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ASSQCIAC;AO ENTRE FORMACAO DE BIOFILME E ADESAO EM
CELULAS HeLa EM DIFERENTES TIPOS CAPSULARES DE
Streptococcus agalactiae ISOLADOS DE MICROBIOTA HUMANA
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M°; Yamada-Ogatta, S.F.°

RESUMO: Streptococcus agalactiae, ou grupo B de Lancefield (EGB - estreptococo do grupo B), pode ser
encontrado como comensal na microbiota humana, colonizando principalmente o trato gastrintestinal e
geniturinario. Porém, é um patégeno importante que pode causar meningite, septicemia e infecgdes
invasivas, principalmente em recém-nascidos, além de morte fetal. A infeccdo em recém-nascidos
classificada como doenca neonatal de inicio precoce (EOD - early-onset disease). Em gestantes a
colonizag8o vaginal esti fortemente associada com a infec¢do em recém-nascidos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a capacidade de adesdo em células HelLa e formacg&o de biofilme em poliestirenos de
diferentes tipos capsulares de EGB. A maioria dos isolados foram capazes de aderir em células HelLa e
formar biofilme em placa de poliestireno.

PALAVRAS-CHAVE: Adesao; Biofilme; Streptococcus agalactiae.

1 INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae, pode ser encontrado na microbiota humana, colonizando
principalmente o trato gastrintestinal e geniturinario (MCCORD et al., 2001). A colonizacgéo
da mucosa vaginal de gestantes por EGB em presenca de outros fatores de risco
aumenta significativamente a incidéncia de infeccdo neonatal por essa bactéria. EGB é
eficientemente capaz de se adaptar a ambientes diferentes durante o curso da infecgéo,
garantindo sua sobrevivéncia nesses sitios (RAJAGOPAL, 2009). Esta adaptacdo pode
estar associada a presenca de fatores de viruléncia que promovem adesé&o e colonizacao
tecidual, degradacdo de moléculas e resisténcia a fagocitose contribuindo nos processos
de invasao, sobrevivéncia intracelular e persisténcia bacteriana no hospedeiro (NIZET;
RUBENS, 2000).

A aderéncia de EGB em células epiteliais da mucosa vaginal e retal das gestantes
€ um evento importante na patogénese da sepse neonatal. Uma vez aderidas as bactérias
podem formar biofilme, que constitui uma forma de protecdo para o0 microrganismo,
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permite a sobrevivéncia em ambientes hostis, além de fomentar relacdes simbidticas
(KYAW, 2008). Poucos trabalhos, envolvendo os tipos capsulares, formacao de biofilme e
adesd@o em células de isolados de EGB no Brasil, sdo encontrados na literatura. Deste
modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a associacdo entre os tipos capsulares de
isolados de EGB, capacidade de adesdo em células HelLa e formacéo de biofilme.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICRORGANISMOS

Noventa e dois EGBs isolados de pacientes atendidos entre Margo a Setembro de
2012, no Hospital Universitario de Londrina, Londrina, Parand, Brasil, foram selecionados
da colecdo de bactérias do Laboratério de Microbiologia Clinica da UEL. Os isolados
foram classificados de acordo com as definicbes preconizadas pelo CDC para infeccOes
relacionadas a assisténcia em saude (HORAN; ANDRUS; DUDECK, 2008).

A identificacdo foi realizada pelos métodos fenotipicos padrbes baseados na
morfologia da col6nia, coloragcdo de Gram, catalase, CAMP e foram classificados em tipos
capsulares utilizando-se a reacdo de multiplex-PCR descrita por Imperi et al. (2010).

2.2 DETECCAO DA FORMACAO DE BIOFILME EM PLACA DE POLIESTIRENO

O ensaio para formacéo de biofilme foi avaliado conforme a metodologia descrita
por Borges et al. (2012) em Tripticase Soy Broth (TSB) pH 6,5 e incubagédo a 37 °C por 24
horas. Os testes foram feitos em quintuplicata com duas repeticdes.

2.3 DETERMINACAO DA ADESAO EM CELULAS HELA

A adesdo em células HeLa ATCC CCL-2 (adquiridas do Instituto Adolfo Lutz, Sédo
Paulo, Brasil) foi avaliada pela metodologia descrita por Craviotto et al. (1979), com
modificacdes. Cada isolado bacteriano foi inoculado em placa de agar sangue e incubado
por 24 horas a 37 °C. As células HelLa foram cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM glutamina, 100 U/mL
penicillina, 100 mg/mL estreptomicina e 0,25 mg/mL de anfotericina B, em estufa com 5%
de CO; a 37°C por 24 horas. O meio foi removido e as células foram submetidas a trés
lavagens com PBS e posterior adicdo de 1 mL de DMEM contendo 2 mM glutamina e 0,25
mg/mL anfotericina B. A densidade celular de todos os isolados de EGB foi ajustada de
acordo com a escala de 1,0 McFarland (3,0 x 10%) em PBS. Em seguida, 100 pL de cada
suspensdao celular foram adicionados nos pocos contendo as células HelLa. A placa foi
incubada por 3 horas e trinta minutos para adesdo e 4 horas para o periodo de
multiplicacdo. Todos os testes foram feitos em duplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 FORMACAO DE BIOFILME E ADESAO DE EGB EM CELULAS HELA ENTRE OS
DIFERENTES TIPOS CAPSULARES.

Foi estudado um total de 92 isolados de colonizagdo, sendo a maioria de tipo la
(n=37), seqguido do V (n=28), lll (n=14), Il (n=12) e IX (n=1).

N&o houve diferenca significativa entre a capacidade de adesdo em células Hela e
formacdo de biofilme entre os diferentes tipos capsulares. Todos os isolados foram
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capazes de aderir em células HeLa e formar biofilme em placa de poliestireno, com
excecdo de um isolado ndo formador de biofilme tipo Il, independente do tipo capsular.
Ainda ndo existe um consenso quanto aos diferentes tipos capsulares de EGB e a
capacidade de formacéao de biofilme. Enquanto em nosso estudo todos os isolados foram
formadores de biofilme, independente do tipo capsular, Ho et al (2012) verificaram que 0s
tipos Ill e V combinados, eram significativamente mais formadores de biofilme quando
comparados com os tipos la e Ib. No entanto, Kaur et al. (2009) verificaram que a maioria
dos isolados produtores de biofilme foram classificados como tipo la (47%), seguido de Ib
(29%), néo tipavel (15%), Il (6%) e V (6%).

4 CONCLUSAO

A maioria dos isolados de EGBs foram capazes de se aderir em células HelLa e
formar biofilme em placa de poliestireno, fatores que podem influenciar na colonizacéo da
mucosa vaginal de gestantes, aumentando o risco de infeccdo neonatal por este
microrganismo.
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