes apresentou aumento na
capacidade de produzir biofilme na presenca do sobrenadante de S. lugdunensis obtido apds
24 h e 48 h de crescimento, quando comparado ao biofilme formado na presenca do extrato
controle. O biofilme formado na presenca do sobrenadante de S. lugdunensis obtido apds 8 h
de crescimento ndo apresentou diferenca significativa quando comparado ao biofilme
formado na presenca do extrato controle. O efeito de aumento no biofilme foi ainda maior na
presenca do sobrenadante de S. lugdunensis obtido ap6s 48 h de crescimento. Os valores de
D.O.492nm obtidos da leitura do biofilme de P. acnes na presenga do sobrenadante de S.

lugdunensis (8 h, 24 h, 48 h) e extrato controle podem ser observados na Figura 3.
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Figura 3: Producdo de biofilme pela cepa de P. acnes (LCP) na presenca do extrato controle (E.C.) e do
sobrenadante (Sob.) de S. lugdunensis (546) obtido apos 8 h, 24 h e 48 h de crescimento. ***: p < 0,001. NS:
n&o significativo.

5.4. Analise da sensibilidade de moléculas presentes no sobrenadante de S.

lugdunensis ao aquecimento e a fervura

O sobrenadante obtido da cultura de S. lugdunensis (546) e extrato controle foram
analisados quanto a sensibilidade ao aquecimento (50 °C por 40 min) e a fervura (100 °C por

40 min). A atividade do sobrenadante de S. lugdunensis e extrato controle aquecidos e
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fervidos foi avaliada na producédo de biofilme por P. acnes (LCP) em placa de microtitulacédo
de poliestireno, posteriormente incubada por 72 h em anaerobiose. Na Figura 4, podemos
observar 0 aumento na producéo de biofilme por P. acnes na presenca do sobrenadante de S.
lugdunensis quando comparado ao extrato controle. Tal efeito foi mantido quando o
sobrenadante de S. lugdunensis foi submetido ao aquecimento e perdido apos ter sido
submetido a fervura. Assim, os resultados obtidos indicaram que as moléculas bioativas
presentes no sobrenadante de S. lugdunensis sdo resistentes ao aquecimento até 50 °C, mas
que a atividade é perdida apds fervura. O extrato controle ndo teve sua atividade alterada

frente ao aquecimento e a fervura (dados ndo mostrados).
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Figura 4: Producdo de biofilme pela cepa de P. acnes (LCP) na presenca do extrato controle (E.C.) e do
sobrenadante (Sob.) de S. lugdunensis (546) bruto, aquecido (50 °C) e fervido (100 °C). ***: p <0,001. NS: ndo
significativo.

5.5. Avaliacdo da atividade de moléculas presentes no sobrenadante de S. lugdunensis

fracionadas por peso molecular na formacéao do biofilme de P. acnes

O sobrenadante obtido da cultura de S. lugdunensis foi filtrado utilizando filtros de
separacdo por peso molecular de 10 e 3 kDa. As fragdes obtidas (<3, >3 e >10 kDa) e 0
extrato controle foram testados quanto a atividade na producgédo de biofilme por P. acnes em
placa de microtitulagdo de poliestireno, posteriormente incubada por 72 h em anaerobiose. Na
Figura 5, observamos o aumento da producdo de biofilme por P. acnes na presenca do
sobrenadante de S. lugdunensis quando comparado ao extrato controle. Entretanto, tal efeito
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ndo foi observado na presenca das fracGes do sobrenadante S. lugdunensis com moléculas
menores que 3 kDa e maiores que 10 kDa. Ja a fracdo com moléculas maiores que 3 kDa,
apresentou atividade semelhante ao sobrenadante de S. lugdunensis bruto. Portanto, os
resultados obtidos sugerem que a(s) molécula(s) bioativa(s) presente(s) no sobrenadante de
546, tenha(m) entre 3 e 10 kDa.
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Figura 5: Producdo de biofilme pela cepa de P. acnes (LCP) na presenca das fragcGes do sobrenadante (Sob.) de
S. lugdunensis (546) (<3 kDa; >3 kDa; >10 kDa), do sobrenadante de S. lugdunensis bruto e extrato controle
(E.C.). ***: p <0,001. NS: ndo significativo.

5.6. Andlise do efeito de moléculas presentes no sobrenadante de P. acnes obtido em

meio acrescido ou nédo de glicose sobre a producdo de biofilme por S. lugdunensis

Para avaliar o impacto das moléculas secretadas por P. acnes no biofilme de S.
lugdunensis, o sobrenadante obtido da cultura de P. acnes em meio TSB ou TSB acrescido de
1% de glicose teve seu efeito testado na formacao de biofilme por S. lugdunensis em placa de
microtitulacdo de poliestireno. Primeiramente, S. lugdunensis foi crescido na presenca do
sobrenadante de P. acnes obtido em TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose e na presenca do
extrato controle obtido em TSB ou TSB acrescido de 1% de glicose. Apos a incubacdo da
placa por 24 h em aerobiose, a producéo de biofilme foi analisada para cada condicéo testada.
Ao contrario do visto com P. acnes, cepa de S. lugdunensis apresentou diminui¢cdo na sua
capacidade de produzir biofilme na presenga do sobrenadante de P. acnes obtido em meio

acrescido e ndo acrescido de glicose, quando comparado ao biofilme formado na presenga do
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extrato controle nas mesmas condicdes. O biofilme formado na presenca do sobrenadante de
P. acnes obtido em meio acrescido de glicose ndo apresentou diferenga significativa quando
comparado ao biofilme formado na presenca do sobrenadante de P. acnes obtido em meio nédo
acrescido de glicose. Portanto, os resultados obtidos e mostrados na Figura 6 indicam que,
primeiramente, as moléculas presentes no sobrenadante da cultura de P. acnes tem efeito
inibitorio no biofilme de S. lugdunensis e que a presenca destas moléculas ndo é dependente

do crescimento de P. acnes em meio acrescido de glicose.
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Figura 6: Produgdo de biofilme pela cepa de S. lugdunensis (546) na presenga do sobrenadante de LCP obtido
em TSB acrescido de glicose (TSB + glicose) ou ndo (TSB) e do extrato controle obtido nas mesmas condiges
(E.C. TSB + glicose e E.C. TSB). ***: p <0,001. **: p < 0,01. NS: ndo significativo.

5.7. Avaliacdo do efeito de moléculas presentes no sobrenadante de P. acnes sobre o

crescimento de S. lugdunensis

Tendo em vista que o sobrenadante de P. acnes obtido apds crescimento em meio sem
adicdo de glicose teve efeito inibitério na producdo de biofilme de S. lugdunensis,
investigamos se este sobrenadante teria efeito no crescimento planctonico desta espécie. Para
isso, culturas de S. lugdunensis (546 e LCPb) foram inoculadas em meios de cultura na
presenca do sobrenadante de P. acnes ou extrato controle sob agitacdo. A leitura da D.O.s10nm

foi realizada a cada 1 hora, utilizando espectrofotdmetro. Os resultados obtidos nas curvas de
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crescimento das cepas de S. lugdunensis demonstram que o sobrenadante de P. acnes néo

afetou o crescimento das cepas em comparagdo com o extrato controle (Figura 7).

A 546 LCPb

= |LCP = |CP
e EC. - EC.

D-0-610nm
D.O.¢10nm

0' T T T T T

O kD g 10 N a® (Nt & 3 4% a8 6 & a0
Horas Horas

Figura 7: Curvas de crescimento das cepas de S. lugdunensis na presenga do sobrenadante de P. acnes (LCP) e
extrato controle (E.C.). A: Cepa 546. B: Cepa LCPb.

5.8. Anélise da sensibilidade das moléculas presentes no sobrenadante de P. acnes ao

aquecimento e a fervura

O sobrenadante obtido da cultura de P. acnes em meio TSB sem adicdo de glicose e
extrato controle foram analisados quanto a sensibilidade ao aquecimento (50 °C por 40 min) e
a fervura (100 °C por 40 min). Na Figura 8, podemos observar o efeito de diminuicdo da
producdo de biofilme por S. lugdunensis na presenca do sobrenadante de P. acnes em
comparagao com o extrato controle. Tal efeito foi mantido quando o sobrenadante de P. acnes
foi submetido ao aquecimento e a fervura. Assim, os resultados obtidos indicam que as
moléculas bioativas presentes no sobrenadante de P. acnes sdo resistentes ao aquecimento e a
fervura. O efeito de reducédo de biofilme foi ainda maior na presenca do sobrenadante de LCP
fervido, apresentando diferenca significativa (p < 0,001) quando comparado ao extrato bruto.
O extrato controle ndo teve sua atividade alterada frente ao aquecimento e a fervura (dados

ndo mostrados).
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Figura 8: Producdo de biofilme por S. lugdunensis (546) na presenca do extrato controle (E.C.) e do
sobrenadante de LCP bruto, aquecido (50 °C) e fervido (100 °C). ***: p < 0,001.

5.9. Andlise da natureza quimica de moléculas presentes no sobrenadante de P. acnes

A fim de melhor caracterizar as moléculas bioativas, 0 sobrenadante obtido da cultura
de P. acnes em meio TSB sem adicao de glicose foi analisado quanto a natureza quimica da(s)
molécula(s) bioativa(s). Para tal, o sobrenadante de P. acnes e extrato controle foram tratados
com proteinase K (200 pg/mL), tripsina (20 pg/mL) e metaperiodato de sédio (40 mM) com
posterior inativacdo dos compostos por fervura. Logo apos, a atividade do sobrenadante de P.
acnes e extrato controle submetidos aos tratamentos foi avaliada na producdo de biofilme por
S. lugdunensis. Na Figura 9, novamente podemos observar a diminuicdo da producdo de
biofilme por S. lugdunensis na presenca do sobrenadante de P. acnes bruto em comparagéo
com o extrato controle. Tal efeito se manteve quando o sobrenadante de P. acnes foi tratado
com proteinase K e tripsina. Entretanto, o efeito foi perdido ap0s o tratamento do
sobrenadante com metaperiodato de sodio, ndo havendo diferenca significativa entre essa
condicdo e o extrato controle. O resultado obtido sugere que a natureza quimica da(s)
molécula(s) bioativa(s) presente(s) no sobrenadante de LCP néo € proteica. O extrato controle

néo teve sua atividade alterada frente aos tratamentos utilizados (dados ndo mostrados).
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Figura 9: Producdo de biofilme por S. lugdunensis (546) na presenca do extrato controle (E.C.) e do
sobrenadante de P. acnes (LCP) bruto, tratado com proteinase K, tripsina e metaperiodato de sodio. ***: p <

0,001. NS: nao significativo.
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6. DISCUSSAO

A pele humana consiste em um dos maiores e mais versateis 6rgaos do corpo humano,
tendo como uma de suas principais funcdes servir de barreira fisica entre o corpo e o ambiente
externo (Egert & Simmering, 2016). Sendo assim, a pele é considerada a primeira linha de
defesa contra agentes patogénicos, ao mesmo tempo em que € colonizada por uma microbiota
altamente diversa e ativa (Oh et al., 2016). P. acnes e S. lugdunensis sdo especies
frequentemente associadas a esta microbiota (Cosseau et al., 2016) e que eventualmente,
podem se comportar como patdgenos oportunistas, caso a barreira fisica da pele seja rompida
(Aubin et al., 2014; Becker, Heilmann & Peters, 2014). Ambos vém sendo isolados como
agentes etioldgicos de infecgbes relacionadas ao uso de dispositivos médicos, principalmente
em implantes ortopédicos onde sdo capazes de formar biofilme (Hascoét et al., 2018; Nora et
al., 2018). Dada a frequéncia de co-isolamento destas espécies e a relevancia da formacéao de
biofilme para o estabelecimento de infecc¢Ges, analisamos a capacidade de cepas de P. acnes e
S. lugdunensis em formar biofilme polimicrobiano in vitro em anaerobiose, visto que P. acnhes
€ um microrganismo anaerobio. Os resultados encontrados demonstram uma maior formacéo
de biofilme quando as cepas estdo em associacdo em comparagdo ao biofilme formado em
isolado por cada espécie. Tais resultados corroboram com os descritos na literatura que
indicam a capacidade de P. acnes e espécies de Staphylococcus coagulase-negativa causarem
infeccBes mistas in vivo (Capoor et al., 2017; Figa et al., 2017) que podem estar associadas a
formacédo de biofilme polimicrobiano (Figa et al., 2017). Possivelmente, estas duas espécies,
ajudariam uma a outra a persistirem em estado de biofilme, facilitando o seu estabelecimento
e manuten¢do em uma infeccdo relacionada a proteses periprotéticas, por exemplo.

Em 2016, Tyner & Patel relataram que em anaerobiose, P. acnes é capaz de atuar
favorecendo a manutencdo de biofilme de S. aureus em co-cultura. Neste trabalho, S. aureus
ndo foi capaz de formar biofilme estavel em isolado nas condicGes testadas, pois durante o
periodo de incubacdo, o biofilme foi sendo degradado. Quando P. acnes e S. aureus foram co-
cultivados, o oposto foi observado com S. aureus se mantendo por um longo periodo na
presenca de P. acnes. Ja em aerobiose, S. aureus formou um biofilme monomicrobiano
estavel. Tais resultados indicam que microrganismos aerobios podem se comportar de
maneira diferente quando cultivados anaerobicamente e evidenciam a importancia de entender
as interacbes entre os diferentes microrganismos durante a formacgdo de biofilme

polimicrobiano.
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Visto que um estudo anterior do nosso grupo j& havia demonstrado que moléculas
presentes no sobrenadante da cultura de S. lugdunensis conferem aumento na formacdo de
biofilme por P. acnes em anaerobiose (Reviello, 2018), buscamos avaliar o tempo de
crescimento ideal para que essas moléculas sejam secretadas por S. lugdunensis e iniciar a
caracterizagdo das moléculas bioativas. Nossos resultados indicaram que o efeito de aumento
da producdo de biofilme por P. acnhes é maior na presenca do sobrenadante de S. lugdunensis
obtido apos 48 h de crescimento. Além disso, observamos que as moléculas bioativas mantém
sua atividade apds serem submetidas ao aquecimento até 50 °C, porém a atividade é perdida
apos fervura e que tais moléculas parecem ter entre 3 e 10 kDa. Portanto, concluimos que S.
lugdunensis produz moléculas que auxiliam na formacdo de biofilme de P. acnes em
anaerobiose e que esta producdo é aumentada conforme o crescimento bacteriano. Maiores
estudos serdo necessarios para avaliar se a lise bacteriana favorece a producdo destas
moléculas e possivel identificagdo da molécula bioativa. Procuraremos também entender os
mecanismos pelo qual esta molécula atua em P. acnes, para de fato entender como a interacéo
destas duas espécies pode ser vantajosa para elas no desenvolvimento de uma infeccdo
periprostética.

Porém, neste trabalho procuramos também entender se o contrério seria verdadeiro, ou
seja, se P. acnes estaria produzindo moléculas que facilitariam a formac&o de biofilme de S.
lugdunensis. Surpreendentemente, ao avaliar as moléculas secretadas por P. acnes ap6s 72h
de crescimento em anaerobiose sob a formacdo de biofilme por S. lugdunensis, observamos
gue as moléculas secretadas por P. acnes eram capazes de diminuir a formacdo de biofilme
por S. lugdunensis, porém sem inibir seu crescimento planctdnico. Shu et al. (2015)
demonstraram in vitro e in vivo que o acido propionico, produto da fermentacdo de P. acnes e
obtido no sobrenadante de sua cultura, é capaz de inibir o crescimento de S. aureus e que tal
efeito é resultado do metabolismo do glicerol no meio de cultura em que P. acnes é crescido.
Além disso, os autores relataram que a acidificacdo do meio durante a fermentacdo, com
mudanca brusca no pH, reduziu consequentemente o pH intracelular de S. aureus e causou 0
efeito letal nas células.

Como ja mencionado, no presente estudo ndo foi observado efeito no crescimento de
S. lugdunensis, mas para verificar se ndo estariamos lidando com efeitos do acido propidnico,
o0 efeito do sobrenadante de P. acnes crescido em meio sem adicdo de glicose e com o pH

ajustado ao mesmo pH do extrato controle foi testado. Tal efeito permaneceu mostrando que
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as moléculas bioativas encontradas na cultura da cepa de P. acnes de nosso estudo,
provavelmente ndo sdo as mesmas relatadas por Shu et al. (2015).

Assim, seguimos com a caracterizacdo das moléculas com atividade antibiofilme no
sobrenadante de P. acnes. Nos experimentos feitos para avaliar a sensibilidade das moléculas
bioativas frente ao aquecimento (50 °C) e a fervura (100 °C) e aos tratamentos com proteinase
K, tripsina e metaperiodato de sodio, foi observado que as moléculas eram resistentes a todas
as condicOes, exceto ao tratamento com metaperiodato de sddio. O metaperiodato de sédio é
capaz de oxidar ligacGes polissacaridicas (diois vicinais), indicando portanto uma natureza
provavelmente polissacaridica das moléculas ativas neste sobrenadante. Interessantemente,
observamos que o efeito de diminuicdo da producéo de biofilme por S. lugdunensis é maior na
presenca do sobrenadante de P. acnes fervido. Tal resultado levanta a hipdtese de que outras
moléculas presentes no sobrenadante possam atuar inibindo a atividade das moléculas
bioativas de interesse no estudo. Dessa forma, as possiveis moléculas inibidoras da atividade
antibiofilme estariam sendo degradadas durante a fervura e as moléculas bioativas estariam
atuando em suas melhores condicdes.

Estudos recentes como o de Mahdhi et al. (2018) vém demonstrando a atividade
antibiofilme de polissacarideos extracelulares. Nesse estudo, foi observado que Lactobacillus
plantarum e Bacillus spp. sdo capazes de secretar exopolissacarideos que possuem atividade
antibiofilme frente Escherichia coli. Jun et al. (2018) encontraram atividade antibiofilme em
polissacarideos de algas marinhas frente a Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus,
bactérias associadas ao biofilme dentario. Em ambos os estudos foi encontrada atividade
inibitéria no crescimento das espécies testadas, tal efeito ndo foi observado em nossos
estudos. Em 2011, Jiang et al. demonstraram a presenca de exopolissacarideos secretados por
uma espécie marinha de Vibrio spp. com atividade antibiofilme frente cepas de S. aureus e
Pseudomonas aeruginosa. Tal efeito ndo resulta da reducdo no crescimento dessas espécies.
Ja Pihl et al. (2013), observaram a presenca de compostos polissacaridicos presentes no
sobrenadante da cultura de P. aeruginosa capazes de atuar na formacao do biofilme produzido
por S. epidermidis, sem afetar seu crescimento planctonico.

E importante destacar que os efeitos observados em nosso estudo de aumento na
formagéo de biofilme durante o co-cultivo das espécies, bem como o aumento da capacidade
de formacdo de biofilme por P. acnes na presenca do sobrenadante de S. lugdunensis e o
efeito oposto observado com o sobrenadante da cultura de P. acnes no biofilme de S.

lugdunensis, sdo fendtipos dependentes das condigdes de cultivo a que 0s microrganismos
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foram submetidos in vitro. Tais condi¢cGes podem ser capazes de estimular a expressdo de
determinados genes, enquanto inibe a expresséo de outros, por meio da regulacdo génica de
fatores de viruléncia, conferindo vantagens adaptativas ao microrganismo. No biofilme
polimicrobiano, por exemplo, 0s microrganismos obtém diversas vantagens, como a
cooperacdo metabdlica e influéncia de subprodutos, obtencdo de resisténcia passiva,
participacdo em sistemas de quorum sensing, dentre outros (Carlsson, 1997; Fischbach &
Sonnenburg, 2011; Weimer, Juneau & Murrah, 2011).

As moléculas presentes no sobrenadante da cultura de P. acnes serdo foco de futuros
estudos, que dardo continuidade na caracterizagcdo das moléculas com atividade antibiofilme
que foram encontradas. E de nosso interesse obter outras cepas de P. acnes para avaliar se tais
moléculas sdo produzidas independente ou ndo da cepa em questdo. Além de testar o efeito
das moléculas bioativas em outras cepas de S. lugdunensis, bem como em cepas de outras
espécies de Staphylococcus coagulase-negativa. O fato dessas moléculas ndo interferirem em
cepas planctonicas de S. lugdunensis e atuarem somente na producdo de biofilme, que é um
fator de viruléncia de extrema importancia para as infeccGes causadas por essa espécie, traz a
possibilidade de utilizacdo dessas moléculas como estratégias terapéuticas para o tratamento
de infeccdes por S. lugdunensis.

Dados os topicos abordados no estudo sobre a problemaética relacionada a formacéo de
biofilme polimicrobiano em infecgdes, novos estudos que investiguem 0S mecanismos
moleculares envolvidos durante estas interacbes e ainda, que busquem solucdes para o
tratamento e erradicacdo do biofilme, sdo de extrema importancia para a pesquisa e também

para a clinica médica.
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. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que cepas de P. acnes e S. lugdunensis aumentam
significativamente sua capacidade de producdo de biofilme quando estdo em biofilme
misto em comparacdo ao biofilme formado em isolado por cada espécie. Tal fenotipo foi

observado em anaerobiose e com duas cepas diferentes de cada espécie.

As moléculas presentes no sobrenadante da cultura de S. lugdunensis conferem aumento
significativo na producdo de biofilme de P. acnes em anaerobiose. Essas moléculas
possuem melhor atividade quando obtidas ap6s 48 h de crescimento. Além disso, tém

entre 3 e 10 kDa e sdo resistentes a 50 °C, porém sensiveis a fervura.

As moléculas presentes no sobrenadante da cultura de P. acnes conferem diminuicdo na
producdo de biofilme de S. lugdunensis em aerobiose, sem afetar o crescimento
planctonico da cepa. Estes dados indicam que P. acnes produz moléculas com atividade
antibiofilme sem acdo antibacteriana, atuando somente na produgdo de biofilme desta

especie.

O efeito das moléculas bioativas presentes no sobrenadante de P. acnes nao é dependente
do seu crescimento na presenca de glicose. Tais moléculas sdo resistentes a fervura, a
proteinase K e a tripsina e sensiveis ao metaperiodato de sodio, indicando uma natureza

polissacaridica.
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