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RESUMO

Em pacientes com fibrose cistica (FC) ocorre a producédo de secrecao respiratoria
viscosa, que aumenta a probabilidade de infeccbes bacterianas. Staphylococcus
aureus é o primeiro patdégeno capaz de colonizar e promover infec¢cdes nas vias
aéreas nestes pacientes. Variantes de colénias pequenas (SCVs) tém surgido em S.
aureus relacionadas a infecgdes cronicas e recorrentes. SCVs sao um desafio para
o laboratdrio, principalmente porque sdo mutantes auxotréficos, que necessitam de
substratos especificos para seu crescimento. Os objetivos deste trabalho foram
avaliar as técnicas de diagnéstico para a detecgcdo das colbnias pequenas variantes
de S. aureus (SCVs) em infec¢des pulmonares de pacientes com Fibrose Cistica,
atendidos nos ambulatérios do HC-UFPR, assim como determinar a prevaléncia
deste fendtipo e o melhor método para a deteccdo da suscetibilidade aos agentes
antimicrobianos. Foram coletadas e semeadas em Agar Manitol, amostras
respiratorias de 246 pacientes com FC atendidos entre 2014 e 2016. Coldnias
pequenas suspeitas de SCVs foram identificadas usando 4gar com 7,5% de NacCl,
teste da catalase e da coagulase, painel de identificacdo do Vitek®2 Compact,
MALDI-TOF MS (Vitek® MS - bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) e PCR para o gene
nuc. Foi determinada a dependéncia nutricional & hemina, menadiona ou timidina em
Mueller Hinton Agar (MHA) por dois métodos: 1) MHA suplementado com estes
substratos antes da semeadura e, 2) adicdo de discos contendo estes substratos
sobre a superficie do MHA previamente semeado. O teste de suscetibilidade
antimicrobiana foi realizado por disco difusdo e microdiluicio em caldo, e 0os meios
utilizados nos testes foram suplementados com timidina. Determinantes de
resisténcia aos beta-lactamicos e macrolideos foram pesquisados por PCR. Dos 246
pacientes, S. aureus foi isolado em 182 (74%) pacientes. SCVs foram isolados em
llpacientes (4,5%) e todos foram timidina-dependentes. O antibiograma
demonstrou que 91% dos isolados eram resistentes a multiplos farmacos, 9% eram
resistentes a oxacilina (MRSA) e rifampicina, e todos eram suscetiveis a
vancomicina e linezolida. Os genes mecA (1), ermA (1), ermB (1), ermC (2) e msrB
(11) foram encontrados entre os isolados. Esta pesquisa indica um alerta para os
microbiologistas sobre a dificuldade no reconhecimento e identificagdo de SCVs de
S. aureus na rotina laboratorial. Além disso, mostra uma preocupagdo com o
tratamento, uma vez que a maioria dos isolados demonstrou ser multirresistente.

Palavras-chave: S. aureus; Variantes de colonias pequenas; Dependente de
timidina; SCVs



ABSTRACT

In patients with cystic fibrosis (CF) the production of viscous respiratory secretion
occurs, which increases the probability of bacterial infections. Staphylococcus aureus
is the first pathogen able to colonize and promote infections in the airways in these
patients. Variants of small colonies (SCVs) have arisen in S. aureus related to
chronic and recurrent infections. SCVs are a large challenge for the laboratory,
mainly because they are auxotrophic mutants, which require specific substrates for
their growth. The objectives of this study were to evaluate the diagnostic techniques
for detection of S. aureus small colony variants (SCVs) in pulmonary infections of
patients with cystic fibrosis attended at HC-UFPR ambulatory, as well as to
determine the prevalence and the best method for detection of susceptibility to
antimicrobial agents. Respiratory samples from 246 patients with CF were collected
and inoculated in Mannitol Agar from 2014 to 2016. Small colonies suspected of SCV
were identified using 7,5% NaCl agar, catalase and coagulase tests, Vitek®2
Compact identification panel, MALDI-TOF (Vitek® MS - bioMérieux, Marcy I'Etoile,
France) and PCR for the nuc gene. Nutritional dependence was determined to
hemin, menadione or thymidine in Mueller Hinton Agar (MHA) by two methods: 1)
MHA supplemented with these substrates before inoculation; and 2) addition of disks
containing these substrates on the surface of the MHA previously inoculated. The
antimicrobial susceptibility test was performed by disk diffusion technique and broth
microdilution technique, both supplemented with thymidine. Determinants of
resistance to beta-lactams and macrolides were investigated by PCR. Of the 246
patients S. aureus was isolated in 182 (74%) patients. SCVs were isolated in 11
patients (4,5%) and all were thymidine-dependent. The antibiogram showed that 91%
of the isolates were resistant to multiple drugs, 9% were resistant to oxacillin (MRSA)
and rifampicin, and all were susceptible to vancomycin and linezolid. The mecA (1),
ermA (1), ermB (1), ermC (2) and msrB (11) genes were found among the isolates.
This research indicates an alert for the microbiologists about the difficulty in the
recognizing and identifying of SCVs of S. aureus in the laboratory routine. In addition,
it is concern with treatment, since the majority of the isolates proved to be
multiresistant.

Keywords: S. aureus; small colony variants; Thymidine dependent; SCVs
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1 INTRODUCAO

Fibrose Cistica (FC) é uma doenca genética autossbmica recessiva, de
ocorréncia mais comum na populacdo caucasiana (SOUZA; COGO; ROSARIO,
2016). Ela é causada por mutacbes no gene Cystic Fibrosis Transmembrane
Regulator (CFTR), localizado no braco longo do cromossoma 7 (ROMMENS et
al.,1989). A proteina codificada por este gene é responsavel entre outros fatores,
pela producédo de secrecdo respiratoria viscosa, que aumenta a probabilidade de
infecgdes bacterianas (MELTER; RADOJEVIC, 2010).

As colbnias variantes pequenas (do inglés small colony variants - SCVs) séo
variacbes morfolégicas encontradas em varias espécies bacterianas (MELTER;
RADOJEVIC, 2010) e Swingle, em 1935, descreveu a ocorréncia em S. aureus. No
caso de S. aureus apresentam em cultura colénias ndo pigmentadas e nao
hemoliticas, com cerca de um décimo do tamanho quando comparadas com o tipo
normal. Acreditava-se a principio que esta caracteristica fazia parte do ciclo de
crescimento normal (PROCTOR et al., 2006). Porém, nas ultimas duas décadas tem
se observado que este fendtipo estd associado com infeccdes persistentes e
recorrentes, podendo ocorrer apdés anos de aparente cura, como em infeccbes
respiratorias de pacientes com FC (KAHL, 2014), osteomielite, endocardite,
rinosinosite, bronquites cronicas, infeccdes persistentes da pele, feridas, abcessos
recorrentes e em proteses (BESIER et al., 2007; NIELSEN et al., 2009; DEAN et al.,
2014).

Infeccbes crbnicas por SCVs de S. aureus estdo relacionadas a sua
capacidade de persistir dentro das células dos hospedeiros, além da capacidade de
formar biofilme (MITCHELL et al., 2013), o que faz com que se tornem resistentes as
defesas do hospedeiro e a acdo dos antimicrobianos (DELGADO-VALVERDE et al.,
2014).

SCVs sdo um grande desafio para os laboratérios de Microbiologia,
principalmente porque sdo mutantes auxotroficos, que necessitam de substratos
especificos como menadiona, hemina ou timidina para seu crescimento,
necessitando de suplementacéo dos meios de cultivo (PROCTOR et al., 2006). Esse

morfotipo de colénia tem sido relacionado a multirresisténcia aos antimicrobianos
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(KAHL; BECKER; LOFFLER, 2016; YAGCI et al., 2013) e o uso de antibidticos,
como Trimetoprim/Sulfametoxazol e gentamicina esta associado ao surgimento de
SCVs (KRIEGESKORTE, 2015; GARCIA et al., 2013).

A descoberta e a caracterizacdo de S. aureus SCVs forneceram uma nova
percepcao sobre o entendimento da patogénese das infec¢des cronicas pulmonares
em pacientes com FC (YAGCI et al., 2013).

Devido a dificuldade de isolamento deste micro-organismo, até o momento
poucos estudos foram realizados. No Brasil ainda ndo hé relatos na literatura sobre o
isolamento em pacientes com FC, o que mostra a relevancia desta pesquisa.

O assunto é atual e relata a importancia da deteccdo deste fendtipo de S.
aureus denominado SCVs, quando isolado de amostras respiratorias de pacientes
com FC, que requerem adequacao ao tratamento. O estudo trata da caracterizacao
dessas variantes, métodos de deteccdo e avaliacdo da sensibilidade a

antimicrobianos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as técnicas de diagnéstico para a detecgdo das colbnias pequenas
variantes de S. aureus (SCVs) em infec¢des pulmonares de pacientes com Fibrose
Cistica atendidos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana, assim
como determinar o melhor método para deteccdo da suscetibilidade aos agentes

antimicrobianos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a prevaléncia de SCVs de S. aureus em pacientes com Fibrose

Cistica.

¢ I|dentificar, através do uso de substratos nutricionais, o tipo de auxotrofismo

presente nos isolados de S. aureus com o fenétipo SCV.

e Verificar o perfil de suscetibilidade dos SCVs de S. aureus, pelos métodos de

disco difusdo em Agar e microdiluicdo em caldo.

e Detectar através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), os genes
envolvidos na resisténcia a antimicrobianos nos isolados de S. aureus normal

e com o fendtipo SCV incluidos no estudo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 MICROBIOLOGIA

A espécie Staphylococcus aureus pertencente a familia Micrococcaceae é
uma bactéria imovel, ndo formadora de esporo, que na morfologia microscopica se
apresenta na forma de células cocoides, isoladas, em pares, tétrades, cadeias curtas
ou agrupadas de maneira semelhante a cachos de uva (JORGENSEN et al., 2015;
NORVILLE, 2011). Porém, na coloracdo de Gram as SCVs podem ser observadas
como cocos pleomarficos, e na microscopia eletrénica observa-se o alargamento dos
cocos com paredes incompletas ou transversais mudltiplas, indicando que a
separacao celular foi prejudicada (PROCTOR et al., 2006).

As SCVs tém caracteristicas fenotipicas proprias que as diferenciam de suas
linhagens normais, e que dificultam sua identificacdo (DELGADO-VALVERDE et al.,
2014). Como o nome indica, a caracteristica mais marcante € a formacdo de
colénias com cerca de um décimo do tamanho das colénias normais. A diminuicédo
no tamanho das coldnias esta relacionada com o crescimento lento destas estirpes,
muitas vezes devido a caracteristica auxotrofica dependente de fatores de
crescimento como menadiona, hemina ou timidina (PROCTOR et al., 2006; GARCIA
et al., 2013). Estas col6nias apresentam uma diminuicdo na pigmentacéo e reducao
ou auséncia de hemolise em agar sangue (KAHL, 2014; GARCIA et al., 2013). O
crescimento destas colGnias fastidiosas ocorre ap0s 24-72 horas de incubagdo em
agar sangue (MELTER; RADOJEVIC, 2010). Devido ao crescimento excessivo de
microbiota comensal ou de S. aureus de tipo normal, sugere-se a diluicdo do
material clinico antes da inoculagdo em meio de cultura, assim como a utilizacdo de
meios diferenciais tais como agar manitol salgado (MSA) com 7,5% de NaCl para
detectd-los (MELTER; RADOJEVIC, 2010).

Para a correta identificagdo deve-se utilizar métodos que permitam a
deteccédo destas variantes, como 0s ensaios de dependéncia nutricional, e as provas
da catalase e da coagulase para a confirmacéo da espécie (YAGCI et al., 2013).
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As SCVs podem também sofrer alteracbes bioquimicas, como o possivel
enfraquecimento das reacOes da catalase e da coagulase, assim como a nao
utilizacdo do manitol (DELGADO-VALVERDE et al., 2014; CHAVES, 2014). Os
isolados suspeitos de serem S. aureus SCVs com o teste de coagulase falso-
negativo, devem ter sua identificacdo confirmada por PCR para a deteccdo dos
genes espécie-especificos nuc e coa, ou por sequenciamento do 16S rDNA.
Sistemas comerciais de deteccdo de coagulase combinado com a deteccdo de
proteina A (Pastorex Staph, Biorad) pode dar resultado negativo em uma pequena
porcao de linhagens analisadas. Os sistemas automatizados nem sempre identificam
e distinguem este fenétipo (MELTER; RADOJEVIC, 2010).

Dependendo do substrato, um mecanismo para a emergéncia de alguns
SCVs tem sido proposto. O conhecimento do auxotrofismo pela dependéncia de
SCVs a menadiona hemina e timidina auxilia no entedimento do mecanismo
subjacente causador do aparecimento de SCVs, que pode ser determinado atraves
do sequenciamento dos respectivos genes ou operons. No entanto existem muitos
SCVs, nos quais ainda nao foi detectado um auxotrofismo apropriado (KAHL, 2014).
Novas tecnologias como o sequenciamento do genoma (TAKEUCHI et al., 2005) e
sequenciamento de RNA (BEAUME et al., 2011) sdo ferramentas promissoras para
elucidar os mecanismos subjacentes até agora indeterminados quando comparados

com cepas do tipo selvagem isogénica (KAHL, 2014).

3.2 CARACTERISTICAS FISIOLOGICAS

As caracteristicas fisiolégicas de SCVs quando determinadas pelo
auxotrofismo, sdo devidas a mutacdes genéticas que os tornam deficientes de
substratos (KAHL, 2014; TUCHSCHERR et al., 2011).

Os dois grupos com maior frequéncia encontrados de defeitos metabdlicos
em isolados clinicos SCVs, sao os auxotroficos para menadiona ou hemina,
substratos requeridos para a biossintese de componentes da cadeia de transporte

de elétrons, e os auxotréficos deficientes na biossintese da timidina (PROCTOR et
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al., 2006), essencial para a sintese do DNA, causando altera¢cdes na viruléncia e
resisténcia de S. aureus (KRIEGESKORTE et al., 2014).

Varias mutacdes genéticas podem produzir defeitos na cadeia de transporte
de elétrons. As mutacdes no gene menD blogueiam a biossintese da menadiona, e
no gene hemB a biossintese da hemina (ferro), tornando as bactérias incapazes de
sintetizar menaquinona e citocromos, respectivamente (PROCTOR et al., 2006;
GARCIA et al., 2013). A menaquinona € um aceptor de elétrons de nicotinamida-
adenina-dinucleotideo (NADH)/flavina-adenina-dinucleotideo (FADH2) na cadeia de
transporte de elétrons. Interrupcdo no transporte de elétrons afeta a fosforilacéo
oxidativa e a geracdo de adenosina trifosfato (ATP). Grandes quantidades de ATP
sd0 necessarias para a biossintese da parede celular, portanto o crescimento lento
leva ao desenvolvimento de pequenas colbnias. O transporte de elétrons também
estd diretamente ligado a biossintese de pigmentos carotendides, tornando as
colénias ndo pigmentadas. A reducdo da expressdo da hemdlise e, a reacdo lenta
para coagulase estdo em parte relacionadas com a diminuicdo da biossintese de
aminoacidos (MELTER; RADOJEVIC, 2010; PROCTOR et al.,, 2006; ATALLA,
GYLES; BONNIE, 2011).

S. aureus SCVs dependentes de timidina estdo relacionadas com infeccao
cronica das vias aéreas em pacientes com FC (YAGCI et al., 2013). Acredita-se que
timidina é abundante em secrecdes das vias respiratérias destes pacientes, devido a
presenca de necrose de células que liberam o DNA, que por sua vez sao digeridos
pela enzima DNAse de S. aureus (PROCTOR et al.,, 2006). SCVs dependente de
timidina s6 podem sobreviver na presenca de timidina externa (KAHL, 2014). SCVs
auxotroéficas para timidina carregam mutacfes no gene da timidilato-sintase (thyA).
Esta enzima, responsavel pela conversao de timidina a partir da uracila (dUMP),
requer Aacido tetrahidrofélico como cofator para catalisar a Ultima etapa da
biossintese da via da timidina (dTMP) (MELTER; RADOJEVIC, 2010).
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3.3 FATORES DE PATOGENICIDADE

A interacéo entre hospedeiro e micro-organismo, € influenciada por fatores de
viruléncia produzidos pelo micro-organismo. S. aureus possui varios fatores de
viruléncia, que promovem a colonizagdo e infeccdo (ATALLA; GYLES; BONNIE,
2011). A diferenca entre colonizacdo e infeccdo € regulada pela expressdo de
fatores de viruléncia e a qualidade e intensidade da resposta imunoldgica provocada
no hospedeiro. Um exemplo, para esta adaptacdo ao hospedeiro é a formacao de
pequenas colbnias variantes (SCVs) (HILMI et al., 2013).

Assim como ocorre com as cepas do tipo selvagem, a adesao e internalizagcéo
de SCVs pelas células hospedeiras parecem ser mediadas pela interacdo de
fibrinogénio com proteinas de ligacdo a fibronectina (Fn-FnBP). Em SCVs, as
adesinas de superficie tal como FnBP e as proteinas de ligacdo de fibrinogénio séo
expressas sob a influéncia de um aumento da atividade do fator de transcricdo
sigma B (sigB) e a baixa regulacao do l6cus agr em relacao as linhagens selvagens;
a expressao aumentada promove adesao e internalizacdo eficientes nas células dos
hospedeiros (MITCHELL, 2013; ATALLA; GYLES; BONNIE, 2011).

Admite-se que a persisténcia de SCVs é devida a diminui¢cdo da producédo de
a-toxina (MELTER; RADOJEVIC, 2010). A reducéo da producédo seletiva resulta em
duas populagdes de organismos: uma subpopulacdo agressiva (produtora de a-
toxina), que provoca destruicdo aguda de tecidos do hospedeiro e uma
subpopulacdo de laténcia que pode persistir no ambiente de protecdo das células
hospedeiras e causar doenca recorrente quando a cadeia de transporte de elétrons
é reconstituida (SINHA; FRAUNHOLZ, 2010).

A maioria dos estudos sobre SCVs foca em sua persisténcia intracelular,
porém o papel dos biofiimes em infeccbes cronicas nédo deve ser esquecido,
principalmente no contexto de infeccdes pulmonares em pacientes com FC. Os
mecanismos envolvidos na formacdo de biofilme por SCVs n&o estdo bem
compreendidos, apesar de alguns resultados sugerirem que a adesina, um
polissacarideo intercelular faz parte da composicdo da matriz do biofilme
(MITCHELL et al., 2013).
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Fugere et al. (2014) sugerem que o fator sigB pode desempenhar
importante papel na capacidade do S. aureus adaptar-se a presenca de P.
aeruginosa. Foi mostrado que em S. aureus, sigB promove a colonizacdo, o
surgimento de SCVs e a formacédo de biofilme em resposta ao tratamento com
antibioticos, a presenca da molécula 4-hidroxi-2-heptilquinolina-N-o6xido (HQNO) e a
producdo de piocianina por P. aeruginosa (BISWAS et al., 2009; HOFFMAN et al.,
2006). HQNO reduz a producdo da toxina hla aumentando a expressao de SigB,
levando a uma expressdo aumentada de sarA e uma diminuicdo da expresséo de
agr. Reducdo da expressao das toxinas ajuda S. aureus a permanecer no meio
intracelular e assim aumenta as suas chances de sobrevivéncia no hospedeiro
(HOTTERBEEKX et al., 2017). As estirpes de SCVs auxotroficas de menadiona sao
capazes de crescer em altas concentragbes de piocianina. A resisténcia a este
pigmento esta relacionada com a inativacdo combinada pela mutagdo no gene ¢srR
e do menD (NOTO et al., 2017). Os estudos de Fugeére et al. (2014), Biswas et al.
(2009) e Hoffman et al. (2006) corroboram a perspectiva emergente de uma co-

adaptacao e de cooperacao entre as duas espécies bacterianas.

3.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA

O desenvolvimento do fenétipo SCV fornece uma estratégia de sobrevivéncia
para S. aureus, que se mantém dentro das células hospedeiras, sem provocar forte
resposta do hospedeiro, atuando como reservatorio para a infeccdo persistente
(KAHL, 2014).

Tuchscherr et al. (2011) demonstraram que SCVs induzem resposta menos
intensa do hospedeiro, em relacdo ao tipo selvagem de S. aureus apds a infecgéo e
invasdo de células eucaribticas in vitro. SCVs intracelulares provocam resposta
significativamente atenuada do hospedeiro, com diminuicdo da liberagdo de
guimiocinas tais como CCL5 (RANTES), CXCL10 (IP-10), CXCL11 (ITAC), e
diminuicdo da adesao da molécula ICAM-1 ap0s infeccéo de células endoteliais, em

comparacao com o tipo selvagem. Outro mecanismo de defesa contra o sistema
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imunologico é a nao inducdo de trombina pelas plaquetas, uma proteina com
atividade microbicida (KAHL, 2014).

O fator-1 hipoxia induzivel (HIF- 1) tem sido descrito recentemente sendo
ativado em resposta a infeccdo bacteriana, onde é essencial para a acao bactericida
dos fagocitos. Mas foi mostrado que SCVs ndo consomem oxigénio e nem ativam
HIF-1, ao contréario das estirpes de tipo selvagem (WERTH et al., 2010). Assim,
existem varias vantagens para S. aureus no estado SCV em relacdo a resposta
imunoldgica do hospedeiro, representando importante estratégia de evasao, pela
reduzida inducéo de quimiocinas e falta da ativacdo de HIF-1 (KAHL, 2014).

3.5 EPIDEMIOLOGIA

Em humanos, aproximadamente 20-30% da populacédo sdo portadores de S.
aureus (NORVILLE, 2011), uma bactéria versétil, que pode causar graves infeccoes,
mas também €& capaz de colonizar a mucosa respiratdria na auséncia de
manifestacéo de doenca (HILMI et al., 2013).

A bactéria S. aureus, geralmente se estabelece precocemente nos pacientes
com FC (BESIER et al., 2007). Em um estudo conduzido por Abman et al. (1991)
com 42 criancas diagnosticadas com a doenca, a idade média dos pacientes
colonizados com S. aureus foi de 12,4 meses. Souza et al. (2006) isolaram S. aureus
em amostras respiratorias de 25 criangas (76%) com idade média de 14,3 meses
para meninos e de 15,5 meses para meninas. Dados americanos obtidos pela Cystic
Fibrosis Foundation (CFF) assim como pelo Grupo Brasileiro de Estudos de Fibrose
Cistica (GBFEC) mostram S. aureus em percentuais acima de 70% das secregdes
obtidas de criancas entre 6 a 10 anos de idade. Nos pacientes adultos, os indices
ficam em torno de 35% (CFF, 2009; GBFEC, 2014).

Os resultados de um estudo prospectivo de 6 anos de duracdo, em doentes
com FC demonstraram que as vias aéreas de 72% dos pacientes estavam
infectadas com o tipo normal de S. aureus e SCVs, com uma persisténcia mediana

de 37 meses (variando de 6 a 70 meses) (KAHL et al., 2006). Observou-se também
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gue em alguns pacientes o fendtipo SCVs prevaleceu em relacdo ao fendtipo de
estirpe normal que desapareceu, indicando assim uma vantagem de adaptacao
deste fenotipo ao meio hostil das vias aéreas (PROCTOR et al., 2006).

Estudos realizados na Europa indicam que a prevaléncia de
colonizacéao/infeccdo por SCVs em pacientes com FC oscila entre 8 e 33% (KAHL et
al., 1998; YAGCI et al.,, 2013). Mais recentemente, Morelli et al. (2015), na Itélia,
isolaram o fenétipo SCV em 13 pacientes com FC dos 42 que estavam colonizados
cronicamente com S. aureus, com idades variando entre 5 e 53 anos. Wolter et al.
(2013) ao avaliar criancas e adolescentes de até 16 anos com FC, observaram uma

prevaléncia de 24% de SCVs de S. aureus, incluindo MRSA.

3.6 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS RESPIRATORIAS

O material considerado padrdo ouro para o isolamento de micro-
organismos do trato respiratério inferior € o lavado bronquico alveolar (LBA), porém
o0 escarro expectorado € de mais facil obtencdo. Em pacientes, incapazes de
expectorar o “swab de tosse” embora menos indicado que o escarro pode ser
utilizado (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2010; ZAMPOLI et al., 2016).

De forma simplificada, para a coleta de LBA um broncoscépio é introduzido
atraves das cordas vocais, ap0s anestesia local da faringe posterior com lidocaina e
sedacdo intravenosa. Em seguida o lobo pulmonar onde se encontra a inflamacéo &
lavado com soro fisiol6gico estéril, e o material € aspirado para um recipiente estéril
e enviado para cultura (SEIDLER et al., 2016).

A coleta do escarro pode ser realizada de modo espontaneo,
preferencialmente pela manha, para obter a secre¢cdo acumulada durante a noite.
Deve-se orientar 0 paciente para enxaguar a boca com agua, evitar o uso de
enxaguatorio bucal ou creme dental, e em seguida tossir diretamente em recipiente
estéril de boca larga. Fechar o recipiente com a tampa (Centers for Disease Control
and Prevention — CDC).
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A técnica de coleta com swab consiste em colocar o swab estéril na garganta
do paciente e solicitar que ele tussa, e coletar a secre¢cdo expectorada sem tocar a
faringe posterior (SOUZA, 2012).

Culturas de orofaringe quando comparadas com cultura de lavado
brénquico apresentaram alta especificidade (92%) e valor preditivo positivo (91%)
para S. aureus (RAMSEY et al., 1991). Fisioterapia antes da coleta de swab de
orofaringe aumenta a probabilidade do isolamento de S. aureus (KABRA et al.,
2004). O uso de salina hipertdnica de 3 a 7% auxilia na expectoracao, tanto para
coleta de escarro quanto para coleta com swab (HO et al., 2004; SUBBARAO et al.,
2007; DELLON et al., 2008). O swab deve ser transportado em tubos de ensaio
estéreis contendo tampao salina fosfatado (PBS) com gelatina bacterioldgica a
0,1% (RAMSEY et al., 1991).

O ideal é processar a amostra respiratoria logo apés a coleta para a melhor
recuperacao das bactérias (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2010). A amostra pode ser
mantida a temperatura de 4°C por até 24 horas, se necessario (GILLIGAN, 2010).

Para o cultivo de amostras respiratdrias de pacientes com FC recomenda-
se 0 uso dos seguintes meios de cultura: agar MacConkey (MC), para o isolamento
de bactérias gram negativas; agar seletivo para isolamento de bactérias do
complexo Burkholderia cepacia (BCSA); &gar manitol salgado (MSA) para
isolamento de S. aureus e agar sangue de cavalo ou agar chocolate suplementado
com bacitracina (ACHB) para isolamento de Haemophilus influenzae (GILLIGAN;
KISKA; APPLEMAN, 2006). As placas de MC, MSA e BCSA devem ser incubadas a
35-37°C, em ar ambiente, e o ACHB ou agar sangue de cavalo em 5% de CO; por
até 48 horas; as placas de BCSA devem ser incubadas por até 5 dias e examinadas
diariamente (CYSTIC FIBROSIS TRUST, 2010; SOUZA, 2012).

3.7 TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

A realizacdo de testes de suscetibilidade in vitro dos SCVs é de dificil

execucdo porque foge dos procedimentos de rotina, € necessario 0 uso de
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estratégias que busquem favorecer o crescimento. A suplementacédo de vitamina K
(menadiona) para restaurar o0 crescimento, antes de realizar o teste de
suscetibilidade aos antibioticos tem atraido o interesse em infec¢des por mutantes
dependentes de menadiona (GARCIA et al.,, 2013). Para a deteccao do perfil de
suscetibilidade de SCVs dependentes de timidina e hemina € necessario utilizar
meios ricos como &gar sangue Columbia (BESIER et al.,2007), no caso da
dependéncia da timidina pode ser utilizado Agar Mueller Hinton suplementado com
10 a 200 pg/ml de timidina (HORIUCHI et al., 2015; DELGADO-VALVERDE et al.,
2014). Precit et al. (2016) utilizaram MHA suplementados com 1 pg/ml de
menadiona, 1 pg/ml de hemina e 5 pg/ml de timidina.

Métodos de disco difusdo e microdiluicdo podem apresentar resultados com
falsa sensibilidade a meticilina. Alternativas que podem ser utilizadas para a
deteccdo da resisténcia a meticilina, sdo a detec¢cdo do gene mecA por PCR ou
pesquisa da aglutinacdo PBP2a por latex, utilizando um elevado in6culo bacteriano
nos isolados SCVs de MRSA (MELTER; RADOJEVIC, 2010; CHAVES, 2014).

3.8 RESISTENCIA DE SCVs AOS ANTIMICROBIANOS

Assim como o fenétipo normal, SCV também pode adquirir e expressar todos
0S mecanismos classicos de resisténcia aos agentes antimicrobianos observados
em bactérias gram positivas (GARCIA et al., 2013), sendo mais resistentes a
algumas classes de antibidticos que a linhagem selvagem (MELTER; RADOJEVIC,
2010).

As cepas de S. aureus SCVs com mutacdes ou delecbes no gene menB,
envolvido na biossintese da menadiona, mostram uma reduzida sensibilidade a
gentamicina. Bactérias SCVs resistentes a gentamicina, na auséncia de pressao
antibiética, mudam o seu fenétipo para o tipo normal, servindo como um reservatorio
constante capaz de persistir em tecidos dos hospedeiros (EDWARDS, 2012). O

tratamento com gentamicina tem sido relacionado com a selecdo de SCVs, que



27

podem também mostrar resisténcia associada ao acido fusidico (KAHL, 2014;
GARCIA et al., 2013).

O aminoglicosideo tobramicina geralmente é usado no tratamento de
infeccbes por P. aeruginosa em pacientes com FC, e testes in vitro indicam que S.
aureus e P. aeruginosa isolados destes pacientes sdo geralmente tobramicina
suscetiveis. Hoffman et al. (2006) observaram os efeitos em curto prazo de HQNO
produzido por P. aeruginosa sobre S. aureus. Na presenca de niveis de tobramicina
acima da concentracao inibitéria minima (CIM de 0,4 g/mL) S. aureus cresceu ao
redor de colonias de P. aeruginosa. Portanto, o uso da tobramicina para o
tratamento de infec¢Bes das vias aéreas causadas por P. aeruginosa, em pacientes
com FC, pode explicar o aumento da prevaléncia de SCVs, em pacientes com mais
idade e em piores condi¢des clinicas (KAHL, 2014).

O uso de trimetoprim-sulfametazol esta relacionado com o surgimento de
SCVs dependentes de timidina (KRIEGESKORTE et al., 2015). Wolter et al. (2013)
levantaram a possibilidade de que o tratamento com este antibiético era em si um
fator de risco para a piora da funcdo pulmonar. Além disso, variantes morfolégicas
timidina-dependentes sdo hipermutaveis, favorecendo a aquisicdo de resisténcia e
de persisténcia (CHAVES, 2014).

A resisténcia a antibiéticos ativos na parede celular, como os B-lactamicos,
ocorre devido a reducao da taxa de crescimento e metabolismo da parede celular de
SCVs (NORVILLE, 2011; TUBBY et al., 2013).

Em relacdo as quinolonas, trabalhos mostraram que o fenétipo SCV é mais
resistente a ciprofloxacino do que no fenétipo normal de S. aureus isolados de
amostras clinicas (YAGCI et al., 2013).

A azitromicina vem sendo utilizada de forma continua em pacientes com FC
por apresentar acao anti-inflamatéria (BLACK et al., 1997) e também tem sido
associada com resisténcia a macrolideos (PHAFF et al., 2006). A resisténcia a
macrolideos, clindamicina e estreptogramina B, constitutiva ou induzida (MLSy), esta
associada com modifica¢cdes no alvo de ligagcdo no ribossomo, codificados pelo gene
erm (erythromycin ribosomal methylase), os genes ermA, ermB ou ermC, sdo os
mais frequentemente encontrados (COUTINHO et al., 2010). A resisténcia também
pode ser mediada por bombas de efluxo, codificadas pelos genes msrA e msrB
(proteina msr - methionine sulfoxide reductase), conferindo resisténcia aos

macrolideos e estreptogramina B (SINGH et al., 2015).
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3.9 TRATAMENTO

O tratamento de infec¢cbes causadas por SCVs € um desafio, e continua
sendo um campo mal explorado com relacdo as opc¢des terapéuticas mais
adequadas para impedir 0 seu surgimento bem como a sua erradicacado (GARCIA et
al., 2013). Por se tratar de infeccBes persistentes, a resisténcia aos antimicrobianos
tem aumentado (TUBBY et al., 2013), assim como a possibilidade de recorréncia das
infeccbes. A recidiva da infeccdo pode ocorrer com intensidade semelhante a
infecgao inicial, muitas vezes néo respondendo mais ao tratamento com oS mesmos
antibioticos (ALRESHIDI et al., 2013).

Uma vez que SCVs persistem intracelularmente, recomenda-se o uso de
rifampicina por apresentar atividade anti-estafilocécica intracelular. Como o uso
deste antibiético em monoterapia gera resisténcia rapidamente, é recomendavel sua
associacdo com beta-lactamico para o tratamento de SCVs sensiveis a meticilina ou
com vancomicina para os resistentes a meticilina (CHAVES, 2014).

Lenhard et al. (2015) observaram que o uso isolado de vancomicina para o
tratamento de MRSA, pode estar relacionado com a selecdo do fenotipo SCV,
sugerindo, assim, que se faca seu uso associado a outro antibiético.

A daptomicina também tem demonstrado in vitro maior atividade do que a
vancomicina contra SCVs, e combina¢des de daptomicina e beta-lactamicos podem
ser uma nova opcao de tratamento. Estudos com macréfagos revelaram também
que oritavancin, moxifloxacina e quinupristina/dalfopristina séo ativos contra SCVs
intracelulares (LENHARD et al., 2015).

Casos de infeccdes associadas com colonizagdo anterior das narinas por
SCVs de S. aureus foram relatados na literatura. Além da terapia tradicional, a
terapia fotodinamica tem sido proposta para a descontaminacdo das narinas de
portadores de MRSA (TUBBY et al., 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

No periodo de janeiro de 2014 a setembro de 2016, um total de 246
pacientes provenientes dos estados do Parana e Santa Catarina foram atendidos
nos ambulatérios adulto e pediatrico de Fibrose Cistica do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana.

Entre todos o0s pacientes atendidos nos ambulatérios, houve o
desenvolvimento do micro-organismo S. aureus nas amostras respiratorias de 182
pacientes. Para cada paciente foi incluido apenas um isolado bacteriano obtido no
periodo do estudo.

Este estudo foi caracterizado como observacional de corte transversal e o
projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres
Humanos (CEP) do HC-UFPR sob o registro n° CAAE 45.063115.90000.0096
(ANEXO 1), seguindo as normas da Resolugédo 466/2012 do Conselho Nacional de

Saude do Ministério da Saude.

4.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

Para a coleta de escarro, quando néo foi possivel a obtencdo espontanea da
amostra, esta foi obtida de forma induzida, apds nebulizacdo com solucédo salina
hipertébnica a 6% (SSH) (SOUZA, 2012). As amostras de escarro foram
transportadas ao laboratério em frascos estéreis de boca larga. Nos casos dos
pacientes que ndo conseguiram expectorar, foi utilizada a técnica para a coleta de

swab de “tosse”. O swab com o material biologico coletado da orofaringe, foi
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transportado em tubos com 1 ml de tampéo salina fosfatada (PBS) contendo 0,1%
de gelatina bacteriologica, em caixa isotérmica (SOUZA, 2012).

Todas as amostras de escarro e de swab de orofaringe foram encaminhadas
para o laboratorio logo apos a coleta, e processadas para a semeadura assim que
chegaram ao laboratorio.

Para a semeadura e incubacdo dos materiais respiratorios, foi utilizado o

fluxograma a sequir.

FIGURA 1 - FLUXOGRAMA DA SEMEADURA E INCUBACAO DOS MATERIAIS RESPIRATORIOS

Swab de orofaringe g Escarro
‘ 1 1T “ 1 mL da amostra + 9mL de DTT

| ‘ Homogeneizar em vortex por 30s

= .

-

Homogeneizar em vértex por 30s

= A
ol ‘ ‘ 0,1 mL da mistura + 0,9 mL de PBS
U] B Homogeneizar

¥ 3

BENEI ‘ 0,1 mL da mistura + 0,9 mL de PBS
‘ | ‘ Homogeneizar

Semear o homogeneizado =

Usar alca 1:100 ‘

Semear o homogeneizado

\ N\ Usar al¢a 1:100

U (’?'33 Em dgar chocolate (ACH): por 48 horas em jarra sob tensao a 5-10% de CO2.
. Agar MacConkey (MC):a 35-36° C por 48 h atmosfera normal
g ’ / Agar manitol salgado (MSA): a 35-36° C por 48 h atmosfera normal
¥, {

‘ Agar seletivo para Burkholderia cepacia (BCSA): por até 5 dias em atmosfera normal

Qe?/:

ELABORADO POR: Dilair Camargo de Souza e Keite da Silva Nogueira (2017)
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4.3 IDENTIFICACAO

4.3.1 Identificacao fenotipica

A ldentificacdo fenotipica foi realizada a partir do isolamento das colénias em
MSA, observando a morfologia, cor e tamanho. As colonias puntiformes foram
subcultivadas em &gar sangue. De todas as colénias com caracteristicas de
Estafilococo (grandes ou puntiformes) foi realizada a coloracdo de Gram para
observacdo da morfologia microscopica, e as provas de crescimento em agar com
7,5% de NaCl, catalase e coagulase, as quais quando positivas caracterizaram S.
aureus.

Para confirmacdo da identificacdo de SCVs foi utilizado o sistema
automatizado Vitek®2 Compact (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France), e espectometria
de massa (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight - MALDI-TOF)
com Vitek® MS (bioMérieux, Marcy I'Etoile, France) (MASOUD - LANDGRAF et al.,
2016).

Os isolados identificados como S. aureus, com morfologia normal e/ou de
SCVs, de uma mesma amostra foram armazenados em criotubo contendo caldo
triptico de soja (TSB) com adicdo de 15% de glicerol, mantidas em freezer a
temperatura de -80°C, e posteriormente subcultivados em agar sangue para demais

analises fenotipicas e genotipicas.

4.3.2 Dependéncia nutricional

Para determinar a dependéncia nutricional das colonias SCVs de S. aureus,
foram utilizados dois métodos. ApGs suspender o isolado bacteriano na escala tubo
0,5 de McFarland:
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- as colbnias foram subcultivadas em &gar Mueller Hinton (MHA)
suplementado com hemina (20 pg/ml), menadiona (20 pg/ml) ou timidina (200ug/ml)
(Sigma Aldrich®).

- discos impregnados com 15uL destes substratos foram depositados sobre a
superficie do MHA semeado.

Os meios foram incubados em atmosfera aerobia a 35-37°C durante 24 horas,
sendo reincubadas até 72 horas no caso de auséncia de crescimento (DELGADO-
VALVERDE et al., 2014).

O isolado foi considerado dependente nutricionalmente quando cresceu no

meio contendo o substrato ou ao redor do disco impregnado com o substrato.

4.4 TESTE DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

O perfil de suscetibilidade das SCVs foi determinado através do método de
disco difusdo em agar, utilizando agar Mueller Hinton suplementado com timidina
(MHAT) (200pg/mL) (DELGADO-VALVERDE et al., 2014; PRECIT et al., 2016) e
MHA suplementado com timidina e 5% de sangue de carneiro (MHATS) (BESIER et
al., 2008). A concentracao inibitéria minima (CIM) foi determinada, pelo método de
microdiluicdo em caldo Mueller Hinton cétion-ajustado (CAMHB) para o isolado de S.
aureus normal, seguindo a padronizagdo do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2016) e em caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com
timidina para o fenotipo SCV (200ug/mL) (YAGCI, et al., 2013; PRECIT et al., 2016).
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4.4.1 Disco difusdo em agar

Uma suspensdo bacteriana com turvacéo equivalente a do tubo 0,5 da escala
de McFarland foi preparada para cada isolado bacteriano a ser testado, e em
seguida a mesma foi inoculada na superficie do agar. Os discos impregnados com
0s antimicrobianos ciprofloxacino (5 pg), clindamicina (2 pg) eritromicina (15 pg),
cefoxitina (30 pg), rifampicina (5 pg), linezolida (30 pg), gentamicina (10 pg) e
trimetoprim/sulfametoxazol (1,25/23,75 ug) foram depositados na superficie do meio
com auxilio de uma pinca esteéril.

Os discos de clindamicina e eritromicina foram depositados a uma distancia
de 25 mm entre si, para avaliacdo da resisténcia induzida. O aparecimento de um
achatamento da zona de inibicdo da clindamicina adjacente ao disco de eritromicina
(referido como zona - D) foi considerado como resisténcia a clindamicina induzida.

As placas foram incubadas a 35°C durante 24 horas para a oxacilina e 16 a
18 horas para demais antimicrobianos. Para isolados com pouco desenvolvimento o
periodo de incubacéo foi aumentado para 48 horas. Os halos de inibicdo foram
medidos e interpretados segundo o documento do CLSI (2016).

O teste nao foi realizado para vancomicina por nao terem sido estabelecidos
pontos de corte para este antimicrobiano através da técnica de disco difusao.

No Quadro 1 se encontram o0s pontos de corte utilizados para a interpretacao

dos resultados do teste de Disco Difusao.
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QUADRO 1 - INTERPRETAGAO DA SUSCETIBILIDADE SEGUNDO O CLSI PARA OS

ANTIMICROBIANOS DE ACORDO COM A TECNICA DE DISCO DIFUSAO

Interpretacdo dos pontos de corte (mm)

Antimicrobiano S I R
Ciprofloxacino =21 16 - 20 <15
Clindamicina 2 21 15-20 <14
Eritromicina =23 14 - 22 <13
Gentamicina 215 13-14 <12
Linezolida =21 - <20
Trimetoprim/Sulfametaxazol =216 11-15 <10
Vancomicina - - -
Oxacilina (disco de cefoxitina) =22 - <21
Rifampicina 222 - <21

Fonte: CLSI (2016)

LEGENDA: Sensivel (S), Intermediério (1), Resistente (R)

O controle de qualidade dos discos de antimicrobianos e do meio de cultura
foi realizado para cada lote através da cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923
(Quadro 2).
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QUADRO 2 — PONTOS DE CORTE PARA CEPAS CONTROLE PARA O TESTE DE DISCO

DIFUSAO DE ACORDO COM O CLSI

Pontos de corte (mm)
Antimicrobianos S. aureus
ATCC 25923
Ciprofloxacina 22-30
Clindamicina 24 -30
Eritromicina 22-30
Gentamicina 19-27
Linezolida 25-32
Trimetoprim/Sulfametaxazol 24 - 32
Vancomicina 17-21
Oxacilina (disco de cefoxitina) 23-29
Rifampicina 26 -34

Fonte: CLSI (2016)

4.4.2 Microdiluicdo em caldo

A determinacédo da concentracao inibitoria minima (CIM) foi realizada para os
antimicrobianos ciprofloxacino, oxacilina, eritromicina, clindamicina, trimetoprim/
sulfametoxazol e vancomicina. Os antimicrobianos linezolida, gentamicina e
rifampicina ndo foram avaliados por ndo haver no momento, disponibilidade dos sais.

A técnica consistiu em utilizar um pequeno volume de caldo (0,1 mL) de
CAMHB para o isolado de S. aureus normal, e em caldo BHI suplementado com
timidina para o fendtipo SCV, dispensado em placa de Elisa estéril, contendo 96
pocos de fundo redondo.



36

As placas foram preparadas com o numero de diluicbes sucessivas

necesséarias para cada antimicrobiano, sendo a maior diluicdo trés concentracdes

acima do ponto de corte para resisténcia e a Ultima diluicdo contendo os pontos de

corte das cepas padrdao (Quadro 3). Os pontos de corte para as cepas S. aureus

ATCC 29213 utilizada no controle do teste de microdiluicdo estdo inseridas no

Quadro 3.

QUADRO 3 - INTERPRETAGAO DA SUSCEPTIBILIDADE SEGUNDO O CLSI E DILUICOES

TESTADAS PARA CADA ANTIMICROBIANO

Pontos de corte

Pontos de corte

L L
(hg/mL.) (hg/mL) DiluicOes testadas
Antimicrobianos 5 I R Staphylococcus
Y (ng/mL)
aureus
ATCC 29213
Ciprofloxacino <1 2 24 0.12-0.5 0,03 - 16
Clindamicina <05 1-2 >4 0.06 - 0.25 0,03 - 16
Eritromicina <05 1-4 =8 0.25-1 0,06 - 32
Trimetoprim/Sulfametaxazol | < 2/38 - 24/76 <0.5/9.5 0,03-0,6/16 - 304
Vancomicina <2 4-8 216 0.5-2.0 0,12 - 64
Oxacilina <2 - 24 0.12-0.5 0,03 - 16

Fonte: CLSI (2016)

LEGENDA: Sensivel (S), Intermediario (1), Resistente (R)
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A quantidade em mg do antimicrobiano necessaria para preparar as

solugdes foi calculada usando a seguinte férmula:

Peso (mg) = Vol. do Solvente (mL) X Conc. da Solucéo Estoque (pug/mL)

Poténcia do antimicrobiano (pg/mL)

A solucao-estoque foi realizada vinte vezes mais concentrada que a primeira
diluicdo a ser utilizada e, a partir desta, foram feitas diluicdes sucessivas até atingir a
menor concentracdo. As informagdes fornecidas pelo fabricante da droga foram
consideradas na determinacdo da solubilidade dos antimicrobianos. No preparo da
solucéo-estoque de oxacilina foi acrescentada uma solucdo de NaCl 2%. Em
seguida as mesmas foram esterilizadas por filtracao utilizando membrana com poros
de 0,22 um de diametro e armazenadas em frascos estéreis a -80°C até o momento

do uso.

Para o preparo do in6culo, uma suspenséo de concentragéo referente ao tubo
0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL) foi acertada com o auxilio de turbidimetro. Em
seguida a suspensao bacteriana foi diluida 1:10 em solucdo salina estéril, com
concentracéo final de 1,5 x 10’ UFC/mL e, com auxilio de pipeta multicanal, uma
aliquota de 5 pL da suspensao foi inoculada em todas as cavidades da placa que
continham as diluicées seriadas do antimicrobiano, obtendo-se cerca de 10* UFC
por poco.

Em cada placa de microdiluicho em caldo foi incluido um controle de
crescimento em meio basal, sem agente antimicrobiano, a fim de avaliar a
viabilidade dos isolados testados e um controle do meio, sem adicdo de micro-
organismos.

As placas foram tampadas e colocadas em saco plastico para evitar possivel
evaporacao antes de serem incubadas na estufa a 35°C durante 24 horas para a
oxacilina e vancomicina e 16 a 10 horas para demais antimicrobianos. Para isolados
com pouco desenvolvimento o periodo de incubacéo foi aumentado para 48 horas.

Apos a incubacao foi realizada a leitura das placas e interpretacdo dos

resultados. A quantidade de crescimento nos pocos contendo o antimicrobiano foi
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comparada com a quantidade de crescimento nos pogos controle de crescimento
(sem antimicrobiano) em cada teste, para determinar os pontos finais de
crescimento. Foi considerada como CIM a menor concentragdo do antimicrobiano

capaz de inibir completamente o crescimento bacteriano.

4.5 PESQUISA DO GENE DE IDENTIFICACAO E DOS GENES DE RESISTENCIA

A Reacgédo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada em todos os isolados
SCVs para pesquisa dos genes ermA, ermB, ermC, msrA e msrB, para
determinacdo da resisténcia aos antimicrobianos eritromicina e clindamicina; do
gene mecA para resisténcia aos B-lactamicos; e do gene nuc para confirmacao da
identificacdo do género Staphylococcus. As técnicas e os inicializadores utilizados

na reacao estao contidos no Anexo 2.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise dos dados foram utilizadas porcentagens e para determinacdo

das demais variaveis foi utilizado o programa de computador SPSS versao 22.0.
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5.1 PREVALENCIA
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Dentre os 246 pacientes incluidos na pesquisa, 120 (48,8%) eram do

género masculino, com idades variando entre 1 més e 83 anos e mediana de 9

anos (Figura 2)

FIGURA 2 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES DE ACORDO COM O GENERO E IDADE (n=246)

B Masculino

Feminino

70
60 -
@ 50
=7
S
‘s 40+
©
Qo
Q 30_
e}
g 20
£
3 10 I I
0_ T T T I- T I_ I. I_
2 > > 3 > > > o 2>
@9 A S A L
RN S S S SN RN &
N v % » % © O
N

Fonte: A autora, (2017)

O mapa demografico a seguir representa a origem dos pacientes que foram

inseridos na pesquisa (Figura 3). A maioria dos pacientes esta localizada em

Curitiba e regido metropolitana (41%), sendo os demais distribuidos em outras

regides do Parana e no estado de Santa Catarina.
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FIGURA 3 — DISTRIBUICAO DOS PACIENTES DE ACORDO COM A REGIAO DEMOGRAFICA
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Fonte: A autora, (2017)

O patdgeno S. aureus foi isolado em amostras respiratorias de 182 (74%)
pacientes, apresentando uma maior prevaléncia nos primeiros anos de vida (1 més
a 9 anos) em 103 (56,6%) pacientes. Dos pacientes em que se isolou S. aureus,
SCVs foram identificados em 11 (6,0%), totalizando 4,5% em todos 0s pacientes
atendidos (Tabela 1).

Das 11 amostras em que o fendtipo SCV esteve presente, em 7 (63,7%)

também se isolou o fenotipo normal.
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TABELA 1 - DISTRIBUICAO DO FENOTIPO NORMAL E SCV DE S. aureus EM RELAGAO A
IDADE E GENERO DOS PACIENTES (n=182)

idade S. aureus normal S. aureus SCV total
(anos) Masculino Feminino Masculino Feminino

1més - 9a 52 51 0 0 103
10-19 30 22 3 2 57
20 - 29 3 1 3 1 8
30-39 0 4 0 0 4
40 - 49 0 1 0 0 1
50 - 59 1 1 0 1 3
60 - 69 0 2 0 0 2
>70 1 2 0 0 3
Desconhecida 0 0 1 0 1

total 87 84 7 4 182

Fonte: A autora (2017)

A tabela a seguir apresenta as medianas de idade dos pacientes nos quais

se isolaram o fendtipo normal e SCV de S. aureus.

TABELA 2 - MEDIANA DE IDADE DE PACIENTES COM S. aureus NORMAL (N=171) E SCV

(n=10)
Fendtipo S. aureus N Mediana (anos) p (testet)
normal 171 7,00 0,033
SCV 10 19,00
total 181 8,00

Fonte: A autora (2017)

A analise estatistica demonstrou diferenca significativa com relacdo as
medianas de idade entre o total de pacientes nos quais se isolou S. aureus com
fendétipo normal e fen6tipo SCV.

A tabela 3 contém o valor de qui-quadrado entre o fenétipo SCV e o género

dos pacientes.
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TABELA 3 — ANALISE DO FENOTIPO SCV E GENERO DOS PACIENTES

p (qui-
R SCV
GENERO total quadrado)
Néao Sim
Feminino 84 4 88 0,287
Masculino 87 7 94
total 171 11 182

Fonte: A autora (2017)

Conforme demonstrado na tabela 3, a prevaléncia de SCVs no género

masculino foi superior ao feminino, porém sem diferenca significativa (p= 0,287).

5.2  IDENTIFICACAO BACTERIANA

As figuras a seguir representam as caracteristicas microscopicas e

macroscopicas dos isolados normais de S. aureus e dos SCVs. Na figura 4 a,

observa-se a morfologia celular caracteristica de S. aureus, arranjados aos pares,

tétrades e cachos de uva, ja na figura 4b, os cocos se apresentam de forma

irregular, aos pares ou pequenos agrupamentos.

FIGURA 4 — MORFOLOGIA MICROSCOPICA DE ISOLADOS NORMAIS (A) E DOS SCVs (B)
CARACTERIZADA ATRAVES DA COLORACAO DE GRAM
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Na placa de MSA na figura 5 observa-se 0 crescimento concomitante de
colénias de S. aureus normal, e de SCVs que apresentam colénias de tamanho
inferior quando comparadas com o fenétipo normal. Na figura 6 observa-se o
crescimento dos fendtipos normal e SCV em 4gar sangue, sendo que na placa com
crescimento das col6nias SCVs, algumas colbénias comecam a reverter para o

fendtipo normal.

FIGURA 5 - COLONIAS DE FENOTIPOS NORMAL E SCV DE S. aureus EM AGAR
MANITOL SALGADO

FONTE: A autora (2017)

FIGURA 6 - COLONIAS DE FENOTIPOS SCVs (ESQUERDA) E NORMAL (DIREITA) EM
AGAR SANGUE

REVERSAO DE FENOTIPO

“FONTE: A autora (2017)
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Todos os isolados SCVs apresentaram teste positivo para as provas
de catalase e coagulase e ndo cresceram em agar NaCl 7,5% e agar Mueller
Hinton ndo suplementado. Pelo sistema automatizado Vitek®2 Compact, os
isolados SCVs de S. aureus foram identificados como S. aureus em 7
(63,6%), S. capitis/warneri em 1 (9,1%) e S. lentus em 3 (27,3%). Todos 0s
isolados foram identificados como S. aureus pelo MALDI-TOF e confirmados

molecularmente pela deteccdo do gene nuc (Tabela 4).

No teste de dependéncia nutricional, todos os 11 isolados SCVs foram
dependentes de timidina (Figura 7 e 8), e nenhum deles apresentou

dependéncia para menadiona e hemina (Tabela 4).

FIGURA 7 — CRESCIMENTO DE COLONIAS SCVs NO TESTE DE DEPENDENCIA
NUTRICIONAL EM MHA SUPLEMENTADO COM TIMIDINA

FONTE: A autora (2017)

FIGURA 8 - CRESCIMENTO DE COLONIAS SCVs NO TESTE DE DEPENDENCIA NUTRICIONAL
EM MHA UTILIZANDO DISCOS IMPREGNADOS COM OS DIFERENTES SUBSTRATOS
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FONTE: A autora (2017)
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TABELA 4 - TESTES FENOTIPICOS, GENOTIPICOS E DE DEPENDENCIA NUTRICIONAL DOS ISOLADOS DE SCVs

Identificacdo bacteriana

Isolado Dependéncia nutricional
ID Testes bioquimicos sistemas automatizados PCR
NacCl MALDI-
Catalase 7,5% Coagulase Vitek TOF gene nuc MHA TMHA HMHA MMHA

Sal + - + S. aureus S. aureus + - + - B
sa2 + - + S. aureus S. aureus + - + - )
Sa3 + - + S. aureus S. aureus + - + - }
Sa4 + - + S. capitis/warneri  S. aureus + - + - -
Sa5 + - + S. lentus S. aureus + - + - }
Sa6 + - + S. aureus S. aureus + - + - }
sa7 + - + S. lentus S. aureus + - + - )
Sa8 + - + S. aureus S. aureus + - + - -
Sa9 + - + S. lentus S. aureus + - + - B
Salo + - + S. aureus S. aureus + - + - -
Sall + - + S. aureus S. aureus + - + - -

Fonte: A autora (2017)

NOTA: NaCl 7,5% (Agar em tubo inclinado); MHA (Agar Mueller Hinton); TMHA (Agar Mueller Hinton suplementado com timidina); HMHA (Agar Mueller Hinton suplementado com hemina); MMHA
(Agar Mueller Hinton suplementado com menadiona).
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5.3 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE E GENES DE RESISTENCIA

Pelo método de disco difusdo, o perfil de suscetibilidade dos 11 isolados
SCVs demonstrou que todos foram resistentes a clindamicina, eritromicina e
trimetoprim-sulfametoxazol. Para ciprofloxacino houve suscetibilidade intermediaria
em 3 (27,3%) dos isolados e 5 (54,5%) foram resistentes. Em 2 (18,2%) foi
detectada resisténcia a gentamicina e em 1 (9%) a oxacilina e rifampicina. Todos os

isolados foram suscetiveis a vancomicina e linezolida (Figura 9).

FIGURA 9 — PERFIL DE SUSCETIBILIDADE POR DISCO DIFUSAO EM SCVs (n=11)
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FONTE: A autora (2017)
LEGENDA: CIP = Ciprofloxacino; CLI = Clindamicina; ERI = Eritromicina;
T/S = trimetoprim/Sulfametoxazol; VAN = Vancomicina; OXA = Oxacilina
(testado com cefoxitina); GEN = Gentamicina; RIF = Rifampicina;

LZD = Linezolida; R = Resistente; | = Intermediario; S = Sensivel.

Em 5 isolados SCVs (45,5%) a resisténcia a clindamicina foi do tipo induzivel.
A Figura 10 representa a resisténcia induzida a clindamicina em SCVs pelo D-test.
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FIGURA 10 — RESISTENCIA INDUZIDA A CLINDAMICINA ATRAVES DA TECNICA DE D-TEST

FONTE: A autora (2017)

Das 11 amostras em que se isolou SCVs, em 7 amostras também se isolou S.
aureus com fenotipo normal. Pelo teste de microdiluicio em caldo, os SCVs foram
100% resistentes a trimetoprim-sulfametoxazol enquanto os isolados de fendtipo
normal foram todos sensiveis. A resisténcia a ciprofloxacino em SCVs foi de 42,8% e
no fendtipo normal foi de 14,3%. Os antibidticos clindamicina, eritromicina e
vancomicina apresentaram o mesmo perfil de suscetibilidade tanto para o fenétipo

normal quanto para o fenétipo SCV (Figura 11).
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FIGURA 11 — COMPARAGAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE POR MICRODILUICAO ENTRE
O FENOTIPO NORMAL E SCVs (n = 7)
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FONTE: A autora (2017)
NOTA: CIP = Ciprofloxacina; CLI = Clindamicina; ERI = Eritromicina; T/S =

trimetoprim/Sulfametoxazol; VAN = Vancomicina; OXA =Oxacilina; R =

Todos os isolados SCVs foram multirresistentes, e tanto o antibiograma
realizado pela técnica de disco difusdo quanto por microdiluicdo em caldo
apresentaram o mesmo perfil de suscetibilidade.

As Figuras 12 e 13 representam a técnica de DD, na figura 12 do lado
esquerdo estd representado por antibiograma utilizando MHA testado para o
fendtipo normal e do lado direito MHA suplementado com 200ug/mL de timidina para
o fenotipo SCV. Na figura 13 o antibiograma para SCVs foi realizado em MHA

suplementado com sangue de carneiro e timidina.
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FIGURA 12 - ANTIBIOGRAMA EM MHA PARA FENOTIPO NORMAL (ESQUERDA) E MHA

SUPLEMENTADO COM TIMIDINA PARA O FENOTIPO SCV (DIREITA)

Fonte: A autora (2017)

FIGURA 13 - ANTIBIOGRAMA DO FENOTIPO SCV EM MHA SUPLEMENTADO COM TIMIDINA E
SANGUE

FONTE: A autora (2017
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Na Figura 14 esta representada a técnica de microdiluicdo em caldo. As setas
indicam o udltimo poco onde houve crescimento bacteriano. Os pocos limpidos,

anteriores aos indicados pela seta, representam as diferentes CIM.

FIGURA 14 — MICRODILUIGAO EM CALDO PARA O FENOTIPO SCV
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FONTE: A autora (2017)
LEGENDA: A - Ciprofloxacino (2 pg/mL).; B - Clindamicina (0,06 ug/mL).; C - Eritromicina (=32
pg/mL).; D - trimetoprim/Sulfametoxazol (=16/304 pg/mL).; E - Vancomicina (1 pg/mL).;
F - Oxacilina (216 pg/mL).
Colunas 1 a 10 - concentrag8es decrescentes dos diferentes antimicrobianos.

Coluna 11 - controle negativo; coluna 12 - controle de crescimento.

Através da pesquisa genotipica da resisténcia bacteriana, o gene mecA foi
encontrado em 1 isolado. Os genes ermA (1), ermB (1), ermC (2) foram encontrados
entre os 11 isolados. Pelos genes erm foi possivel detectar a resisténcia constitutiva
(cMLSp) em 2 isolados e a resisténcia induzida (iMLS;,) em outros 2 isolados. Nos 11
isolados foi encontrado o gene msrB que confere resisténcia mediada por bomba de
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efluxo. Com relacdo ao teste fenotipico induzivel MLSy, o D-test foi positivo em 5

isolados (Tabela 5).

TABELA 5 — PERFIL FENOTIPICO E GENOTIPICO DE RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Teste
fenotipico
Concentracéo Inibitéria Minima (pug/mL) induzivel  Determinantes génicos de
MLS, resisténcia
Isolado
B_
CIP CLI ERI TRISUT VAN OXA Lactamico MLS;

D-test mecA erm msr
Sal 2 0,06 =32 =>16/304 1 =216 + + C B
Sa2 8 216 232 216/304 0,5 0,25 - - B B
Sa3 2 0,06 32 216/304 2 0,25 + - A B
Sa4 4 216 232 =16/304 0,25 0,125 - - - B
Sa5 1 0,125 =232 16/304 2 0,5 + - - B
Sab 4 =216 =32 =>16/304 1 1 - - - B
Sa7 1 4 16 216/304 1 0,5 - - - B
Sa8 2 216 232 =16/304 2 1 - - - B
Sa9 8 216 =32 =>16/304 1 2 + - C B
Sal0 4 =216 =32 =>16/304 1 1 - - - B
Sall 1 0,06 =32 =16/304 1 0,125 + - - B

Fonte: A autora (2017)

LEGENDA: CIP - ciprofloxacino, CLI - clindamicina, ERI - eritromicina, TRI/SUT -

trimetoprim/sulfametaxazol, VAN — vancomicina, OXA — oxacilina. MLS,, — Resisténcia

induzida ou constitutiva para Macrolideos, Lincosaminas e Estreptograminas.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo caracterizou as colonias pequenas variantes (SCVs) de S.
aureus isoladas de pacientes dos ambulatérios de Fibrose Cistica do HC-UFPR. O
fenotipo SCV de S. aureus tem chamado a atencdo da comunidade cientifica nas
duas Ultimas décadas por estar relacionado a infec¢cdes crbnicas e de dificlil
tratamento (PROCTOR et al., 2014).

Com relacdo aos dados encontrados por género, tanto o fendétipo normal
quanto SCV de S. aureus foram isolados com prevaléncia similar. No género
masculino e feminino foi encontrado o fenotipo normal em 87 (47,8%) e 84 (46,1%)
e para o fenétipo SCV 7 (3,8%) e 4 (2,2%) respectivamente. Apesar da prevaléncia
de SCVs no género masculino ter sido superior ao feminino, ndo houve diferenca
significativa (p= 0,287), 0 que pode estar relacionado com o niumero pequeno da
amostra.

Embora S. aureus tenha sido isolado com maior frequéncia nos primeiros
anos de vida (103 pacientes), como relatado por GBEFC (2014) e CFF (2016), o
fenétipo SCV foi isolado em pacientes a partir dos 10 anos, o que esta de acordo
com os dados encontrados por Yagci et al. (2013). Neste estudo a idade mediana
encontrada para o total de pacientes com FC foi de 9 anos, sendo que entre 0s que
se isolou S. aureus com fenétipo normal foi de 7 anos e com fenétipo SCV foi de 19
anos. No estudo de Besier et al. (2007), no total de pacientes a idade mediana foi
de 16 anos, e nos pacientes que se isolou SCVs foi 21 anos.Yagci et al. (2013)
encontraram no total de pacientes a idade mediana de 9,9 anos, e nos pacientes
gue se isolou SCVs 14,4 anos. Pakasticali et al. (2016) a idade mediana do total de
pacientes foi de 11,3 anos, S. aureus com o fenétipo normal e SCV foram de 11 e
15 anos respectivamente. Assim, o fenétipo SCV em nosso estudo foi isolado em
pacientes com mediana de idade superior aos demais pesquisadores acima citados.

O fendtipo SCV foi identificado em 11 (4,5%) do total de pacientes. A
prevaléncia mundial de SCVs tem se distribuido diferentemente nos paises
europeus, variando de 4 a 33% (KAHL et al., 1998; VERGISON et al., 2007;
BESIER et al., 2007; SCHENEIDER et al., 2008; MORELLI et al., 2015; MASOUD-
LANDGRAF et al., 2016). Nos Estados Unidos, a prevaléncia variou de 6 a 24%
(GILLIGAN et al.,1987; GREEN et al., 2011; WOLTER et al., 2013). J& na Turquia



53

foram encontrados por Yagci et al. (2013) e Pakasticali et al. (2016) a prevaléncia
de 8 e 21%, respectivamente.

A presenca concomitante dos fenotipos normal e SCV de S. aureus foram
observadas. Dos 11 pacientes em que se isolou o fenotipo SCV, em 7 também se
isolou o fendtipo normal. Yagci et al. (2013) isolaram o fenétipo SCV em amostras
respiratorias de 19 pacientes, e destes isolaram concomitantemente S. aureus com
fenotipo normal em 18 pacientes. Besier et al. (2007), dos 20 pacientes em que
isolaram o fenotipo SCV em 15 isoloram também S. aureus com fendtipo normal,
Masoud-Landgraf et al. (2016), dos 12 pacientes nos quais isoloram o fenétipo SCV,
em 2 isolaram também S. aureus com fenétipo normal.

Devido as alteracbes metabdlicas observadas em S. aureus, que determinam
o surgimento das colbnias SCVs, a identificacdo deste fendtipo é dificultada pelas
caracteristicas morfoldgicas das colbnias, que sdo muito pequenas, com tamanho 10
vezes menores que o fendtipo normal, ndo pigmentadas, ndo hemoliticas e algumas
vezes aderentes ao agar. As alteracdes bioquimicas que ocorrem, segundo Kahl et
al. (2016), podem levar a reacdes demoradas ou negativas para os testes de
catalase e coagulase. No presente estudo todos os isolados SCVs apresentaram
teste positivo para as provas de catalase e coagulase, e ndo cresceram em agar
NaCl 7,5% e agar Mueller Hinton ndo suplementado. Garcia et al. (2015) também
encontraram resultados positivos para os testes de catalase e coagulase. Delgado-
Valverde et al. (2014) encontraram SCVs coagulase negativa em seu estudo.
Quando as provas classicas de identificacdo ndo correspondem aos resultados
esperados, mas observa-se pela morfologia que pode se tratar de um S. aureus
SCVs, devem-se utilizar outras metodologias para a identificacdo como a pesquisa
do gene nuc.

A auséncia de crescimento em agar Mueller Hinton ndo suplementado € uma
caracteristica de SCVs (BESIER et al., 2007; DELGADO-VALVERDE et al., 2014).
N&o foram encontrados relatos do uso de agar NaCl 7,5% como utilizado nesta
pesquisa, jA que o teste é uma modificacdo do meio de Chapman (formula em
Anexo 3 - ndo contém manitol e indicador de pH vermelho de fenol), utilizado no
laboratorio e que auxiliou na suspeita de estar frente a um SCVs, por ndo crescer
neste meio especifico para S. aureus. Embora, alguns pesquisadores relatam que

SCVs podem nédo crescer em agar manitol salgado (PROCTOR et al., 2006).
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O sistema automatizado Vitek®2 Compact, utilizado para confirmar a
identificacdo da espécie, identificou corretamente como S. aureus apenas 7 (63,6%)
dos 11 isolados. Estes dados demonstram que, devido as caracteristicas de
crescimento de SCVs, o uso de automacdo para a identificacdo da espécie é
limitado. A deteccdo de genes espécie-especificos (nuc, coa e spa) pode ser
utilizada para a confirmacédo de SCVs de S. aureus (NIELSEN et al.,, 2009). Por
PCR, o gene nuc, que codifica a enzima termonuclease em S. aureus, foi detectado
em todas as amostras deste estudo, assim como relatado por Vergison et al. (2007).

Uma alternativa para confirmar a identificacdo fenotipica seria a utilizacdo da
espectometria de massa (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight -
MALDI-TOF). Neste trabalho todas as amostras SCVs foram identificadas
corretamente, com este método, assim como no trabalho de Ota et al. (2015).

Com relagdo a dependéncia nutricional, todos os isolados SCVs no estudo
foram dependentes de timidina, e nenhum deles apresentou dependéncia para 0s
substratos menadiona e hemina. Estudos demonstrando somente dependéncia a
timidina foram realizados por Gilligan et al. (1987), Morelli et al. (2015) e Junge et al.
(2016), onde encontraram 10%, 13% e 43% respectivamente. Estudos realizados
por Wolter et al. (2013) encontraram em seus isolados, além da dependéncia a
timidina (95%), também dependéncia a hemina (7%) e menadiona (1%). No estudo
de Masoud-Landgraf et al. (2016) dos 12 SCVs encontrados, (76,4%) foram
dependentes de timidina e (11,7%) de hemina. Como demonstrado em nosso estudo
e dos autores acima, SCVs dependentes de timidina sdo mais frequentemente
encontrados em amostras respiratorias de pacientes com FC.

Testes convencionais de antibiograma como disco difusédo (DD) e testes
quantitativos de diluicdo foram elaborados para bactérias de crescimento rapido,
portanto recomenda-se uma avaliagcao criteriosa destes testes quando se trata dos
SCVs, que tém crescimento lento, sendo necessario o uso de meios
suplementados e incubacéo por 48 horas (KAHL et al., 2016). Neste estudo tanto o
antibiograma realizado pela técnica de DD em MHA quanto por microdiluicdo em
caldo BHI, ambos suplementados com timidina (200pug/mL), apresentaram o
mesmo perfil de suscetibilidade. Precit et al. (2016), em sua pesquisa concluiram
gue o uso dos dois meios de cultura sdo adequados para a deteccdo da
suscetibilidade a antimicrobianos, porém a suplementacdo dos meios com timidina

foi de 5ug/mL. No presente estudo foram utilizadas as técnicas sugeridas por
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Delgado-Valverde et al. (2014), Precit et al. (2016) e Yagci, et al. (2013), pois até o
presente momento o CLSI (2017) padronizou a técnica apenas para a cefoxitina.

No presente estudo 100% dos SCVs foram resistentes a trimetoprim/
sulfametoxazol, assim como no estudo de Precit et al. (2016). J& Yagci et al.
(2013) encontraram uma resisténcia de 16,5%. O antimicrobiano
trimetoprim/sulfametoxazol costuma ser ativo contra S. aureus, tanto MSSA quanto
para MRSA, sendo o tratamento de escolha para infeccbes em pacientes com FC.
Entretanto, a exposicdo continuada ao antimicrobiano estd associada ao
surgimento de SCVs timidina-dependentes (KRIEGESKORTE et al., 2015). Por
este motivo, SCVs dependente de timidina costumam ser resistentes a esta droga
(BESIER et al., 2007).

Neste estudo foi encontrada uma resisténcia de 18,2% para gentamicina,
54,5% para ciprofloxacino e 9,0% para rifampicina. No estudo de Yagci et al.
(2013) encontraram uma resisténcia de 6,3% para gentamicina e 14,6% para
ciprofloxacino, ja no trabalho de Pakasticali et al. (2016) os indices de resisténcia
foram de 8% para gentamicina e rifampicina.

O macrolideo azitromicina possui propriedade anti-inflamatéria (BLACK et
al., 1997), sendo utilizado em pacientes com FC visando uma melhora da funcéo
pulmonar. Entretanto o uso deste antibiético tem sido associado com a resisténcia
encontrada a eritromicina e clindamicina (PHAFF et al., 2006). Foi encontrado nos
SCVs uma resisténcia de 100% a eritromicina e clindamicina no presente trabalho,
sendo que em 45,5% a resisténcia a clindamicina foi induzida por eritromicina.
Masoud-Landgraf et al. (2016) encontraram uma resisténcia de 52,9% para
clindamicina e eritromicina, e Pakasticali et al. (2016) uma resisténcia de 10% para
clindamicina, mas nao testaram eritromicina.

Os genes ermA (1), ermB (1), ermC (2), foram encontrados em 2 isolados
com resisténcia constitutiva (CMLSp) e em 2 com resisténcia induzida (iMLSp) aos
antibidticos clindamicina e eritromicina. Dois isolados (iIMLS;,) com teste fenotipico
(D-test) positivo foram negativos para o genotipico, assim como nos estudos de
Ghanbari et al. (2016) e Coutinho et al. (2010). Outros genes menos
frequentemente isolados porém, ndo foram testados neste trabalho, como os
genes ermf, ermy (MATSUOKA et al., 2002) e ermt (CHROBOCZEK et al., 2013).

Em todos os isolados foi encontrado o gene msrB e néo foi encontrado o

gene msrA. Os dois genes estao relacionados com a expressao de bomba de
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efluxo, um mecanismo adicional relacionado com a resisténcia aos macrolideos,
porém este mecanismo de resisténcia ndo esta associado com a resisténcia
induzida a clindamicina, podendo esta ser utilizada como tratamento, desde que
nao existam outros mecanismos de resisténcia presentes (ELKAMMOSHI et al.,
2016).

Neste estudo a resisténcia a oxacilina dos S. aureus SCVs foi de 9%,
confirmada pela pesquisa do gene mecA. Valores semelhantes foram relatados por
Yagci et al. (2013), e Masoud-Landgraf et al. (2016), onde a resisténcia para
oxacilina foi de 10,4% e 11,7% respectivamente. O isolamento de S. aureus
resistente a meticilina esta relacionado com piora da funcdo pulmonar e risco de
morte em pacientes com FC (DASENBROOK et al., 2010). O isolamento de SCVs
de S. aureus MRSA pode ser mais um agravante para o0s pacientes infectados
(GARCIA, 2015).

Todos os isolados foram sensiveis para vancomicina e linezolida. Masoud-
Landgraf et al. (2016) também encontraram 100% de sensibilidade para estes
antibidticos. A alta sensibilidade a vancomicina pode estar relacionada ao uso
estritamente hospitalar. Em relacdo a linezolida, por ser uma droga relativamente
nova e de custo elevado, ainda existem poucos relatos de resisténcia na literatura
(ENDIMIANI et al., 2011).

Entre as 11 amostras em que se isolou SCVs, em 7 amostras também se
isolou S. aureus com fendtipo normal, que apresentaram perfis de suscetibilidade
diferentes. Besier et al. (2008), Yagci et al. (2013), Morelli et al. (2015) e
Pakasticali et al. (2016) também encontraram uma maior resisténcia aos
antimicrobianos para SCVs. Nao identificar o SCVs pode induzir ao tratamento
inadequado, uma vez gue 0S mMesMOS apresentaram maior resisténcia aos

antimicrobianos, quando comparados com o fenétipo normal.
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7 CONCLUSOES

A prevaléncia de SCVs encontrada em pacientes com FC (4,5%) em nossa

comunidade ainda é baixa.

Todos os isolados no estudo foram dependentes de timidina, ndo sendo

encontrado auxotrofismo para hemina e menadiona.

N&o foram encontradas diferencas na interpretacdo da suscetibilidade pelos
diferentes métodos utilizados, embora tenha havido dificuldades na
determinacdo do perfil de suscetibilidade em SCVs devido ao crescimento
lento, sendo necesséria, muitas vezes, a incubacdo dos isolados por um

tempo maior.

Todos os isolados SCVs foram considerados multirresistentes, apresentando

resisténcia a, no minimo, trés classes diferentes de antimicrobianos.

Todos os isolados foram sensiveis aos antimicrobianos vancomicina e
linezolida, demonstrando que estas drogas ainda continuam ativas contra

SCVs e podem ser usadas em pacientes com Fibrose Cistica.

Em um isolado SCVs, através da pesquisa genotipica da resisténcia
bacteriana foi encontrado o gene mecA que caracteriza resisténcia a oxacilina

para S. aureus.

Através da pesquisa dos genes de resisténcia ermA, ermB e ermC foi
possivel a deteccdo de resisténcia constitutiva (CMLSy) e induzida (iMLSy),

aos antimicrobianos eritromicina e clindamicina. Em todos os isolados foi
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encontrado o gene msrB, o qual esta associado ao mecanismo de resisténcia

aos macrolideos através de bombas de efluxo.

Em dois isolados ndo houve concordancia entre a pesquisa génica da
resisténcia para macrolideos e clindamicina por PCR e os testes fenotipicos
(D-test), sugerindo que outros métodos sao necessarios para a confirmagao
dos resultados, como a utilizagcdo de outros marcadores de resisténcia ou

sequenciamento dos genes.

Os dados obtidos neste trabalho alertam os microbiologistas sobre as
dificuldades no reconhecimento e identificagdo de SCVs de S. aureus na
rotina laboratorial. Além disso, os resultados suscitam preocupacdo com o
tratamento, uma vez que todos os isolados demonstraram perfil de resisténcia

mais elevado quando comparados ao fenotipo normal de S. aureus.
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Data da Relatoria: 22/06/2015

Apresentacao do Projeto:

O projeto apresentado trata de dissertacdo de mestrado da aluna Dilair Camargo de Souza sob orientacgdo
do Prof. Dr. Nelson Rosario e outros colaboradores.

Foi resubmetido a Plataforma Brasil a fim de corrigir pendéncias e inserir documentos.

Staphylococcus aureus, costuma ser encontrado como o agente envolvido nas primeiras infecgdes
pulmonares de pacientes com Fibrose Cistica (FC). Tem se observado gue em pacientes com FC
colonizados por esta bactéria, as coldnias variantes pequenas (SCVs) de S. aureus estdo sendo isoladas
com maior frequencia, e que estéo relacionadas com a persisténcia e recorréncia destas infec¢des. O termo
SCVs é apenas descritivo com muitas condigdes causando a inducdo e a seleg&o deste tipo fenotipico,
como o uso de antibioticoterapia e a localizac&o intracelular em células eucariéticas. O isolamento e
identificacdo de SCVs denominadas auxotréficas € um desafio para os laboratérios de microbiologia clinica,
porque este fendtipo se constitui de uma sub populagéo de bactérias de crescimento lento de colénias
pequenas, devido a mutagdes nutricionais que geram a dependéncia de hemina, menadiona ou timidina. As
implicacdes clinicas de SCVs e seu dificil diagndstico microbiolégico fazem com que seja imprescindivel
conhecer as caracteristicas de crescimento das mesmas, assim como, os métodos para seu cultivo,
identificagdo e estudo da sensibilidade antimicrobiana. Essa dificuldade pode levar a uma subestimagao de
diagnéstico e
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falhas, portanto terapéuticas no contexto clinico. Assim como, sua prevaléncia pode ser subestimada em
amostras clinicas. E necessaria a comunicagao ao médico da detecgdo de S. aureus SCVs na populagéo
com FC, esta informagao pode ter um impacto sobre a decisdo de tratamento com antibidticos, uma vez que
SCVs tendem a resistir a morte intracelular e sdo mais resistentes aos antibioticos. Neste trabalho serao
analisadas as amostras respiratérias de pacientes com FC, dos quais

se isolar S. aureus, identificando as colénias suspeitas de SCVs, através da utilizagao de substratos que
determinem o seu tipo de dependéncia (hemina, timidina ou menadiona). Das amostras confirmadas como
SCVs fenotipicamente serdo realizadas técnicas moleculares para a confirmagéo da espécie e dos genes
que estdo envolvidos nesta mutagéo. Serdo também realizadas técnicas fenotipicas e moleculares para a
detecgdo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar as técnicas de diagnostico para a detecgdo das colénias pequenas variantes de S. aureus,
(denominadas internacionalmente de SCVs, do inglés Small Colony Variants) em infec¢des pulmonares de
pacientes com Fibrose Cistica, assim como o melhor método para a detecgdo da suscetibilidade deste micro
-organismo aos agentes antimicrobianos.

A coleta de dados clinicos sera obtida através dos prontuarios dos pacientes, e os resultados de laboratério
serdo obtidos das requisi¢des de exames, onde se encontra relatado os procedimentos de identificagdo da
bactéria.

Objetivos especificos

« |dentificar através do uso de substratos nutricionais, quais as mutagdes genéticas presentes que estao
determinando o surgimento de S. aureus com o fenotipo Small Colony Variants (SCVs), nospacientes com
Fibrose Cistica atendidos no Hospital de Clinicas de Curitiba.

» Pesquisar através da Reacdo em Cadeia da Polimerase, quais genes estdo relacionados com o
surgimento do fendtipo Small Colony Variants (SCVs) na amostra em estudo.

« Determinar o perfil de susceptibilidade, pelas metodologias de disco difusdo em Agar Mueller Hinton e pela
microdiluicdo em caldo.

« Avaliar através da Reac&o em Cadeia da Polimerase, quais genes estdo envolvidos na resisténcia a
antibioticos nas cepas de S.aureus normal e com o fendtipo Small Colony Variants (SCVs) incluidas no
estudo.

» Avaliar através da técnica de Eletroforese de Campo Pulsante (PFGE), se o fendtipo Small Colony
Variants.
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Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este estudo ndo apresentara riscos para o paciente.

Beneficios:

O isolamento do fenétipo SCVs de Staphylococcus aureus, vai propiciar um melhor direcionamento para o
tratamento de pacientes com fibrose cistica.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um e estudo observacional de corte transversal.

Sera realizada uma revisao das informagdes contidas no banco de dados do SIH e prontuéarios dos
pacientes.

A deteccéo de SCVs de S.aureus nas amostras respiratorias de pacientes com FC é de grande importancia,
uma vez que este fendtipo estd associado com infecgbes de dificil tratamento, devidas as suas
caracteristicas de se manter dentro das células hospedeiras e de formar biofilme, tornando-se resistentes a
acéo dos antimicrobianos e a defesa do hospedeiro.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:
Todos os Termos de apresentacao obrigatoria foram apresentados.

Recomendagoes:

E obrigatério trazer ao CEP/HC uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido que foi aprovado,
para assinatura e rubrica. Apés, xerocar este TCLE em duas vias, uma ficara com o pesquisador € uma para
o participante da pesquisa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Todas as adequag¢des solicitadas foram contempladas e os documentos pendentes inseridos de forma
adequada.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideracées Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, 0 Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, de acordo com as
atribuicdes definidas na Resolugdo CNS 466/2012 e na Norma Operacional N° 001/2013 do CNS, manifesta

-se pela aprovacdo do projeto conforme proposto para inicio da Pesquisa. Solicitamos que sejam
apresentados a este CEP, relatdérios semestrais sobre o andamento da
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pesquisa, bem como informac¢des relativas as modificagcdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos. Manter os documentos da pesquisa arquivado.
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POLIMERASE (PCR) PARA PESQUISA DE GENES DE IDENTIFICACAO E
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PROTOCOLO PARA REALIZACAO DE REACAO EM CADEIA DA
POLIMERASE (PCR) PARA PESQUISA DE GENES DE IDENTIFICACAO E
RESISTENCIA

Preparo do DNA

Para a PCR utilizar colénias de micro-organismos com crescimento em placas de

agar nao seletivo incubados por 24 a 48 horas a 36,5-37°C;

Distribuir 500 pl de Chelex 10% estéril em tubos de 1,5 ml e fazer uma suspenséo

bacteriana turva de cada isolado;
Ferver os tubos em termobloco por 30 minutos a 95° C;
Centrifuga-los por 5 minutos em microcentrifuga a 14.000 rpm;

Remover uma aliqguota do sobrenadante (que contém o DNA) e estocar a

temperatura de -20°C até o uso.

Preparo dos iniciadores

1- Dissolver os iniciadores (primers) (obtidos liofilizados) em agua para PCR até a

concentracao final de 50 nmol/uL;

2- Preparar a mistura dos iniciadores (“primer mix”), diluindo os iniciadores sense e
antissense de cada reacéo (gene unico) na propor¢cao de 5 pL de cada iniciador para

100 pL da mistura (concentragao final 5 nmol/pL);

3- Estocar os primers diluidos em freezer a —20°C. Para a utilizacdo aguardar o

descongelamento e apds, manter as solu¢cdes em banho de gelo;

4- Numerar os tubos de reacdo correspondentes as amostras a serem testadas, um
controle positivo, um controle negativo e um tubo branco (que conterd todos os

reagentes, exceto o DNA alvo;

5- Preparar a Mistura de Reacdo de PCR em um microtubo de 1,5 ml, adicionando

0s reagentes na ordem descrita no Quadro 4;
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6- Homogeneizar bem em vortex e pulsar em microcentrifuga;

7- Distribuir 23 pL da mistura de PCR a cada tubo de reacdo de 200ul, previamente

numerados;

8- Levar os tubos para a sala 2.

QUADRO 4 - REATIVOS USADOS NO PREPARO DA MISTURA DE PCR PARA 16 REACOES

Volume 400ul
N° de reacdes 16
1. Agua para PCR (Sigma, Estados Unidos) 332 ul
2. Tampao da Taqg DNA pol 10X (Invitrogen, Carlsbad, USA) 10 pl
3. MgClI2 (50mM) (Invitrogen, Carlsbad, USA) 16
4. dNTPs (10mM) (Invitrogen, Carlsbad, USA) 8 ul
5. Mistura de iniciadores (Prodimol, Brasil) 16
6. TAQ DNA POLIMERASE (Invitrogen, Carlsbad, USA) 2 ul

Fonte: O autor (2017)

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

1- Adicionar 2 pL da amostra (DNA alvo armazenado a 4°C) ao tubo de

reacao contendo 23 pL da mistura de PCR (volume final da reacao 25 pL);
2- Homogeneizar bem em vortex e pulsar em microcentrifuga;
3- Fechar bem os tubos e leva-los para a sala 3;

4- Ligar o termociclador e conferir o programa a ser utilizado (selecionar o programa

de acordo com a reacao a ser realizada);

5- Pressionar a tecla start e deixar a reac&o prosseqguir;
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6- Depois de remover os tubos do termociclador, os produtos de PCR devem ser

analisados imediatamente em gel de agarose ou serem estocados a 4°C.

Condicdes de corrida

A pesquisa dos genes ermA, ermB e ermC foram realizadas usando as
seguintes condi¢Ges de amplificacdo: desnaturacéao inicial de 94°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 30 segundos, 52°C por 1minuto para 0s genes ermA e ermB,
47°C para 0 ermC, e 72°C por 1minuto e 30 segundos; e uma extensdo final a 72°C

por 10 minutos.

A pesquisa dos genes nuc, mecA, msrA e msrB foi realizada usando as
seguintes condi¢Ges de amplificacdo: desnaturacéo inicial de 94°C por 5 minutos; 30
ciclos de 94°C por 1 minuto, 52°C por 30 segundos, e 72°C por 30 segundos; e uma

extensao final a 72°C por 10 minutos.

Andlise dos produtos

1- Preparar gel de agarose a 1% em tampao TBE a 1X (adequado para analise de

produtos de PCR que apresentam tamanho menor que 1Kb);
2- Remover uma aliquota do produto de PCR de 10 pl de cada amostra;

3- Misturar 10 pl de Stop mix em 2ul de 50mM EDTA pH8, 25% Ficoll, 0,25% azul de

bromofenol a cada amostra (fazer isso sobre um pedago de parafilme);

4- Carregar o gel com 12 ul de cada amostra;

5- Incluir 10 pl de marcador de PM linear (2 pl de 123bp ladder ou 2 pl de 100bp
ladder (ou 123 bp) misturados;

6- Proceder a eletroforese a 110 V por aproximadamente 1 hora;

7- Observar em transiluminador de UV e fotografar.
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QUADRO 5 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIALIZADORES USADOS NO ESTUDO

o Referéncia/numero no
Gene Inicializadores pb
GenBank
ermA F 5'-TCT AAA AAG CAT GTA AAA GAA-3' 645 McDougal, et al. (2010)
R 5-CTT CGATAG TTT ATT AAT ATT AGT-3'
ermB F 5-GAG TGA AAA GGT ACT CAA CCA AAT AA-3 208 Hilmi, et al. (2013)
R5-TTG GTG AAT TAA AGT GAC ACG AA-3 U35228
ermC F 5'-TCA AAA CAT AAT ATA GAT AAA-3' 642 Chen, et al. (2007)
R 5’-GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT-3' M19652
msrA F 5-TAT AGCG CTC GTA GGT GCA A-3 270 Hilmi, et al. (2013)
R 5-GTT CTT TCC CCA CCA CTC AA-3' X52085
msrB F5-TGT GGATGG CCT AGC TTT TC-3’ 230 Hilmi, et al. (2013)
R 5-TCG CCATAA CCC AAT TCT TC-3’ NC_009641
mecA |F 5-TCC AGA TTA CAA CTT CAC CAG G-3'| 162 Oliveira (2002) Y00688
R 5-CCA CTT CAT ATC TTG TAA CG-3
Nuc F 5-GCC ACG TCC ATA TTT ATC AG-3' 117 | Inoue (2008) NC_002952
R 5-TAT GGT CCT GAA GCA AGT G-3'

Fonte: A autora (2017)




ANEXO 3

MEIO DE Cloreto de Sodio (NaCl 7,5%)
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Nome: Meio de Cloreto de sddio (NaCl 7,5%)

Formula em g/L

Tryptic Soy Broth 3049
Agar 17 g
Cloreto de Sédio 759
Agua destilada 1000 mL

pH final 7,0 £ 0,2 a 25°C
Preparo

Misturar todos os ingredientes e aquecer até a fervura para completa
dissolucéo. Distribuir em tubos de vidro com rosca. Autoclavar a 121°C, durante 20
minutos. Apds retirar da autoclave, manter o tubo inclinado até solidificar. Conservar
a4°C.

Controle de Qualidade

Controle positivo - Staphylococcus aureus ATCC 25923
Controle negativo — Escherichia coli ATCC 25922



