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RESUMO GERAL

A alta frequéncia de Estafilococos Coagulase-Negativa (CoNS) na pele de individuos
saudaveis e em doencas associadas ao sangue, associados a selecdo de cepas resistentes
devido a uso indiscriminado de antimicrobianos, tornou mais estreitos os limites entre o
ambiente hospitalar e 0 comunitario quanto a distribuicdo de cepas. Objetivou-se, com
este estudo, caracterizar isolados de CoNS de origem hospitalar e comunitaria da cidade
de Botucatu-SP quanto ao perfil clonal, analisar os aspectos de resisténcia a oxacilina
pela afericdo de metodologia de deteccdo, e investigar os determinantes de
heterorresisténcia a vancomicina nessas cepas. As espécies estudadas incluiram S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S. capitis, S.
saprophyticus, S. pasteuri, S. simulans e S. xylosus. O teste de disco-difusdo (TDD) com
discos de oxacilina e cefoxitina, fitas de Etest impregnadas com oxacilina e pesquisa do
gene mecA por PCR em tempo real foram realizadas. A triagem em agar com 6 e 8
pg/ml de vancomicina, microdiluicdo em caldo para afericdo da Concentracdo
Inibirtéria Minima (MIC), microscopia eletrdnica de transmissdo para verificar
espessamento da parede celular e alteracdes fenotipicas por testes bioquimicos foram
realizadas. O perfil clonal foi determinado por PFGE (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis)
e para clones de S. epidermidis, o MLST (Multilocus Sequence Typing). S. epidermidis
apresentou alta diversidade clonal, mas presenca de clusters no ambiente hospitalar e na
comunidade. Clones hospitalares pertenciam aos STs (sequence-types) 2, 6 e 23. S.
haemolyticus revelou pequenos clones circulando separadamente nos ambientes,
enquanto S. saprophyticus mostrou altissima diversidade clonal. Clusters grandes
circulando no hospital e comunidade foram encontrados em isolados de S. lugdunensis,
S. warneri e S. capitis, demonstrando que provavelmente, nestas espécies, ha baixa taxa
de eventos de diversidade ou certos clones podem estar se sobressaindo em detrimento
de outros. A variedade dos tipos de SCCmec foi bem elevada, sendo que isolados do
mesmo cluster possuiam tipos distintos. S. epidermidis teve alta prevaléncia dos tipos |
e I, S. haemolyticus dos tipos I e Il, S. capitis do tipo V, S. hominis esteve associado
ao complexo mec do tipo A e ccrl, S. warneri e S. saprophyticus ao SCCmec tipo I. A
geracdo de elementos e combinacGes novas dos genes do cassete se mostrou altamente
relacionada as cepas de CoNS, sugerindo que o SCCmec ndo € um bom marcador para
clonalidade nessas bactérias. A concordancia entre as técnicas da susceptibilidade a
oxacilina foi observada em 65,7% dos casos; bem como, dos isolados resistentes pelo




Etest, 93,8% possuiam o gene mecA. A maior discrepancia entre mecA/Etest sensivel foi
em espécies ndo-epidermidis. Utilizando-se um ponto de corte de <19 mm no disco de
oxacilina para resisténcia classificou-se melhor o total de CoNS. Para S. epidermidis
separadamente, halos < 19 e 27 mm, respectivamente, classificaram melhor nos discos
de oxacilina e cefoxitina. Para S. haemolyticus e S. capitis, respectivamente, diametros
<21 mm ¢ <18 mm no disco de oxacilina, ¢ MICs > 0,75 pg/ml para S. warneri para
resisténcia se adequaram melhor a avaliacdo de resisténcia a oxacilina nessas espécies.
S. saprophyticus mostrou resultados altamente discrepantes, necessitando de uma
revisao profunda nos valores de referéncia. Apesar de o disco de oxacilina ndo ser mais
recomendado pelo CLSI para TDD, observamos alguns casos em que apenas este disco
detectou resisténcia. A discrepancia dos testes fenotipicos quando comparada a
positividade do gene mecA foi provavelmente devida a caracteristica heterogénea dessa
resisténcia, e ao mecanismo de resisténcia borderline. De 291 isolados, 12,4%
apresentaram crescimento nas placas com 6 ou 8 pug/ml de vancomicina: 8,3% de swab
nasal e 19% de hemoculturas. Os MICs de vancomicina estiveram em valores maiores
ou iguais a 4 pg/ml em 10 isolados parentais e em 22 col6nias heterorresistentes.
Colénias crescidas na triagem de isolados selecionados de S. warneri, S. haemolyticus e
S. capitis mostraram espessamento de parede celular significativo quando comparado a
cepa parental e diametro reduzido nos isolados heterorresistentes de S. haemolyticus e S.
warneri. Observou-se que 60% das subpopulacdes apresentaram alteracdo macroscopica
no aspecto das coldnias, incluindo diferenca de tamanho (27%), e a variacdo dentro do
mesmo isolado (38%). A alteracdo na fermentacdo dos acUcares e ornitina foi
encontrada, mas ndo seguiu um padrdo. A presenca de colbnias mistas com
caracteristicas distintas demonstra a necessidade de testar todas quanto a
susceptibilidade e identificagdo fenotipica. Os resultados enfatizam que a subpopulagédo
heterorresistente necessita estar em um numero suficiente de células para se expressar
nos testes de susceptibilidade e possui natureza instavel. O mecanismo de espessamento
da parede celular parece ser a causa mais provavel de heterorresisténcia em S. capitis, S.

warneri e S. haemolyticus.

Palavras-chave: Oxacilina; teste de disco-difusdo; cefoxitina; Etest; gene mecA,;
vancomicina; espessamento de parede celular; alteragdes morfo-bioquimicas; PFGE;
SCCmec; MLST.
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GENERAL ABSTRACT

The high frequency of Coagulase-Negative Staphylococci (CoNS) on the skin of
healthy individuals and in bloodstream infections, together with the selection of
resistant strains, has narrowed the boundaries between the hospital and the community
environment for the distribution of strains. This study aimed to characterize CoNS
isolated from clinical and colonization specimens of patients and individuals from
Botucatu-SP, to compare their clonal profile, to analyze the determination of oxacillin
resistance by the evaluation of the methodology of detection, and to investigate the
determinants of reduced susceptibility to vancomycin in those strains. CoNS species
included S. epidermidis, S. haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S.
capitis, S. saprophyticus, S. pasteuri, S. simulans and S. xylosus. The disc diffusion test
(DDT) using oxacillin and cefoxitin discs was employed, Etest strips impregnated with
oxacillin and mecA gene detection by real-time PCR were used. An agar screening with
6 and 8 pg/ml of vancomycin, the broth microdiluition method for the Minimal
Inhibitory Concentration (MIC), the transmission eletronic microscopy for evaluation of
cellwall thickening and phenotypic modifications by biochemical tests were performed.
Clonal profile was determined by PFGE (Pulsed-Field Gel Eletrophoresis) and, for S.
epidermidis clones, MLST (Multilocus Sequence Typing). S. epidermidis presented high
clonal diversity, despite some clusters circulating within hospital and community.
Hospital clones belonged to STs (sequence-types) 2, 6 and 23. S. haemolyticus revealed
small clones circulating separately in the environments, and S. saprophyticus showed
high clonal diversity. Large clusters circulating in hospital and community were found
for S. lugdunensis, S. warneri and S. capitis, demonstrating that those species probably
have a low rate of diversity events or some clones may be standing out to the detriment
of others. The variety of SCCmec types were high, and isolates from the same cluster
held different types. S. epidermidis showed high prevalence of types | and IllI, S.
haemolyticus of types | and Il, S. capitis type V, S. hominis was associated to mec
complex A and ccrl, S. warneri and S. saprophyticus to SCCmec type I. The generation
of elements and novel combinations of cassette genes has shown to be highly related to
CoNS strains, suggesting that SCCmec is not a good marker for clonality on those
bacteria. Agreement between all techniques was observed in 65.7% of cases. Among
isolates identified as resistant by the E-test, 93.8% carried mecA. The greatest

discrepancy between mecA/susceptible E-test was observed for non-epidermidis species,
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particularly S. warneri. A resistance breakpoint <19 mm using the oxacillin disc was
found to best classify all CoNS isolates. For S. epidermidis, diameters <19 mm and <27
mm provided the best classification using oxacillin and cefoxitin discs, respectively. For
S. haemolyticus and S. capitis, oxacillin zone diameters <21 mm and <18 mm,
respectively, and, for S. warneri, MICs for resistance > 0.75 mg/L best represented
susceptibility of the strains. Discrepant results between DDTs and between E-test and
mecA were obtained for S. saprophyticus, a fact indicating the need for a critical
revision of the reference values. Although the oxacillin DDT is no longer recommended
by the CLSI, we observed some cases in which only this test detected resistance. The
discrepancy between phenotypic tests and mecA gene detection is probably due to the
heterogeneity of this resistance, with the phenomenon of borderline resistance being
very common. Among 291 isolates, 12.4% grew on plates with 6 or 8 mg/L
vancomycin; of these, 8.3% were isolated from nasal swabs and 19% from blood
cultures. The vancomycin MIC was >4 mg/L in 10 parental isolates and in 22
heteroresistant colonies. Colonies recovered by screening from selected isolates of S.
warneri, S. haemolyticus and S. capitis exhibited significant cell wall thickening when
compared to the parental strain, and reduction in cell diameter in heteroresistant S.
haemolyticus and S. warneri isolates. Macroscopic alterations in colony appearance
were found in 60% of the subpopulations, including size variations (27%) which were
also observed within the same isolate (38%). Sugar and ornithine fermentation was
found to be altered but did not follow a pattern. The presence of mixed colonies with
distinct characteristics highlights the need to test all colonies for susceptibility and
phenotypic identification. The results demonstrate the unstable nature of the
heteroresistant subpopulation and that the expression of this phenotype in susceptibility
tests requires the presence of a sufficient number of cells. The mechanism of cell wall
thickening appears to be the most likely cause of heteroresistance in S. capitis, S.
warneri and S. haemolyticus

Keywords: Oxacillin; disc-diffusion test; cefoxitin;, Etest; mecA gene; vancomycin;

cellwall thickening; morpho-biochemical alterations; PFGE; SCCmec; MLST.
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1. INTRODUCAO

Os estafilococos sdo colonizadores bacterianos comuns da pele e mucosas de
humanos e outros mamiferos (Kloos e Schleifer, 1986; Otto, 2010). O género
Staphylococcus, no total de 52 espécies e 28 subespécies (www.bacterio.net), é dividido
em dois grandes grupos, de acordo com a capacidade de produzir a enzima coagulase. O
primeiro grupo, conhecido como coagulase positiva, tem como principais representantes
S. aureus, S. schleiferi subsp. coagulans, S. intermedius, S. hyicus, e S. lutrae (Euzéby,
2018). O segundo grupo, conhecido como estafilococos coagulase- negativa (CoNS), é
formado pelas demais espécies, sendo as mais estudadas S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. saprophyticus, S. cohnii, S. xylosus, S. capitis, S. warneri, S. hominis,
S. simulans, S. caprae, S. lugdunensis e S. schleiferi subsp. schleiferi (Kloos e
Bannerman, 1999; Euzéby, 2018).

A definicdo do grupo heterogéneo de estafilococos coagulase-negativa é ainda
baseada em procedimentos diagndsticos que preencham a necessidade clinica de
diferenciar S. aureus e estafilococos classificados historicamente como menos ou nao-
patogénicos. Devido a mudancas associadas ao paciente e a procedimentos, os CoONS
agora representam alguns dos principais patégenos nosocomiais, com S. epidermidis e
S. haemolyticus sendo as espécies mais relevantes (Becker et al, 2014).

Estima-se que adultos saudaveis possuam de 10 a 24 isolados distintas de S.
epidermidis (Kloos e Musselwhite, 1975), e o nimero de CoNS na pele humana varia
de 10 a 10> unidades formadoras de colénia (CFU)/cm? em adultos saudaveis da
comunidade (Kloos, 1980). Ha evidéncia crescente de que a microbiota mucocutanea
em geral possui um impacto relevante no sistema imune (Belkaid and Tamoutounour,
2016). Apesar de os CoNS estarem entre os colonizadores mais importantes, estudos
especificos envolvendo a resposta imune do hospedeiro a colonizacéo e estabelecimento
sdo limitados. O papel benéfico da colonizacdo por S. epidermidis na prevencdo do
supercrescimento de patégenos na pele, baseando-se em experimentos com
camundongos, foi atribuido a estimulacdo da resposta imune (Nguyen et al, 2017).

Apesar de viverem de forma simbidtica com seu hospedeiro, em caso de
rompimento da barreira cutanea, inoculacdo por agulhas ou implante de dispositivos
médicos (cateteres, proteses ou valvulas), os CoNS expressam fatores de patogenicidade
e podem causar sérias infeccbes (Heikens et al, 2005). Assim, sdo reconhecidos como

micro-organismos essencialmente oportunistas, que se utilizam de inimeras situacdes
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organicas para produzir graves infeccdes (Kloos e Bannerman, 1999). De forma geral,
sdo associados a doencas cronicas, diferentemente de S. aureus, espécie considerada um
dos principais causadores de infec¢des graves e agudas, com alta probabilidade de levar
0 paciente a obito.

Os CoNS sédo considerados uma das maiores causas de infeccbes sanguineas
adquiridas no ambiente hospitalar (Emori e Gaynes, 1993; Rogers et al, 2009; Marra et
al, 2011). As doengas causadas por esses micro-organismos estdo frequentemente
associadas a dispositivos e aparelhos implantados, sobretudo em pacientes muito
jovens, idosos e imunocomprometidos (Kloos e Bannerman, 1994; Savithri et al, 2011).

A habilidade de infectar pacientes utilizando dispositivos médicos ¢é
primariamente associada a capacidade de alguns CoNS de produzir biofilmes, nos quais
as bactérias aderem a superficies inertes de dispositivos plasticos, ativados pelo
mecanismo de quorum sensing, nos quais a camada mais externa de células protege a
comunidade bacteriana interior (Davey ¢ O’Toole, 2000; Vuong et al, 2003) e confere
resisténcia aumentada a agentes antimicrobianos (Stewart e Costerton, 2001; Singh et
al, 2010).

O uso indiscriminado dos agentes antimicrobianos pode ter levado a um
aumento no nimero de cepas resistentes a essas drogas. A resisténcia a oxacilina, que
substituiu a meticilina em uso nos pacientes com infec¢fes por estafilococos resistentes
a penicilina, tem crescido de forma exponencial entre os CoNS no Brasil e no mundo.
Trabalhos mostram taxas de resisténcia a oxacilina de 41% em 1978 (Siebert et al,
1978), e ja no final da década de 1990, em 68% dos CoNS (Marshal et al, 1998), 71%
no final dos anos 2000 (Oliveira et al, 2007), e 83% no inicio da década de 2010
(Ustulin e Cunha; 2012).

A resisténcia a oxacilina é geralmente associada a uma proteina ligadora de
penicilina 2 (PBP2) modificada, denominada PBP2a ou PBP2’, que possui baixa
afinidade aos beta-lactamicos e impede que o antimicrobiano iniba a sintese da parede
celular. Tal produto é codificado pelo gene mecA, que é regulado pelos genes mecl e
mecR1 (Matsuhashi, 1986), e que estd contido em um elemento genético movel,
denominado Cassete Cromossdmico Estafilocdcico mec (SCCmec), considerado um
intercdmbio de resisténcia entre CoNS e S. aureus (Ito et al, 2004).

A deteccdo de resisténcia a oxacilina é problematica, devido ao fato de a
expressdo do gene mecA ser heterogénea, principalmente entre os CoNS (Garza-
Gonzalez et al, 2009), apesar da pesquisa deste por PCR ser considerada técnica padréo-
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ouro pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (Caeirdo et al, 2004). A
hiperproducdo de beta-lactamases também é um dos mecanismos de resisténcia a
oxacilina (Caeirdo et al, 2004).

Os metodos fenotipicos de disco-difusdo sdo frequentemente utilizados pelos
laboratdrios para detectar a resisténcia a oxacilina, por serem considerados mais
rapidos, praticos e com menor custo. O CLSI recomenda a utilizacdo do disco de
cefoxitina como substituto para a deteccdo de resisténcia a oxacilina em CoNS (CLSI,
2007), ja que a cefoxitina permite uma leitura mais clara do que o disco de oxacilina, e
de produtos de genes similares ao gene mecA, como o gene mecC (CDC,
2013). Entretanto, alguns estudos mostram que se forem considerados apenas 0s
resultados do disco de cefoxitina, em detrimento do disco de oxacilina, cepas resistentes
podem acabar sendo reportadas como susceptiveis (Frigatto et al, 2005). Além disso,
cepas de CoNS com resisténcia borderline apresentam maior dificuldade de deteccéo,
além de ja terem sido sugeridas mudancas na interpretacdo dos diametros das zonas de
inibicdo do disco de cefoxitina (Frigatto et al, 2005).

Os breakpoints para resisténcia a oxacilina foram definidos a MICs > 0,5 pg/mL
em CoNS (exceto para S. lugdunensis, >4 pg/mL) (CLSI, 2008). Entretanto, resultados
falso-positivos (Major error) para resisténcia séo esperados em 1 a 9% dos casos (Skov
et al, 2005).

Sédo varios os trabalhos que demonstram a necessidade de revisao nos pontos de
corte para resisténcia a oxacilina nas espécies de CoNS (Johnson et al, 2014). Ferreira et
al (2012), por exemplo, observaram discrepancias entre os resultados do mecA
comparado ao teste de disco-difusdo com oxacilina e cefoxitina em S. saprophyticus,
bem como demonstraram baixa especificidade, revelando que os breakpoints ndo
correspondem & determinacdo do gene mecA. O mesmo estudo apontou ainda boa
eficacia do disco de oxacilina na deteccéo de resisténcia a oxacilina para S. epidermidis
(Ferreira et al, 2012), apesar de o CLSI ndo recomendar a utilizacdo deste disco para
CoNS.

O SCCmec, considerado um elemento de intercambio para genes de resisténcia,
é composto de diferentes combinagdes entre o complexo mec, que codifica a resisténcia
a meticilina, e 0 complexo ccr, que codifica as enzimas recombinases responsaveis pela
mobilidade do elemento genético. O complexo mec é composto de 1S431, gene mecA e

sequéncias intactas ou truncadas de genes regulatérios mecl e mecR1. O complexo ccr
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pode ser composto dos genes recombinases ccrA e ccrB ou ccrC e seus subtipos. (Ma et
al, 2002; Ito et al, 2004; Chongtrakool et al, 2006; Kondo et al, 2007).

Foram descritos 11 tipos de SCCmec em S. aureus, enquanto s6 foram
identificados em CoNS os tipos I, II, 1, 1V, V, VII, VIII, IX (Zong et al, 2011,
Sinlapasorn et al, 2015). As cepas carreando SCCmec dos tipos I, IV, e V sdo
frequentemente mais susceptiveis a antibidticos, ja que esses tipos ndo contém outros
genes de resisténcia além do gene mecA (Hanssen, 2006). Até a ultima década,
observava-se que os tipos I, Il e Il estavam principalmente associados a infec¢des
hospitalares, enquanto os tipos IV e V a infec¢des adquiridas na comunidade (Ito et al,
2004; Martins e Cunha, 2007). Apesar de menos tipos de SCCmec terem sido
identificados em CoNS, ou seja, uma menor diversidade nomeada, Vvarios estudos
demonstram a presenca de mais de dois SCCmec na mesma cepa, e elementos ainda ndo
descritos, com combinacBGes de complexos mec e ccr ndo relatadas (Miragaia et al,
2007; Murugesan et al, 2015; Pinheiro et al, 2016). Uma alta porcentagem de elementos
SCCmec em CoNS ndo pode ser tipada baseando-se nos protocolos atualmente
disponiveis baseados em PCR multiplex.

Estudos mostram que ha transferéncia de SCCmec entre as cepas de
Staphylococcus, 0 que poderia explicar a presencga de isolados de diferentes espécies
com o mesmo tipo de SCCmec (Hanssen et al, 2006; Machado et al, 2007) e, inclusive,
o fato de que o SCCmec tipo Ill encontrado no clone de MRSA (S. aureus resistentes a
meticilina) amplamente distribuido no Brasil (clone brasileiro) parece ter se originado
dos CoNS (DaSilva Coimbra et al, 2000).

Com o aumento de cepas de CoNS resistentes a oxacilina, que confere
resisténcia a todos os beta-lactamicos, a vancomicina é considerada a droga de escolha
para o tratamento de MR-CoNS. Apesar disso, as primeiras cepas de CoNS com
susceptibilidade reduzida a este antimicrobiano foram ja descritas em 1981 (Cherubin et
al, 1981). No Brasil, foram observadas, entre 1996 e 1997, duas cepas de CoNS (um
Staphylococcus epidermidis e um Staphylococcus haemolyticus) com resisténcia
intermediaria a vancomicina (Del'Alamo et al, 1999), e mecanismo desconhecido. Em
2005, Palazzo et al encontraram cepas de CoNS resistentes a vancomicina, incluindo S.
epidermidis, S. haemolyticus e S. capitis.

As primeiras cepas de S. aureus denominadas hetero-VISA (S. aureus com
heterorresisténcia a vancomicina), que apresentam fendtipos heterogéneos de

susceptibilidade reduzida & vancomicina, foram relatadas em 1999 (Sieradzki et al,

16



1999; Wong et al, 1999). Esses isolados apresentam susceptibilidade a vancomicina
quando testados por métodos de referéncia (NCCLS, 2003), mas séo capazes de crescer
na presenca de altas concentragGes de vancomicina, caracterizando o fendbmeno da
heterorresisténcia. Assim, uma cepa heterorresistente pode apresentar duas populacfes
celulares, uma composta de células susceptiveis a vancomicina, e outra por um pequeno
namero de células com graus varidveis de resisténcia ao antimicrobiano (Schwalbe et al,
1987). A geracdo das subpopulagdes resistentes acontece em alta frequéncia (Hiramatsu,
2001).

A heterorresisténcia a vancomicina em cepas de S. epidermidis, S. haemolyticus,
S. warneri, S. hominis, S. capitis e S. caprae foi observada em varios estudos (Nunes et
al, 2002; Center et al, 2003; Nunes et al, 2006; Natoli et al, 2009; Ma et al, 2011).
Alguns trabalhos observaram diferencas no tamanho das colénias de cepas hetero-
VICoNS (em inglés, heteroresistant Vancomycin Intermediate Coagulase Negative
Staphylococci), denominados pequenas colbnias variantes (small colony variants -
SCVs), e perfis bioguimicos alterados nas subpopulaces (Schwalbe et al, 1987; Nunes
et al, 2006). Zhou et al (2012) relataram mudancas em cepas de S. haemoyticus
heterorresistentes a vancomicina (hetero-VISH), em relacdo ao isolado original, quanto
a caracteristicas como crescimento, tamanho das coldnias, aumento de pigmento,
hemolise, producdo de coagulase e positividade para manose e manitol, sendo que elas
foram erroneamente identificadas como S. aureus pelo sistema de identificacdo VITEK-
2.

Segundo Natoli et al (2009), a heterorresisténcia a vancomicina em CoNS pode
ser considerada quando o MIC para a populacdo bacteriana em geral estd contido nos
limites para susceptibilidade definidos pelo CLSI, mas uma subpopulacdo é capaz de
crescer na presenga de > 4ug/ml de vancomicina. Esse fenotipo deve ser considerado
nas decisdes terapéuticas, pois pode estar associado a falha no tratamento. Acredita-se
ainda que a ocorréncia de cepas de estafilococos com heterorresisténcia, crescendo em
altas concentragdes de vancomicina, possa ser precursora in vivo de cepas apresentando
resisténcia homogénea a vancomicina, caracterizando uma especial preocupagdo
(Sieradzki et al, 1999; Bobin-Dubreux et al, 2001; Nunes et al, 2006).

Entre os mecanismos de resisténcia & vancomicina descritos em estafilococos,
estd a expressdo dos genes van (Fines et al, 1999; Cetinkaya et al, 2000; Mckessar et al,
2000). Mas o principal mecanismo de resisténcia & vancomicina é o espessamento da

parede celular bacteriana. Os isolados ndo suscetiveis apresentam uma producdo
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aumentada de peptideoglicano, com mais monémeros de mureina e mais camadas na
parede celular, o que gera o aprisionamento das moléculas de vancomicina nas camadas
de peptideoglicano, impedindo que cheguem a membrana citoplasmaética, onde a sintese
de peptideoglicano ocorre (Hanaki et al, 1998a; Hanaki et al, 1998b; Cui et al, 2000).
Assim, uma maior concentracdo de vancomicina € necessdria para saturar 0S
mondémeros de mureina, que estdo sendo produzidos a altas taxas (Hiramatsu, 2001).
Apesar do fenémeno do espessamento da parede celular ser bem estudado em S. aureus,
ha poucos trabalhos demonstrando essa caracteristica em isolados de CoNS (Palazzo et
al, 2005; Kim et al, 2012).

A genotipagem ao nivel de cepas tém sido amplamente empregada para avaliar
uma possivel relacdo clonal entre isolados envolvidos em eventos de transmisséo
cruzada (Sloos et al, 2000) e disseminacdo local. A técnica de Pulsed Field Gel
Electrophoresis (PFGE), utilizando-se de digestdo pela enzima Smal, € a principal
metodologia utilizada para analise clonal de isolados de estafilococos, devido a sua alta
confiabilidade, poder de discriminacdo e procedimentos de tipagem altamente
reproduziveis (Montesinos et al, 2002). A tipagem clonal por PFGE tém sido
amplamente utilizada para analisar isolados de Staphylococcus epidermidis resistentes a
meticilina (em inglés, MRSE) provenientes de surtos e transmisséo local.

VariagOes no padréo de macrorrestricdo do PFGE foram detectadas mesmo entre
isolados obtidos do mesmo sitio de infeccdo de um Unico paciente (Van Eldere et al,
2000; Ziebuhr et al, 2000). Paradoxalmente, os mesmos estudos reportam disseminacgéo
de cepas de S. epidermidis entre diferentes pacientes, hospitais, enfermarias, e mesmo
de diferentes paises, sugerindo a hipoGtese de natureza clonal da populacdo de S.
epidermidis (Miragaia et al, 2007).

Contudo, o PFGE ndo é o método de escolha quando o objetivo é se identificar
clones disseminados no mundo todo, j& que essa técnica analisa todo o cromossomo,
sendo que partes deste podem evoluir com certa rapidez (Miragaia et al, 2007). A
tipagem molecular multi-lécus (em inglés, Multilocus Sequence Typing - MLST),
baseada no sequenciamento de genes housekeeping conservados, é a ferramenta mais
adequada ao estudo da epidemiologia global de muitas bactérias patogénicas devido a
natureza distinguivel das sequéncias de DNA e a rapidez com que essa e outras
informacOes podem ser armazenadas e compartilhadas via internet (pubmlst.org).
Atualmente, o MLST é considerado uma técnica altamente eficiente para avaliar relacéo
filogenética entre isolados (Willemse-Erix et al, 2010).
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Entre os CoNS, apenas para S. epidermidis hd um banco de dados robusto que
permite uma comparagdo efetiva. Alguns estudos demonstram que isolados de S.
epidermidis do complexo clonal ST2 (ST27) sdo altamente flexiveis em relacdo a
resisténcia a meticilina. Uma grande variedade de elementos SCC foi detectada, muitos
deles novos e variantes ndo-tipaveis, sugerindo que cepas S. epidermidis ST2 (ST27)
sdo especificamente propensas a receber esses elementos genéticos moveis
(Wisplinghoff et al, 2003; Kozitskaya et al, 2005; Miragaia et al, 2007).

O avanco da resisténcia antimicrobiana tornou mais estreitos os limites entre
hospital e comunidade em relacéo a circulacdo de cepas. A analise do perfil clonal das
espécies de CoNS permite a observacdo de eventos de disseminacdo, caracteristicas de
diversidade ou mesmo homogeneidade inerente da espécie. A necessidade de revisao
dos pontos de corte dos testes fenotipicos para cada espécie de CoNS se justifica pela
heterogeneidade da expressdo de resisténcia a oxacilina intra e inter-espécies. A
susceptibilidade reduzida a vancomicina parece estar associada a varias alteracdes
celulares, que podem estar associadas a falha terapéutica, identificacdo incorreta ou

deteccdo de susceptibilidade erronea.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

2.2.

Caracterizar isolados de Estafilococos coagulase-negativa (CoNS) de origem
hospitalar e comunitaria quanto a diversidade clonal, analisar os aspectos de
resisténcia a oxacilina pelas metodologias genotipica e fenotipicas e verificar os

determinantes de susceptibilidade reduzida a vancomicina.
Objetivos Especificos

Identificar espécies de CoNS provenientes de amostras bioldgicas hospitalares e
comunitarias;

Determinar a presenga de clones entre os CoNS de origem hospitalar e
comunitaria;

Caracterizar o tipo de SCCmec;

Comparar a resisténcia a oxacilina através de metodologias fenotipicas e
presenca do gene mecA,

Determinar a producdo de beta-lactamase;

Avaliar pontos de corte para testes fenotipicos de resisténcia a oxacilina em
espécies de CoNS;

Selecionar isolados heterorresistentes a vancomicina, comparar os MICs das
cepas parentais com as subpopulacdes heterorresistentes e avaliar alteragdes

macroscopicas, bioguimicas e nas ultraestruturas celulares.
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1. Resumo

Por serem colonizantes da pele e mucosa de seres humanos, ao serem isolados de
materiais clinicos, os estafilococos coagulase-negativa (CoNS) podem ser facilmente
considerados como contaminantes. Analises moleculares como tipagens por PFGE
(Pulsed-Field Gel Eletrophoresis), MLST (Multilocus Sequence Typing) e SCCmec séo
importantes para se avaliar a clonalidade de isolados de estafilococos e eventos de
disseminacédo. Este estudo teve como objetivo avaliar a relacdo clonal e SCCmec de
cepas de diversas espécies de CoNS isoladas de hemoculturas de pacientes internados,
de swab nasal de individuos saudaveis da mesma comunidade e de feridas de pele
crbnicas. S. epidermidis, a espécie mais frequente em todas as origens, apresentou alta
diversidade clonal, mas a presenca de clusters no ambiente hospitalar e na comunidade
foi observada. Clones hospitalares pertenciam aos STs 2, 6 e 23. S. haemolyticus
revelou pequenos clones circulando separadamente nos ambientes, enquanto S.
saprophyticus mostrou altissima diversidade clonal. Clusters grandes circulando no
hospital e comunidade foram encontrados em isolados de S. lugdunensis, S. warneri e S.
capitis, demonstrando que provavelmente, nestas espécies, ha baixa taxa de eventos de
diversidade ou certos clones estdo se sobressaindo e disseminando. A variedade dos
tipos de SCCmec foi bem elevada, sendo que isolados do mesmo cluster possuiam tipos
distintos. S. epidermidis teve alta prevaléncia dos tipos I e 111, S. haemolyticus dos tipos
I e Il, S. capitis do tipo V, S. hominis esteve associado ao complexo mec do tipo A e
ccrl, S. warneri e S. saprophyticus ao SCCmec tipo I. Curiosamente, 0 SCCmec 1V nédo
foi observado com frequéncia, mesmo nos isolados de coloniza¢do. A geracdo de
elementos e combinacdes novas dos genes do cassete se mostrou altamente relacionada
as cepas de CoNS, sugerindo que o0 SCCmec ndo é um bom marcador para clonalidade

nessas bactérias.
Palavras-chave: Estafilococos Coagulase-Negativa; SCCmec; PFGE; MLST

2. Introducéo

Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS) s@o agentes colonizantes da pele e
mucosa de seres humanos e animais (1,2). O grupo dos CoNS é formado por varias
especies, sendo as mais frequentemente observadas S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. capitis, S. warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S. simulans, S. caprae,

S. cohnii, S. xylosus, e S. schleiferi (3). Apesar de viverem de forma simbidtica com seu
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hospedeiro, em caso de rompimento da barreira cutdnea, inoculacdo por agulhas ou
implante de dispositivos médicos (cateteres, proteses ou valvulas), os CoONS expressam
fatores de patogenicidade e podem causar sérias infecgdes (4). Assim, sdo reconhecidos
como micro-organismos essencialmente oportunistas, que se utilizam de inUmeras

situacOes organicas para produzir graves infecgdes (3).

A resisténcia aos antimicrobianos € um desafio mundial para o tratamento de
infeccOes causadas por essas bactérias, principalmente as associadas ao ambiente
hospitalar. A resisténcia a meticilina em CoNS é estimada em 20% na comunidade (5) e
mais de 80% em isolados hospitalares (6). Tal resisténcia é geralmente associada a uma
proteina ligadora de penicilina 2 (PBP2) modificada, que é codificada pelo gene mecA,
a qual estd contida em um elemento genético moével, denominado Cassete
Cromossdmico Estafilocdcico mec (SCCmec), considerado um intercambio de
resisténcia entre CoNS e S. aureus (7), e também utilizado para caracterizar a relacao

filogenética entre cepas de Staphylococcus.

A tipagem molecular de cepas hospitalares de S. epidermidis utilizando-se de
diferentes métodos tém mostrado diversidade consideravel dentro desta espécie (8). O
PFGE é uma metodologia amplamente utilizada em estudos de clonalidade local em
cepas bacterianas, que se mostra muito eficiente na identificacdo de perfis entre os
estafilococos. Usando-se a técnica de Multilocus Sequence Typing (MLST), estudos
observaram que a estrutura populacional de S. epidermidis nos ambientes hospitalares €
composta de uma linhagem principal, com alta diversidade genética, o complexo clonal
2 (CC2) (9,10,11). A combinacdo da tipagem pelo SCCmec e analise por PFGE
contribuiu com informacdes tanto na epidemiologia a curto prazo quanto a longo prazo,
consistente com a avaliagcdo por MLST (11). Entretanto, pouco se é estudado quanto a

diversidade filogenética das outras espécies de CoNS.

Pouca informacédo se tem quanto as clonalidade de cepas de CoNS isoladas de
colonizacao, e menos se sabe quanto a sua relacéo filogenética com isolados de sitios de
infeccdo. Dessa forma, este estudo objetivou avaliar a relagdo clonal e tipagem do
SCCmec de cepas de S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hominis, S. warneri, S. capitis,
S. lugdunensis, S. saprophyticus, S. pasteuri, S. simulans, S. xylosus e S. cohnii isolados

de hemoculturas de pacientes internados em hospital, colonizacdo nasal em individuos
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saudaveis e feridas cronicas de pacientes atendidos em unidades béasicas de saude, todos

do mesmo municipio.
3. Materiais e Métodos
3.1 Isolados

Duzentos e noventa e nove isolados de CoNS foram estudados. Do total, 132
foram obtidos a partir de hemoculturas de pacientes internados no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, de 1990 a 2012, os quais estéo
estocados na Colecdo de Culturas do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias, UNESP. Ainda, 145 foram isolados de swab nasal de
individuos saudaveis da mesma comunidade e 22 de feridas crénicas de pacientes
atendidos em Unidades Basicas de Saude de Botucatu -SP, isolados de 2011 a 2013 e

mantidos a -80°C.

3.2 ldentificacdo dos CoNS

A identificacdo do género Staphylococcus foi realizada conforme as normas
descritas por Baker (11) e Koneman et al (12). A identificacdo das espécies de CoNS foi
realizada utilizando o método simplificado proposto por Cunha et al (13), conforme
esquema de provas bioquimicas. Apds extracdo de DNA realizada utilizando-se o kit
lllustra (GE Healthcare), as amostras foram submetidas a identificacdo genotipica
utilizando-se primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes que codificam o
RNAr16S e RNAr23S pela técnica ITS-PCR (14,15). Para controle dos resultados,
foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis
(ATCC 12228), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. capitis subsp. capitis (ATCC
27843), S. capitis subsp. ureolyticus (ATCC 49325), S. warneri (ATCC 10209), S.
hominis (ATCC 27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S.
lugdunensis (ATCC 700328), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi subsp.
schleiferi (ATCC 43808), S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans (ATCC
27851), S. xylosus (ATCC 29979) e S. caprae (ATCC 35538). Os isolados que néo
puderam ser identificados pela técnica de ITS-PCR foram submetidos ao
sequenciamento do gene rpoB, (nucleotideos 1444-1928) (16).
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3.3 Analise por PFGE

A tipagem por PFGE foi realizada conforme protocolo modificado de McDougal
et al (17). As amostras foram colocadas em caldo BHI e incubadas em estufa a 37°C por
24h. Em um microtubo, 0,25ml da amostra crescida foi centrifugada a 12.000rpm por
50s. Depois de desprezado o sobrenadante, foi adicionado 150 ul de solugdo TE (10mM
de Tris, ImM EDTA [pH 8,0]). As amostras foram deixadas em banho-maria por 10min
a 37°C. Apos vortexar, foram adicionados 2,5 pl de lisostafina (Img/ml em 20mM de
acetato de sodio [pH 4,5]) e 150ul de agarose low melt. As amostras foram colocadas
nos moldes para plugues até que endurecessem e, entdo, colocadas em 2ml de solucéo
EC (6mM Tris-HCI, 1M NaCl, 100mM EDTA, 0,5% Brij-58, 0,2% deoxicolato de
sodio, 0,5% laurilsarcosil sodico) e incubadas a 37°C por pelo menos 4h. O EC foi
retirado e os plugues lavados com 2ml de TE quatro vezes a temperatura ambiente por
meia hora. A restricdo enzimatica foi feita em um quarto do plugue com a enzima Smal
em 50ul de tampao de restrigdo. Géis de agarose a 1% foram preparados com TBE 0,5X
onde os plugues foram colocados e cobertos com agarose low melt. A corrida foi feita a
6V/icm e 14°C por 21h. A andlise dos resultados foi realizada pelo software

Bionumerics 7.1, utilizando-se valores de otimizacao iguais a 1,0, e tolerancia a 1,25.

Como os isolados de S. hominis ndo apresentaram perfis adequados para analise
com o protocolo da enzima Smal, revelando padrées com menos do que 5 bandas, foi
utilizado o protocolo de acordo com Bouchami et al (18), que se baseia na restricdo
enzimatica pela enzima Xhol. As anélises se utilizaram de valores de 1% de tolerancia e

0.8% de otimizag&o. Os clusters foram definidos em um valor de cut-off de 80%.
3.4 Determinacédo do SCCmec

A determinacéo do tipo de SCCmec foi realizada utilizando o método de reagéo
PCR-Multiplex com os primers descritos por Machado et al (19) (Protocolo 1). Apenas
para os isolados ndo tipados pelo primeiro protocolo, os PCRs multiplex 1 e 2 descritos
por Kondo et al (20) (Protocolo 2) foram usados. O SCCmec foi definido como nao
tipavel quando (1) o Protocolo 1 ndo gerou nenhum produto de amplificacdo E (2) no
Protocolo 2 (2.1) o complexo ccr ndo gerou outro produto de amplificacdo alem do gene
mecA (286pb); OU (2.2) o complexo mec ndo gerou nenhum produto na amplificacéo;

(2.3) OU quando a combinagcdo dos complexos ccr/mec ndo gerou um SCCmec
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conhecido. Em caso de amplificacdo de mais de um fragmento pelo Protocolo 1, foram

considerados presentes dois tipos de SCCmec.
3.5 MLST

O MLST para S. epidermidis foi realizado segundo as normas descritas por
Thomas et al (21). Os sete genes housekeeping utilizados no esquema do MLST foram:
carbamatoquinase (arcc) desidrogenase, do chiquimato (aroE), glicerol quinase (glp),
guanilatoquinase (gmk), fosfato acetiltransferase (atp), triosefosfatoisomerase (tpi), e
acetil coenzima A acetiltransferase (ygiL). PCRs foram realizadas com um volume de
reacdo de 50 pl contendo 0,5 ul de DNA cromossomico (aproximadamente 0,5 pg), 0,5
pg de cada iniciador, 1 U de Tag DNA polimerase, 5 pl de tampao de 10 X (fornecido
com a Taqg polimerase), e 0,2 mM desoxinucleotideos trifosfatos. A PCR foi realizada
em uma desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos de anelamento
a 55°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto, e desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, seguida por uma etapa de extens&o final de 72°C por 5 minutos. Os produtos
amplificados foram precipitados com 20% de polietileno glicol, 2,5 M NaCl,
ressuspenso em etanol frio a 70% e reprecipitado. O sequenciamento foi realizado em
sequenciador de DNA ABI (Applied Biosystems) Prism model 377. Os programas
Bionumerics Software Sequence Typing e MEGA 6.0 foram utilizados para alinhar as
sequéncias de nucleotideos. A andlise e comparacdo das sequéncias foram realizadas

por banco de dados via internet (http://www.mlst.net).

Os STs de S. epidermidis identificados foram depositados no banco de dados do
MLST (pubmlst.org). Duas cepas (2A e 47A) possuiam um perfil ainda ndo descrito, e
foram denominadas com os STs 637 e 638, respectivamente.

3.6 Indice de diversidade

O valor do indice de diversidade de Simpson foi calculado através do nimero de
amostras por perfil clonal, de acordo com Hunter e Gaston (22). E definido pela
probabilidade de duas cepas ndo relacionadas, originadas de uma determinada

populagéo, serem alocadas em grupos diferentes.

4. Resultados
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Os isolados de swab nasal estavam distribuidos entre as seguintes espécies: 57
(39,3%) S. epidermidis, 18 (11,7%) S. haemolyticus, 27 (17,5%) S. warneri, 19 (12,3%)
S. lugdunensis, 5 (3,2%) S. capitis, 12 (7,8%) S. saprophyticus, 2 (1,3%) S. simulans, 3
(2%) S. pasteuri, 1(0,6%) S. xylosus e 1 (0,6%) S. cohnii.

Dos isolados de feridas de pele, havia 3 (13,6%) S. epidermidis, 7 (31,8%) S.
haemolyticus, 5 (22,7%) S. warneri, 1 (4,5%) S. hominis, 1 (4,5%) S. lugdunensis, 1
(4,5%) S. simulans, 2 (9%) S. capitis e 2 (9%) S. saprophyticus. Os isolados de
hemoculturas foram distribuidos em 40 (30,3%) S. epidermidis, 28 (21,2%) S.
haemolyticus, 7 (31,8%) S. warneri, 22 (16,7%) S. hominis, 10 (7,6%) S. lugdunensis e
25 (19%) S. capitis.

Os dendrogramas apresentam o perfil pulsotype das espécies S. epidermidis, S.
haemolyticus, S. warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S. capitis, S. saprophyticus e S.
pasteuri (Figuras de 1 a 8). Os perfis com final ‘A’ representam isolados de swab nasal,
com final ‘B’, de feridas, e aqueles com ‘C’ representam os isolados de hemoculturas.
As trés amostras de S. simulans tiveram uma similaridade menor do que 60%, portanto

ndo estdo sendo apresentadas em dendrograma.

Do total de isolados (299), 185 (62%) apresentaram positividade para o gene
mecA, sendo 48 de origem comunitaria (33%), 21 de feridas (100%), e 116 isolados de
hemoculturas (88%). A Tabela 1 descreve o nimero e porcentagem de tipos de SCCmec
por origem, e a Tabela 2 mostra os resultados de amplificacdo dos isolados néo tipados
pelos Protocolos 1 e 2 para determinacdo do SCCmec (ndo estdo representados 0s casos

em que apenas o controle interno do gene mecA no Protocolo 2 foi amplificado).

A tabela 3 mostra os indices de diversidade calculados a partir dos perfis clonais

encontrados no PFGE.
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Tabela 1. Isolados e seus tipos de SCCmec por origem.

SCCmec Colonizagéo Nasal Feridas Hemoculturas
| 25 (52) 9 (42,8) 32 (27,6)
I 1(2) 0 1(0,9)

1l 3 (6,25) 0 9(7,8)
vV 1(2) 0 9(7,8)

V 3 (6,25) 0 12 (10,3)
LI 4 (8,3) 0 16 (13,8)
LIl 3 (6,25) 4 (19) 6 (5,2)
"LV 0 0 9(7,8)
VIII 1(2) 0 0

NT 7 (14,6) 8 (38) 21 (18,1)
mecA - 97 (67) 1 (4,5) 16 (12,1)
Total 145 (100) 22 (100) 132 (100)

Tabela 2. Isolados ndo tipaveis para o0 SCCmec que apresentaram auséncia de
amplificagdo do complexo mec OU ccr, ou multiplicidade de complexos. Nos casos
restantes houve auséncia de amplificacdo de ambos os complexos apesar do controle

interno positivo.

Isolado Espécie Protocolo

2

Cl cer mec
78A S. epidermidis + 1+4
83C S. hominis + 1
93C S. hominis + 1
116C S. warneri + 1+4+5 -
139C S. capitis + - A+B

Cl = Controle Interno do gene mecA
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Figura 2. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. haemolyticus provenientes de swab nasal (A), de

feridas (B) e hemoculturas (C).
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Figura 3. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. warneri provenientes de swab nasal (A), de

feridas (B) e hemoculturas (C).
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Figura 5. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. capitis provenientes de swab nasal (A), de feridas

(B) e hemoculturas (C).
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Figura 6. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. lugdunensis provenientes de swab nasal (A), de

feridas (B) e hemoculturas (C).
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Figura 7. Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. saprophyticus provenientes de swab nasal (A) e

de feridas (B).

T " s

23 86A 2011 S.pasteuri -
j 83A 2011 S. pasteuri -
F t B 159A 2011 S. pasteuri |

Figura 8. Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA (Bionumerics Applied

Maths), dos perfis PFGE - Smal de S. pasteuri provenientes de swab nasal (A).

Tabela 3. indice de diversidade das espécies de CoNS por perfil clonal.

Espécie indice de diversidade

S. epidermidis 0,971026

S. haemolyticus 0,984708
S. warneri 0,981087

S. hominis 0,995717

S. capitis 0,969416

S. lugdunensis 0,977062

S. saprophyticus 0,999598
S. pasteuri 0,999598

141A 2011 S. saprophyticus -
134A 2011 S. saprophyticus -

8B 2010 S. saprophyticus -

101A 2011 S. saprophyticus -
138A 2011 S. saprophyticus -
85A 2011 S. saprophyticus -
115A 2011 S. saprophyticus -
153A 2011 S. saprophyticus -
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5. Discussao

Este estudo buscou relacionar isolados clinicos, comensais e de feridas, a fim de
se fazer uma ligagdo epidemioldgica local entre as diferentes espécies de CoNS. Este
tipo de estudo genético € o primeiro passo para se avaliar a diversidade de uma espécie
e determinar a ligacdo entre subpopulacbes de cepas, especialmente entre isolados
comensais e isolados de pacientes com doengas infecciosas, ou entre cepas que sdo

susceptiveis ou resistentes a um antibidtico (23).
S. epidermidis

S. epidermidis revelou uma estrutura filogenética muito distinta, tanto no
hospital como na comunidade, como ja observado anteriormente (24-27), apesar da
presenca de trés clusters hospitalares, alguns clones na comunidade, e um cluster
contendo amostras clinicas e colonizantes. Este cluster teve uma amostra submetida a
tipagem do MLST e pertence ao ST 638, proximo aos STs 151 e 228 e, pela sua
presenca no hospital/comunidade, possivelmente possui vantagens evolutivas que estdo
permitindo sua circulacdo eficiente nestes ambientes, observagéo rara para isolados de

S. epidermidis, que possuem grande variabilidade genética (9).

As trés amostras escolhidas para representar dois clusters hospitalares
pertenciam ao ST2, ST6 e ST23. Este Gltimo ja foi associado a cepas resistentes a
linezolida, com mutagdes no gene do rRNA 23S e carreando o plasmideo cfr (28-31). Ja
0 ST2 é o0 mais encontrado tanto em isolados clinicos como colonizantes (9,28,32), mas
mais frequentemente em cepas hospitalares (24). O ST6 é frequentemente descrito em
isolados clinicos e comunitarios (8), sendo um dos principais em isolados hospitalares
(10). Entretanto, diferentemente do presente estudo, em que foi associado ao SCCmec
tipos I e 111, o ST6 foi descrito como relacionado ao SCCmec tipos Il e V (10), e ja foi

tambem relacionado a resisténcia a linezolida (33).

O ST7, observado em um cluster contendo um isolado de hemocultura e um
isolado nasal, ja foi descrito como associado ao SCCmec tipo IV (28), provavelmente
relacionado a interface comunidade-hospital. Como no presente estudo, o ST7 ja foi

associado a isolados de S. epidermidis sensiveis a meticilina (MSSE) (24).
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Os dois isolados tipados por MLST que pertenciam a clones da comunidade
foram identificados como ST218 e ST637. Em estudo anterior, por sua vez, o ST218 foi
descrito em S. epidermidis causando infecgdo na corrente sanguinea (34).

S. haemolyticus

Os isolados de S. haemolyticus apresentaram-se com certa diversidade
molecular, formando pequenos clusters, sendo que o maior contém 7 isolados
hospitalares, e um cluster agrupa dois isolados colonizantes e dois de feridas. Um
isolado de hemocultura e um de ferida formaram um pequeno cluster. As cepas de
feridas crénicas demonstraram-se ser proximas geneticamente tanto as cepas
nosocomiais como as comensais, enfatizando seu papel duplo como
colonizante/causador de infeccdo. De fato, a alta plasticidade das cepas de S.
haemolyticus foi ja relatada quando a primeira cepa desta espécie foi sequenciada,
mostrando a presenca de uma grande quantidade de sequéncias de insercdo e
transposons (35). A alta diversidade dessa espécie foi também descrita por trabalhos
anteriores (27,36). Ocasionalmente, certos clones de S. haemolyticus podem predominar
sobre outros no ambiente hospitalar (37). Sua alta plasticidade gendmica parece
contribuir para a grande heterogeneidade da espécie, sendo que pequenos clones podem
aparecer em localidades proximas dentro do hospital ou na comunidade, mas a
circulacdo de certos clones dentro e entre estes ambientes parece ndo ocorrer com tanta

frequéncia.
S. hominis

Curiosamente, S. hominis foi a Unica espécie de CoNS no presente trabalho que
ndo sofreu restricdo enzimética adequada pela enzima Smal. Semelhantemente,
Bouchami et al (18) observaram o mesmo fendmeno, assim como a baixa clonalidade
dessa especie. Nossos resultados demonstram grande diversidade de S. hominis dentro
do ambiente hospitalar, apesar da presenca de um cluster circulando por 7 anos, e outro
por 3 anos. A maioria das cepas, entretanto, parece ser originada da microbiota dos
pacientes. A comparacdo com S. hominis proveniente de individuos saudaveis da
comunidade permitiria uma melhor avaliacdo da clonalidade dessa espécie: a auséncia
de isolamento de S. hominis nos swabs nasais, no presente estudo, caracteriza uma

grande limitacdo nesse aspecto.
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Alta prevaléncia de SCCmec tipo Il em S. hominis também ja foi relatada no
Brasil (38). No presente estudo, 20% dos isolados com SCCmec néo tipados possuiam
complexo mec do tipo A e ccrl, observagdo descrita anteriormente (18,39). A alta
frequéncia do complexo mec A confirma que S. hominis pode ser reservatorio para este

elemento.
S. saprophyticus

Observamos, na andlise clonal de S. saprophyticus isolados de swab nasal, a
auséncia de clusters ou PFGE-types. Entretanto, os dois S. saprophyticus de feridas, de
dois pacientes distintos, apresentaram perfil similar. Sousa et al (40), por sua vez,
demonstraram a alta clonalidade de cepas de S. saprophyticus causadoras de infecc¢oes
comunitarias do trato urinario, provavelmente devido a surto. Widerstrom et al (41)
encontraram uma populacdo bem heterogénea com varios clones de S. saprophyticus
associados a UTI, auséncia de um clone uropatogénico especifico, mas clusters de
isolados altamente relacionados geneticamente. Tal resultado demonstra a alta
diversidade desta espécie nos isolados comensais, com pouca probabilidade de causar
infeccdes, enquanto que certos genotipos provavelmente possuem vantagens biologicas
que facilitam sua persisténcia como causadores de diferentes tipos de infecgdo. Um
mesmo genoétipo presente em diferentes pacientes sugere uma fonte comum para a
aquisicdo deste micro-organismo. O estudo detalhado de tais cepas, a fim de se
identificar quais fatores bacterianos intrinsecos favorecem o curso das infecgoes, é

necessario.

Soderquist et al (42) demonstraram a presenca de pelo menos 3 tipos de SCCmec
em isolados de S. saprophyticus de origem diversa, mas relacionados geneticamente. Os
resultados do presente trabalho, por sua vez, revelam o carreamento apenas do SCCmec

tipo I nos S. saprophyticus de infeccdo, apesar da sua relacéo clonal ter sido baixa.
S. lugdunensis

S. lugdunensis é considerado uma espécie muito menos comum do que 0S outros
CoNS, sendo descrito como contaminante ou micro-organismo colonizador; entretanto,
sua presenca é considerada significante, pelo seu curso infeccioso ser semelhante ao de
S. aureus (43). S. lugdunensis pode estar associado a maior manifestagdo de sinais

clinicos e menor tempo entre cirurgia e infeccdo quando comparado a S. epidermidis e
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S. aureus (44). Alguns autores sugerem que qualquer isolado desta espécie deve ser

considerado um patdgeno até que se prove o contrario (43).

Os isolados de S. lugdunensis agruparam-se em dois clusters principais, que
continham cepas colonizantes e clinicas, com alta similaridade. O agrupamento de S.
lugdunensis isolados em periodos longos de intervalo, chegando a 15 anos de diferenca,
sugere que o nivel de diversidade genética desta espécie seja baixo, como ja observado
anteriormente, variando muito pouco entre os estudos (23,45). A estrutura genética
dessa populacdo sugere que a maior parte das cepas comensais possui a habilidade de
causar infec¢cdo, ao menos localmente, ou que as cepas presentes no ambiente hospitalar
possam estar se disseminando para a comunidade, atingindo a populacdo saudavel.
Ainda, a alta similaridade entre os padrfes de restricdo pode também indicar que se trate
mais de homogeneidade instrinseca da espécie S. lugdunensis do que uma ligacdo

epidemioldgica entre as cepas (23).
S. warneri

S. warneri, sendo uma espécie pouco isolada de infecgdes humanas e animais,
mostrou-se presente em certa frequéncia neste estudo, principalmente nos isolados de
colonizacdo nasal e em feridas. Em hemoculturas, essa propor¢do foi bem menor. O
presente trabalho mostrou uma relativa baixa diversidade dentre os isolados dessa
espécie, sendo que alguns clusters foram identificados, incluindo isolados das trés
origens. Identificamos um clone maior, que compreendeu cepas de hemoculturas, nasais
e de feridas, que demonstra a circulacdo deste pulso-type entre os trés ambientes, o que
sugere a presenca de vantagens evolutivas que  permitem  sua

disseminacéo/estabelecimento.

Enquanto a alta diversidade inter-especifica de S. warneri foi relatada (46), a
disseminacdo de um unico clone colonizando profissionais da saldde em hospital
também foi descrita (47). Entretanto, a escassez de estudos de epidemiologia molecular
abrangendo isolados de Staphylococcus warneri dificulta a obtencdo de maiores
informagdes sobre a clonalidade desta espécie. N& ha, de acordo com nosso
conhecimento, dados na literatura que relacionem geneticamente um numero razoavel
de cepas de S. warneri; os dados do presente estudo parecem constituir o primeiro passo

para o entendimento do estabelecimento e disseminacédo de S. warneri.
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S. capitis

Foi possivel observar baixa heterogeneidade das cepas de S. capitis,
principalmente aquelas obtidas de hemoculturas, com alta clonalidade. De Silva et al
(48), estudando isolados de bacteremia, contaminantes de hemocultura e colonizantes,
verificaram que todos os 29 S. capitis pertenciam a um s6 clone. Entretanto, naquele

estudo, apenas foram avaliados pacientes internados no hospital.

No presente trabalho, os mesmos clones de S. capitis que estdo colonizando 0s
moradores da cidade (swab nasal), provavelmente estdo associados a infeccdes no
hospital (hemoculturas) e doencgas cronicas (feridas). Tais dados confirmam a alta
homogeneidade desta espécie e a persisténcia de certos clones. Um Gnico clone com alta
similaridade, circulante desde 2009 até 2012, pode estar associado a um pequeno surto
de S. capitis envolvendo, além dos pacientes com hemocultura positiva, uma infeccédo
em ferida. S. capitis ndo é um patdgeno nosocomial comum, e geralmente aparece em
baixa frequéncia na microbiota de pacientes testados (49). Apesar disso, essa espécie é
endémica em alguns hospitais, como em unidades neonatais, estando relacionada a

infeccdes associadas a corrente sanguinea (50).
S. pasteuri

Apesar de a descricdo desta espécie ser relativamente recente, alguns trabalhos
revelam alta frequéncia em isolados humanos e animais (51,52), sendo que S. pasteuri
ocorre de ser erroneamente identificado como outras espécies, como S. warneri (53).
Trabalhos que utilizam a metodologia de sequenciamento do gene RNAr16S ou do gene
rpoB relatam a presenca desta espécie (51,52,53), enquanto que estudos que utilizam
testes bioquimicos ou protocolos de amplificagdo de DNA podem subestimar a presenca
destes isolados. No presente estudo, trés amostras que ndo puderam ser tipadas pelos
testes bioquimicos e pelo ITS-PCR foram confirmadas como S. pasteuri pelo

sequenciamento do gene rpoB.

Dois dos isolados de S. pasteuri em colonizagéo nasal mostraram-se clonalmente
relacionados, provavelmente devido a baixa prevaléncia desta espécie. O Unico isolado
de S. pasteuri carreando SCCmec possuia o tipo I, resultado ja descrito anteriormente
(54).
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S. simulans

Enquanto alguns trabalhos mostram alta clonalidade de S. simulans (29,55),
principalmente associado a resisténcia antimicrobiana, outros demonstram
heterogeneidade especifica (56). O numero muito reduzido de isolados de S. simulans
no presente estudo limita as conclusdes a respeito da relacdo filogenética entre cepas

desta espécie.

Ao propor um critério para definicdo de clone, a partir do PFGE, tipo de
SCCmec e MLST, Miragaia et al (11) sugeriram que a melhor abordagem seja a
tipagem por PFGE seguida do SCCmec. De fato, em tal estudo, isolados pertencentes ao
mesmo PFGE-type carreavam SCCmec distintos. No presente estudo, tais diferengas
foram também encontradas, dados que pode estar relacionados a utilizacdo de duas
técnicas de tipagem do cassete. Claramente, as altas taxas de recombinacdo e a
aquisicdo frequente de elementos genéticos mdveis guia a geracdo de polimorfismos
gendmicos (11) ndo s6 em S. epidermidis, mas também nas outras espécies de CoNS.

Em uma parte consideravel dos isolados, 0 SCCmec ndo pdde ser tipado devido
a amplificacdo de dois ou mais tipos de complexos ccr/mec, auséncia de amplificacédo
de um dos complexos, ou combinacdo de complexos mec/ccr que ndo se aplicam aos
tipos ja descritos. Salgueiro et al (32) observaram 83% de isolados de S. epidermidis
com SCCmec ndo tipaveis pelo mesmo protocolo, sendo que as cepas nao tipadas com
complexo ccr tipo 2 e complexo mec ndo detectavel se associaram positivamente a
cepas isoladas de infecgbes da corrente sanguinea. No presente estudo, um ndmero
consideravel de cepas colonizantes mostrou este mesmo perfil de SCCmec. Entretanto,
como a metodologia de detecgdo dos dois complexos foi utilizada apenas nos isolados
qgue ndo foram tipados pelo protocolo de Machado et al (9), ndo podemos fazer tal

correlagdo nos nossos isolados.

E possivel que as altas taxas de recombinagio e o alto nimero de aquisi¢des de
SCCmec em CoNS (9), associados a alta frequéncia de carremento do SCCmec (57)
aumente o potencial para geracdo de recombinagfes no cassete. De fato, o estudo da
regido completa do SCCmec atraves do sequenciamento total do genoma dessas cepas
com cassetes ndo tipaveis pelas técnicas de amplificagdo ofereceriam um arsenal

importante de informagodes para estudo de novos tipos de SCCmec e recombinagdes.
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De acordo com o estudo de Miragaia et al (11), pelo menos 18% dos isolados de
S. epidermidis carreavam novas variantes de SCCmec (elementos n&o tipaveis ou novas
combinagOes dos complexos mec/ccr), enquanto outros estudos mostraram frequéncias
ainda maiores (24, 32). No presente estudo, apenas um isolado de S. epidermidis nédo
teve seu SCCmec tipado, enquanto grande parte dos isolados de S. hominis e S. warneri
ndo foram tipaveis. Tal observagdo contrasta com o que se sabe sobre S. aureus, em que
apenas poucos tipos de SCCmec foram identificados em grandes colec¢des de isolados.
A existéncia de regides similares entre diferentes tipos de SCCmec indica que o cassete
passou por varios eventos sequenciais de recombinacdo, dando origem a estruturas
semelhantes a mosaicos. Acredita-se que um reservatorio de variantes de SCCmec esta
sendo produzido em CoNS e entdo transferido para S. aureus e outras espécies (9).

Oliveira et al (38) também identificaram clones com 100% de similaridade que
possuiam tipos de SCCmec distintos, ou ainda, em que um isolado era resistente e o
outro ndo. E notavel que isolados pertencendo ao mesmo PFGE-type podem carrear até
3 diferentes combinacBes de complexos mec e ccr, mais de um tipo de SCCmec e varios
isolados podem carrear SCCmec com multiplos complexos ccr. Grande parte dos
isolados pode carrear remanescentes de SCCmec. Tais observacBes indicam que a
aquisicdo e a perda de elementos genéticos moveis em S. epidermidis € provavelmente

muito frequente, mesmo no ambiente da comunidade (24).

Os resultados apresentados em relacdo a diversidade do SCCmec em CoNS
podem possuir vieses dado o fato de que foram duas metodologias usadas. Por isso, é
preciso cautela na interpretacdo de tais dados. A grande frequéncia de elementos nao
tipaveis em CoNS pode ser uma indicacdo de que os elementos dos CoNS sdo téo
diferentes dos de S. aureus que os métodos de tipagem ndo podem ser aplicados para

essas especies (39).
6. Concluséao

O presente estudo demonstrou a presenca de clones de CoNS circulando entre os
ambientes hospitalar e comunitario, principalmente em isolados das espécies S.
lugdunensis e S. warneri, e certos pulsotypes mantendo-se restritos a um dos ambientes,
como nos isolados de S. haemolyticus, S. epidermidis e S. capitis. A alta diversidade dos
tipos de SCCmec em isolados do mesmo clone sugere que este possa ndo ser um

marcador de escolha para observar diversidade filogenética em CoNS, diferentemente
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do MLST, o qual identificou STs de S. epidermidis associados a resisténcia a

antimicrobianos e novos tipos.
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1. Resumo

Objetivos: Comparar as metodologias de teste de disco-difusdo (TDD) e Etest com a
positividade para 0 gene mecA e avaliar a sua adequacdo em CONS isolados de
hemoculturas, swab nasal e feridas. Resultados: A concordéancia entre todas as técnicas
foi observada em 65,7% dos casos. A maior discrepancia entre gene mecA/Etest sensivel
foi em espécies ndo-epidermidis. Um ponto de corte de <19 mm no disco de oxacilina
para resisténcia classificou melhor o total de CoNS. Para S. epidermidis, diametros
menores ou iguais a 19 e 27 mm, respectivamente, classificaram melhor nos discos de
oxacilina e cefoxitina. Para S. haemolyticus e S. capitis, respectivamente, didmetros <21
mm ¢ <18 mm no disco de oxacilina, ¢ MICs > 0,75 pg/ml para S. warneri para
resisténcia. Conclusdes: Apesar de o TDD com disco de oxacilina ndo ser mais
recomendado pelo CLSI, observamos alguns casos em que apenas este detectou a
resisténcia. A discrepancia dos testes fenotipicos quando comparada a positividade do
gene mecA é provavelmente devida a caracteristica heterogénea dessa resisténcia, e o

fendmeno de resisténcia borderline foi muito frequente.

Palavras-chave: Estafilococos Coagulase-Negativa; Etest; mecA; resisténcia a

oxacilina; pontos de corte de referéncia; teste de disco-difusao; oxacilina; cefoxitina.
2. Introducéo

O aumento dos casos de resisténcia a oxacilina entre os estafilococos,
juntamente a emergéncia das infeccBes causadas pelos Staphylococcus coagulase-
negativa (CoNS), tornou necessaria a adequagdo dos testes de susceptibilidade a

antimicrobianos, especialmente & oxacilina, entre estes microrganismos.

A resisténcia a oxacilina geralmente se deve a uma proteina ligadora de
penicilina modificada (PBP2a), que possui baixa afinidade a meticilina/oxacilina e a
todos os antibioticos beta-lactamicos, o que impede que o antimicrobiano iniba a sintese
da parede celular. Tal proteina € codificada pelo gene mecA, o qual é regulado pelos
genes mecl e mecR1 [1], e esta contido em um elemento genético movel, denominado
Cassete Cromossémico Estafilococico mec (SCCmec), que pode ser transferido inter e
intra-espécies de estafilococos [2]. Essa caracteristica do SCCmec traduz a necessidade

de controle dos isolados positivos, pois sua transferéncia para Staphylococcus aureus
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significa um problema maior, ja que as infeccGes causadas por este sdo consideradas

graves e se relacionam a altos indices de mortalidade.

A expressdo do gene mecA, entretanto, pode se dar de forma heterogénea,
principalmente entre os CoNS [3]. Além disso, a hiperproducdo de beta-lactamases é
considerada outro mecanismo de baixos niveis de resisténcia a oxacilina [4,5,6], apesar
da oxacilina ter se mostrado igualmente efetiva contra cepas totalmente susceptiveis e
cepas hiperprodutoras, in vivo [7,8,9], e de ndo haver relatos de falha de tratamento
associada a hiperproducdo de beta-lactamases.

Os métodos fenotipicos de disco-difusdo sdo frequentemente utilizados pelos
laboratérios para detectar a resisténcia & oxacilina, por serem considerados mais
rapidos, praticos e com menor custo. O CLSI recomenda a utilizacdo do disco de
cefoxitina como substituto para a deteccdo de resisténcia a oxacilina em CoNS, ja que a
cefoxitina permite uma leitura mais clara do que o disco de oxacilina [10]. Entretanto,
alguns estudos mostram que se forem considerados apenas o0s resultados do disco de
cefoxitina, em detrimento do disco de oxacilina, cepas resistentes podem acabar sendo
reportadas como susceptiveis. Além disso, cepas de CoNS com resisténcia borderline
apresentam maior dificuldade de detec¢do, além de ja terem sido sugeridas mudancas na
interpretacdo dos didmetros das zonas de inibi¢do do disco de cefoxitina [11].

O CLSI diminuiu os breakpoints para oxacilina a maior ou igual a 0,5 pg/mL
para deteccdo de resisténcia em CoNS (exceto para S. lugdunensis, que se manteve
maior ou igual a 4 pg/mL) [12,13]. Esses breakpoints, correlacionando-se a presenca do
gene mecA, caracterizam corretamente a resisténcia a oxacilina em espécies mais
frequentes, como S. epidermidis, S. haemolyticus e S. hominis, mas pode indicar falsa
resisténcia em outras espécies de CoNS, menos comuns (Hussain et al, 2000). Isolados
negativos para o gene mecA e com MIC de oxacilina >0,5 pg/ml (indica resisténcia, de
acordo com CLSI [13] revelaram resultados controversos nos testes de disco-difuséo, e
essa observacdo foi mais frequente ainda para espécies menos comuns, como S.
cohnii e S. warneri [14,15]. Resultados falso-positivos para resisténcia sdo esperados

em 1 a 9% dos casos [16].

Ferreira et al [17] também observaram discrepancias entre os resultados do mecA
comparado ao MIC de oxacilina, juntamente aos testes de disco-difusdo com oxacilina e

cefoxitina em S. saprophyticus, bem como demonstraram baixa especificidade,
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revelando que os breakpoints ndo correspondem a determinacdo do gene mecA. Desse
modo, seria necessaria uma revisdo nos pontos de corte para S. saprophyticus. O mesmo
estudo apontou ainda boa eficacia do disco de oxacilina na deteccdo de resisténcia a
oxacilina para S. epidermidis [17], apesar de o CLSI ndo recomendar a utilizacdo deste

disco para CoNS.

Visto isso, 0 presente estudo buscou comparar os testes de susceptibilidade a
oxacilina, como o teste de disco-difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina, a
determinacdo do MIC pelo Etest, com a presenca/auséncia do gene mecA. Através dessa
comparacgao, buscaram-se valores de breakpoints nos testes de disco-difusdo que melhor

se encaixassem na determinacdo de susceptibilidade/resisténcia a esta droga.
3. Materiais e Métodos
3.1 Amostras

Duzentas e noventa e uma cepas CoNS foram estudadas, incluindo 126 isolados
de hemoculturas de pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP, os quais estdo estocados na Colecdo de Culturas do
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, UNESP, de
1990 a 2012. As cepas de origem comunitaria (144 isolados) foram obtidas a partir de
swab nasal de individuos saudaveis da mesma comunidade e 21 isolados de feridas
crbnicas de pacientes atendidos em unidades basicas de saude da cidade de Botucatu —
SP, nos anos de 2011 a 2013, e mantidas a -80°C.

3.2 Identificacdo dos CoNS

A identificacdo do género Staphylococcus foi realizada conforme as normas
descritas [18,19]. A identificacdo das especies de CoNS foi realizada utilizando o
método simplificado proposto por Cunha et al [20], conforme esquema de provas

biogquimicas.
3.3 Extracdo do DNA

Para a extracdo de DNA foi utilizado o Kit Illustra (GE healthcare), que consiste
na digestdo inicial das células de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K
(20 mg/ml).
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3.4 ldentificacdo genotipica dos CoNS

As amostras foram submetidas a identificacdo genotipica utilizando-se primers
de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica ITS-PCR [21].
Para controle dos resultados, foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia
internacional: S. epidermidis (ATCC 12228), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. capitis
subsp. capitis (ATCC 27843), S. capitis subsp. ureolyticus (ATCC 49325), S. warneri
(ATCC 10209), S. hominis (ATCC 27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC
700237), S. lugdunensis (ATCC 700328), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi
subsp. schleiferi (ATCC 43808), S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans
(ATCC 27851), S. xylosus (ATCC 29979) e S. caprae (ATCC 35538). Os isolados que
ndo puderam ser identificados pela técnica de ITS-PCR foram submetidos ao
sequenciamento do gene rpoB, (nucleotideos 1444-1928) de acordo com o protocolo

descrito por Mellmann et al [22].
3.5 Técnica de disco-difusao (TDD) em agar com discos de oxacilina e cefoxitina

O teste de sensibilidade a oxacilina foi realizado pela técnica da difusdo da droga
em agar a partir de discos impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical
Laboratory Standards Institute - CLSI [12,13]. Para o preparo dos indculos foi utilizada
suspensdo de colbnias crescidas por 24 horas e ajustada com a turbidez da escala 0,5 de
McFarland. Os discos utilizados incluiram os discos de Oxacilina (1 pg) e Cefoxitina
(30 ng). A semeadura foi feita através de swab estéril na superficie de agar Mueller-
Hinton, e a seguir aplicados os discos impregnados com as drogas. As placas foram

incubadas a temperatura de 35°C por 24 horas.
3.6 Deteccdo do gene mecA

A PCR em tempo real para o gene mecA foi executado através do Sistema
StepOne Plus (Life). As reacdes foram realizadas de acordo com Pinheiro et al [23]. A
incubacdo foi realizada empregando-se 0s parametros e primers descritos por
Vandecasteele et al [24].
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3.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) de oxacilina pelo
método de Etest®

A sensibilidade in vitro das amostras de CoNS foi testada para oxacilina através
da determinacdo do MIC, utilizando-se o método de E-test®, de acordo com as

recomendacdes do fabricante.
3.8 Determinacdo da Hiperproducao de Beta-Lactamases

As amostras que apresentaram resultado negativo na deteccdo do gene mecA e
apresentarem resisténcia a oxacilina pelos métodos fenotipicos foram testadas para
hiperproducdo de B-lactamase. Um indculo correspondente a escala 0.5 de McFarland
foi passado a uma placa com &gar Mueller-Hinton, na qual foram colocados um disco de
amoxicilina (20ug) e um disco de &cido clavulanico (10ug). O breakpoint para
sensibilidade consiste na formacdo de um halo de inibicdo > 20 mm apds 24h de
incubacdo a 35° C [9].

3.9 Comparacéo dos halos de inibicdo do TDD e MIC de oxacilina com a pesquisa

do gene mecA

Os resultados obtidos no teste de disco-difusdo e o MIC de oxacilina por Etest
foram comparados através de um algoritmo, calculando valores para 0s quais menos
1solados estivessem no grupo “Major error” e “Very major error”’, os quais refletem,
respectivamente, isolados reportados como resistentes pelo TDD, mas sensiveis no MIC
de oxacilina, e isolados reportados como susceptiveis pelo TDD, mas resistentes como
determinado pelo MIC de oxacilina. No caso de valores diferentes que gerassem um
mesmo valor de “Major error” e “Very major error”, foi considerada a positividade do

gene mecA como variavel para resisténcia.

4. Resultado

A Tabela 1 mostra o nimero de isolados de cada especie por origem da cepa.
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Tabela 1. Isolados de cada espécie de CONS por origem.

Colonizagéo nasal Hemocultura Feridas
S. epidermidis 56 (39) 40 (32) 2 (9,5)
S. haemolyticus 18 (12,5) 28 (22) 7 (33)
S. warneri 27 (19) 7 (5,5) 5 (24)
S. hominis 0 22 (17,5) 1(4,8)
S. lugdunensis 19 (13) 7 (5,5 1(4,8)
S. capitis 5(3,4) 22 (17,5) 2 (9,5
S. saprophyticus 12 (8,3) 0 2 (9,5)
S. pasteuri 3(2) 0 0
S. simulans 3(2) 0 1(4,8)
S. xylosus 1(0,7) 0 0
Total 144 (100) 126 (100) 21 (100)

As Figuras 1 e 2 mostram scattergrams que correlacionam os halos de inibicdo
com o MIC de oxacilina, pelos testes de susceptibilidade a oxacilina com discos de
oxacilina e cefoxitina, com a presenca do gene mecA. A cor vermelha simboliza a
positividade para o gene mecA de todos os isolados daquele ponto, e a cor verde, de pelo
menos um isolado daquele ponto. As linhas continuas demonstram a separacdo dos
pontos de corte para susceptibilidade e resisténcia definidos pelo CLSI, e as linhas
tracejadas, os pontos de corte encontrados através do algoritmo, os quais classificaram
com menor porcentagem de erro as amostras do presente estudo. As figuras 3 a 16

fazem a mesma correlacdo, mas para as espécies separadamente (Material Suplementar).

Do total de CoNS, comparando-se o disco de oxacilina com o MIC, 29 (10%)
dos isolados foram classificados na categoria Very Major Error e 4 (1,4%) na categoria
Major Error. Ja pelo disco de cefoxitina, 36 (12,4%) foram classificados na categoria

Very Major Error e 10 (3,4%) na categoria Major Error.

Apenas 191 isolados (65,7%) apresentaram concordancia em todos os métodos
(TDD com discos de oxacilina e cefoxitina, MIC e gene mecA). Das amostras
classificadas como resistentes pelo MIC de oxacilina, 93,8% possuiam 0 gene mecA.
Ainda deste grupo, as negativas para o gene apresentaram MICs pr6ximos aos pontos de
corte (0,5 e 0,75 pg/ml) e foram negativas no teste de hiperproducdo de beta-
lactamases. Das amostras sensiveis pelo MIC de oxacilina (n = 162), 46 (28%) foram

positivas para o gene mecA. A sensibilidade do Etest foi de 72% e a especificidade,
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94%, quando comparado ao gene mecA. Enquanto a sensibilidade foi de 56% para 0s
isolados comunitarios, para as cepas hospitalares foi de 81%. A Tabela 2 descreve a
concordéncia entre o0 TDD com a presenca do gene mecA e MIC de oxacilina.

Observou-se que 86% dos isolados da comunidade em que 0 gene mecA estava
presente com MIC de oxacilina menor do que 0,5 pg/ml eram de espécies ndo — S.
epidermidis, contabilizando 75% dos S. warneri mecA positivos. J& para as amostras
hospitalares, essa discrepancia foi observada em 60% dos casos em S. epidermidis,

sendo o restante S. hominis e S. capitis.

Os trés casos em que o MIC de oxacilina foi bem abaixo do ponto de corte para
resisténcia e os halos foram de valor bem pequeno, e houve positividade para o gene

mecA, foram de amostras da espécie S. hominis.

A Tabela 3 descreve os casos de heterorresisténcia a oxacilina pelos métodos
fenotipicos. A presenca de col6nias nos halos de inibicdo esta representada pela letra
GEH”
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Tabela 2. Comparagédo dos resultados de susceptibilidade obtidos pelo teste de disco-

difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina, MIC de oxacilina e presenga do gene

mecA.
TDD Oxacilina Cefoxitina
Resistente  Sensivel  Total Resistente  Sensivel  Total
mecA Positivo 88 81 169 101 68 169
Negativo 1 121 122 1 121 122
Total 89 202 291 102 189 291
MIC Resistente 85 44 129 93 36 129
(Etest)
Sensivel 4 158 162 9 153 162
Total 89 202 291 102 189 291
Tabela 3. Casos de heterorresisténcia visivel nos testes fenotipicos.
Isolado MIC (ug/ml)  Halo Oxacilina (mm) Halo Cefoxitina mecA
(mm)
29C 15H 16 H 23 +
53C 0,25 H 22 23 +
60C 0,75H 20H 21H +
6A 0,25 24 H 32 +
25A 0,25 26 H 32H -
143A 0,5 21H 29 +
147A 0,125 26 H 36 H -
98A 0,5 25 25H +

O algoritmo reduziu os casos de major error e very major error quando foi alterado o

breakpoint de resisténcia dos halos de inibigdo do disco de oxacilina do total de CONS

de <17 mm para <19 mm; para S. epidermidis, de <17 mm para <19 mm e disco de

cefoxitina de <24 mm para <27 mm; para S. haemolyticus, de <17 mm para <21 mm,

para disco de oxacilina; para S. warneri quando o MIC para resisténcia foi >0,75 pg/ml;

para S. capitis quando o breakpoint para resisténcia com o disco de oxacilina foi <18

mm; para S. saprophyticus, MICs para resisténcia maiores que 1 pg/ml.
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Figura 1. Scattergram comparativo dos halos de inibicdo pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina do total de isolados de CoNS.
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Figura 2. Scattergram comparativo dos halos de inibicdo pelo disco de cefoxitina com os MICs de oxacilina do total de isolados de CoNS.
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Tabela 4. Alteracdo no numero de isolados em Major Error e Very Major Error com o
critério de breakpoints do CLSI e dos propostos neste trabalho. Nos casos com ‘*’, a

alteracéo foi nos pontos de corte do MIC.

Breakpoints CLSI (%) Breakpoints propostos (%)
Espécie (n) - Disco Very Major  Major Very Major Major
Total CoNS (291) - Oxacilina 47 (16) 4 (1.4) 33(11) 4 (1.4)
S. epidermidis (98) - Oxacilina 15 (15) 1(2) 7(7) 1(1)
S. epidermidis (98) - Cefoxitina 14 (14) 2(2) 6 (6) 2(2)
S. haemolyticus (53) - Oxacilina 10 (19) 0 6 (11) 1(2)
S. saprophyticus (14) — Oxacilina* 6 (43) 0 0? 3(21)
S. saprophyticus (14) — Cefoxitina* 8 (57) 0 0? 1(7)
S. warneri (39) — Oxacilina* 5(13) 0 0 0
S. warneri (39) — Cefoxitina* 5(13) 0 0 0
S. capitis (29) - Oxacilina 3 (10) 0 13) 0
p<0,05
5. Discussao

A emergéncia dos CoONS como agentes oportunistas importantes esta
diretamente associada a resisténcia aos antimicrobianos, principalmente a
oxacilina/meticilina. A incidéncia da resisténcia a meticilina depende da origem da
populacdo de CoNS estudada e o tipo de método utilizado nesta deteccdo [25]. Estudos
mostram frequéncia de 75-80% de resisténcia em isolados nosocomiais, comparada a
27% em CoNS de centros de cuidados primarios [26,27,28]. O presente estudo observou
9-10% dos isolados da comunidade e 57-62% dos isolados hospitalares resistentes a

oxacilina segundo a técnica de disco-difuséo.

Ja de acordo com o método padré@o-ouro, a detecgdo do gene mecA, 36% e 81%

dos isolados da comunidade e hospital, respectivamente, foram resistentes a oxacilina.
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Essas frequéncias foram ainda maiores considerando-se as espécies individualmente,
sendo que 100% dos S. haemolyticus, 97,8% dos S. epidermidis, 86% dos S. capitis de
hemoculturas, e 60% dos S. haemolyticus da comunidade possuiam o gene mecA.
Cuevas et al [29], estudando CoNS nosocomiais e de origem comunitaria por um
periodo de 15 anos, observou que cepas do hospital estdo mais propensas a desenvolver

resisténcia a antimicrobianos.

Desde décadas atras, a resisténcia a oxacilina tem sido documentada com maior
frequéncia em isolados causadores de doengas do que em cepas comensais [30].
Zilevica et al [31] sugerem a detec¢édo de fatores de viruléncia como producdo de urease
e hemolisinas para discriminar cepas de S. epidermidis comensais e nosocomiais. Em
vista da resisténcia & oxacilina ter sido observada seis vezes mais nos isolados clinicos
do que nos comunitarios, é possivel inferir a susceptibilidade a droga em CoNS como
um possivel marcador de cepas clinicas potencialmente patogénicas. O sequenciamento
total do genoma de cepas de S. epidermidis isoladas da comunidade e hospital
demonstrou a presenca de marcadores de resisténcia associados aos isolados
nosocomiais [32]. Segundo estes mesmos autores, enquanto a aquisicdo de genes de
resisténcia a antibidticos e outros mecanismos de defesa podem predispor uma cepa a
patogenicidade, pode ser também uma consequéncia da exposicdo ao ambiente

hospitalar.

Comparando-se as frequéncias de resisténcia entre as espécies de CONS,
observa-se que S. haemolyticus, seguido por S. epidermidis, S. saprophyticus e S.
hominis foram as que mais apresentaram esta caracteristica. S. warneri e S. lugdunensis,
por outro lado, apesar de estarem presentes em numero significativo, apresentaram
menores taxas de resisténcia. Staphylococcus haemolyticus é conhecido pela sua
multirresisténcia a drogas [33,34], e esta predisposto a desenvolver resisténcia com mais
facilidade a beta-lactdmicos. O seqiienciamento total de seu genoma demonstrou
extensa plasticidade, com grande ndmero de sequéncias de inser¢do cromossomais,
caracteristica que pode resultar em rearranjos genémicos frequentes, diversificacdo
fenotipica e aquisicdo de fatores de resisténcia antimicrobiana [35]. S. lugdunensis é
comumente suscetivel a maior parte dos antimicrobianos, incluindo a
meticilina/oxacilina [36]; e S. warneri &, dentre as espécies mais isoladas de CoNS, o
que possui maior susceptibilidade a oxacilina e outras drogas [37,38], 0 que explica

porque o tratamento das infeccOes, apesar de sérias, causadas por este udltimo, é
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geralmente bem-sucedido se for feito a tempo. Uma limitacdo da avaliacdo das
metodologias fenotipicas foi a auséncia de isolados resistentes a oxacilina no presente
estudo.

Desde as primeiras descrigdes de resisténcia & oxacilina em estafilococos, o
comportamento incomum das cepas nos testes de susceptibilidade tem sido notado [8].
A expressdo de resisténcia a oxacilina esta relacionada a variacdes grandes no grau de
resisténcia entre as células individuais de uma populacéo, e as varia¢bes dentro de cada
teste influenciam na deteccéo de resisténcia aos beta-lactamicos [39,40].

A metodologia de disco-difusdo com discos de oxacilina e cefoxitina é
principalmente utilizada rotineiramente nos laboratorios devido a sua praticidade,
facilidade e baixo custo. A expressao fenotipica de resisténcia, entretanto, pode variar
dependendo das condicdes de crescimento (temperatura, osmolaridade e suplementos da
cultura como NaCl e sacarose) [41], tornando os testes de susceptibilidade
potencialmente problematicos. No presente estudo, os discos concordaram na predicdo
da resisténcia a oxacilina em 91% dos casos, sendo que essa porcentagem foi
ligeiramente maior nos isolados comunitarios. Entre as espécies, 0s maiores casos de
discrepéncia na predicao de susceptibilidade entre os discos ocorreram entre isolados de
S. haemolyticus (n=10; 19%), S. epidermidis (n=11; 11,2%), seguido por S.
saprophyticus, sendo que para esta Ultima espécie, 29% das amostras (n=4) ndo tiveram
resultados concordantes entre os dois discos. Semelhantemente, Antunes et al [25]
encontraram discrepancias entre os discos em espécies menos frequentes, como S.
saprophyticus, S. cohnii e S. sciuri, mas com menos frequéncia em S. epidermidis e S.

haemolyticus quando comparado a este estudo.

Observamos que, das amostras resistentes positivas para 0 gene mecA, 52%
demonstraram resisténcia fenotipica pelo disco de oxacilina e 60% pelo disco de
cefoxitina. Essas diferencas podem ser explicadas pela caracteristica heterogénea de
resisténcia a meticilina codificada pelo gene mecA. Além disso, halos proximos aos
breakpoints, caracteristico de cepas borderline, podem dificultar a interpretacdo da
resisténcia [11]. O disco de cefoxitina se mostrou como melhor preditivo da resisténcia
a oxacilina, assim como verificado por Antunes et al [25]. Entretanto, observamos
alguns casos em que sO o disco de oxacilina detectou a resisténcia. Por esta razdo, é

importante realizar testes com os dois discos. Palazzo e Darini [15], também sugerem a
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utilizacdo de ambos os discos e da determinacdo do MIC de oxacilina, o que pode
reduzir os erros nos resultados. Na deteccdo de resisténcia a oxacilina mediada pelo
gene homologo ao gene mecA, o mecC, o disco de cefoxitina foi considerado mais

confiavel [42].

A deteccdo do MIC de oxacilina pelo Etest mostrou sensibilidade maior para 0s
isolados do hospital. Tais resultados podem se dever a maior proporcdo de espécies
como S. saprophyticus, S. simulans, S. lugdunensis, S. pasteuri e S. warneri, nas quais
o0s discos provém resultados errdneos com maior frequéncia [14]. Em 33% dos isolados
comunitarios desta Ultima espécie, por exemplo, pelo menos um dos discos ndo
demonstrou resisténcia a oxacilina, apesar dos isolados serem positivos para 0 gene

mecA.

A presenca do gene mecA com MICs de oxacilina indicando susceptibilidade foi
frequente, mais nas especies ndo-epidermidis da comunidade. Distintamente, Antunes et
al [25] observaram o oposto: a maior parte das discrepancias entre o MIC de oxacilina e
0 gene mecA consistiu em amostras resistentes fenotipicamente mas ausentes deste
gene. A maior parte dos casos de discrepancia no presente trabalho também mostrou
resultados controversos nos testes de disco-difusdo, revelando halos de inibicdo e
valores de MIC muito proximos aos pontos de corte, 0 que, além de confirmar o carater
heterogéneo de resisténcia destas amostras [43], corrobora uma revisdo nestes
breakpoints do MIC de oxacilina, principalmente em espécies como S. warneri e S.

hominis.

As cepas consideradas “borderline” na susceptibilidade a oxacilina podem (i)
possuir PBPs alteradas, (ii) serem hiperprodutoras de beta-lactamases, ou (iii) carrear o
gene mecA, mas serem heterogéneas na expressao deste, com apenas uma pequena
proporcdo da populacdo de células exibindo altos niveis de resisténcia. As condi¢Ges
usadas para o teste de susceptibilidade podem ser modificadas alterando-se a proporgéo
de celulas expressando altos niveis de resisténcia em cepas carreadoras do gene mecA,
mas a distincdo entre cepas hiperprodutoras de beta-lactamase, das cepas

verdadeiramente resistentes, isto &, mecA positivas, permanece problematica [8].

A heterorresisténcia a oxacilina é considerada quando <1 célula em 10° da
populacdo € altamente resistente a droga. Esta pode ser caracterizada na formacéo de

colénias dentro dos halos da zona de inibicdo em testes fenotipicos, observada em 2,7%
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dos casos no presente estudo, ou quando ha a presenca do gene mecA com
susceptibilidade fenotipica (27-47%). Ainda, € documentada a existéncia de cepas mecA
positivas e fenotipicamente susceptiveis a oxacilina de forma ndo-heterogénea (OS-
MRCOoNS) [44]. O uso de beta-lactamicos para tratar tais isolados pode causar um
aumento no MIC de oxacilina bem acima do breakpoint estabelecido para resisténcia,
geralmente levando a falha terapéutica [41]. A resisténcia induzivel & oxacilina esta
fortemente associada as discrepancias entre os testes fenotipicos e a positividade para o
gene mecA [9].

Grande parte das amostras apresentou valores de MIC e de zona de inibicéo
muito préximos aos breakpoints, e que classificaram incorretamente a amostra como
susceptivel ou resistente, quando comparados tanto ao MIC quanto a presenca do gene
mecA. Apesar da positividade para este gene ser considerada como o padréo-ouro para
resisténcia a oxacilina, observamos que, das amostras mecA positivas, 27.8%, 47.9% e
40%, respectivamente, ndo expressaram resisténcia no Etest, disco-difusdo com disco de
oxacilina e disco-difusdo com disco de cefoxitina. Esses valores s&o altos e podem ser
considerados alarmantes, baseando-se na suposi¢do de que apenas a presenca do gene
caracteriza a cepa como resistente. Podemos considerar que outros fatores estejam
afetando a expressdao do gene/producdo proteica, apesar do potencial de resisténcia

inerente ao carreamento do gene.

Alguns trabalhos descrevem cepas com susceptibilidade a oxacilina, mas
positivas para 0 gene mecA, tanto em S. aureus como em CoNS [45,46,47], e mostraram
que geralmente em CoNS a expressdo da resisténcia é heterogénea, e pode ser
estimulada na presenca de cefoxitina. O sequenciamento total de uma cepa de S. aureus
mecA positiva e susceptivel a oxacilina demonstrou a presenca de um repressor do gene
mecA (Blal), que ndo é reprimido na presenca de beta-lactamicos e, portanto, impede a
expressaio do gene mecA, apesar de as sequéncias intactas de regides

promotoras/operadoras do mecA e blaZ estarem presentes [48].

Apesar de susceptiveis pelos métodos fenotipicos, as cepas mecA positivas
devem ser tratadas como resistentes em relacdo ao controle clinico e precaucbes de
higiene. Dessa forma, os testes fenotipicos devem ser combinados aos testes

genotipicos, ja que a realizacdo de apenas testes fenotipicos pode mascarar cepas
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positivas para 0 gene mecA, enquanto que a utilizacdo de somente testes genotipicos

pode privar o paciente de regimes de tratamento potencialmente melhores [48].

De forma geral, nds sugerimos a alteracdo do breakpoint para resisténcia no teste
de disco-difusdo com disco de oxacilina para < 19mm, classificando melhor as cepas
como resistentes e diminuindo o nimero de amostras com Very Major Error. Apesar de
0 CLSI ndo recomendar mais a utilizacdo do disco de oxacilina para deteccdo de
resisténcia, e sim apenas o disco de cefoxitina, nés observamos que o uso do disco de
oxacilina pode ser utilizado como complemento na detec¢do de resisténcia, apesar de
ser necessaria cautela quanto a interpretacdo de casos em que ha discrepancia entre o0s
resultados dos dois discos. Nas amostras do presente estudo, mais isolados foram
classificados incorretamente pelo disco de cefoxitina do que pelo disco de oxacilina,
quando confrontados ao MIC de oxacilina pelo Etest. Entretanto, na comparagdo com a
presenca do gene mecA, o disco de cefoxitina classificou melhor as amostras, com
maior sensibilidade. Ferreira et al [17] observaram que o disco de cefoxitina mostrou
especificidade mais alta em relacdo a presenca do gene mecA como parametro para
resisténcia a oxacilina. Por sua vez, aquele trabalho também observou baixa
especificidade do MIC obtido por Etest em relacdo ao gene mecA, o que provavelmente
ndo se relaciona a falha da técnica, e sim a necessidade de revisdo dos breakpoints do

MIC para a espécie S. saprophyticus.

Em relacdo a S. saprophyticus, aproximadamente metade dos isolados do
presente estudo revelaram “Major error” na classificacdo da susceptibilidade a oxacilina
pelos dois discos, quando comparados ao MIC. Tendo em vista os resultados também
discrepantes encontrados em outros estudos [14], assim como estudo prévio de nosso
grupo em isolados de infeccdo urinaria de S. saprophyticus [17], no qual a maior parte
das amostras revelou-se susceptivel pela auséncia do gene mecA e pelo TDD com disco
de cefoxitina, mas resistente pelos MICs maiores que 0,5 pg/ml e pelo TDD com disco
de oxacilina, a avaliacdo criteriosa de resisténcia nessa espécie deve ser cautelosamente

avaliada, ja que os métodos mostram resultados totalmente diferentes.

De acordo com os resultados obtidos neste e em estudo prévio [17], sugerimos
que os breakpoints para MIC de oxacilina sejam revisados em S. saprophyticus, sendo
que valores de MIC maiores que 1 pg/ml para identificacdo de resisténcia parecem

classificar de forma mais eficiente os isolados resistentes a oxacilina, e que o disco de
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cefoxitina aparentemente classifica melhor do que o disco de oxacilina. De fato, o
EUCAST classifica apenas isolados de S. saprophyticus com MICs maiores que 2 pg/ml
como resistentes [49].

Em relacéo a S. hominis, uma das limitagdes para a melhor aferi¢do dos valores
de inibicdo comparados ao gene mecA/MIC de oxacilina foi o pequeno numero de
isolados obtidos dessa espécie. Ndo houve isolamento de S. hominis colonizando as
narinas dos individuos saudaveis, o que pode indicar que este ndo ¢ um local de
frequéncia para tal espécie. Os isolados que apresentaram MICs bem abaixo dos
breakpoints, mas foram considerados resistentes pelos TDD com discos de oxacilina e
cefoxitina, apresentando halos bem pequenos, e positividade para o gene mecA devem

ser futuramente melhor estudados para elucidagéo da causa desta observacao.

O aumento do breakpoint para resisténcia em S. warneri de 0.5 para 0.75 pg/ml
é concordante com estudos anteriores [14], sendo que o valor de MIC 0.5 pg/ml nesta
espécie parece associar-se a sensibilidade em ambos os estudos.

O EUCAST alterou recentemente os valores classificatorios das zonas de
inibicdo de S. epidermidis, de R <21 mm para < 24 mm. Nos isolados desta espécie,
observamos que aumentando o valor do halo de inibi¢do de 17 para 19 mm para o disco
de oxacilina, e de 24 para 27 mm para o disco de cefoxitina menos cepas estiveram
classificadas incorretamente como susceptiveis baseando-se no MIC de 0,5 pg/ml, com

reducdo de casos de Very Major Error.

A importancia da detec¢do acurada de resisténcia a oxacilina se da nao s6 pelo
controle de cepas de CoNS resistentes a essa droga, mas pelo fato de essa resisténcia
estar altamente associada a resisténcia a outras drogas, como o glicopeptideo
vancomicina [50], e pela possibilidade de transferéncia genética para S. aureus [2].

A baixa concordancia entre os testes fenotipicos entre si, e entre 0s méetodos
fenotipicos e a presenca do gene mecA enfatiza a necessidade da revisdo nos pontos de
corte dos halos de inibigdo atualmente recomendados e, mais ainda, anélises diferentes
por espécie de CoNS, dada a heterogeneidade do fenotipo de resisténcia a oxacilina em
cada uma das espécies estudadas. Este trabalho pode contribuir para tais revisdes e
fornecer uma visdo mais focada nas espécies individuais, na detec¢cdo mais precisa de

resisténcia a oxacilina e prevencdo de persisténcia e disseminacao de cepas resistentes.
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Conclusdes

A alteracdo dos pontos de corte para valores maiores em geral classificou melhor as
espécies, mas valores especificos para isolados de S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
saprophyticus, S. warneri e S. capitis reduziram o0 nimero de casos de major error e
very major error. Apesar de ndo mais recomendado pelo CLSI, o uso de disco de
oxacilina conseguiu detectar resisténcia em casos em que o disco de cefoxitina falhou.
A discrepancia entre os testes fenotipicos e a deteccdo do gene mecA é provavelmente
devida a heterogeneidade dessa resisténcia, com o fenémeno da resisténcia borderline
sendo muito comum. Esses resultados enfatizam o uso de mais de um teste de
susceptibilidade, especialmente uma técnica molecular, ja que as subpopulagdes podem

ndo expressar o fendtipo de resisténcia se 0 numero de células é pequeno.

Perspectiva futura

Ao se notar a crescente importancia que vem se dando as espécies de CONS em termos
de causadores oportunistas de infeccbes e reservatdrios de SCCmec e resisténcia a
antimicrobianos em geral, a tendéncia de estudos envolvendo mecanismos de evasao e
resisténcia espécie-especificos de CoNS é crescer. Com metodologias de identificacdo
como MALDI-TOF, analise gendmica, transcriptbmica e protebmica que vem sendo
cada vez mais utilizadas, se tornam menos complexos o entendimento e a detecgéo de
fendmenos como a heterorresisténcia e mais notorios os papeis distintos de cada uma

das espécies de CoNS na colonizacao e infeccdo.

Sumario Executivo
Bullet points

e Deteccdo de resisténcia a oxacilina em CoNS é complicada pela heterogeneidade

e Atécnica de disco difusdo com oxacilina e cefoxitina foi comparada com MIC e
mecA

o 10-12% dos isolados foram classificadis na categoria Very Major pelos testes de
disco-difuséo

e 28% possuiam mecA e mostrarm resisténcia borderline, particularmente especies
ndo-epidermidis (principalmente S. warneri)

e Valores aumentados nos breakpoints de zona de inibigdo classificaram melhor
algumas especies

¢ Resultados discrepantes entre os TDD e entre E-test e mecA foram encontrados
para S. saprophyticus
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Apesar de ndo mais recomendado, houve casos em que apenas o disco de
oxacilina detectou resisténcia

A discrepancia entre os testes fenotipicos e mecA é provavelmente devida a
heterogeneidade dessa resisténcia, com o fendmeno de resisténcia borderline
sendo muito comum

As subpopulagdes podem nédo expressar o fenotipo de resisténcia se o0 nimero de
células é pequeno
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Figura 3. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢&o pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. epidermidis.
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Figura 4. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢do pelo disco de cefoxitina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. epidermidis.
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Figura 5. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢do pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. haemolyticus.
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Figura 6. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢éo pelo disco de cefoxitina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. haemolyticus.
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Figura 7. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢&o pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. hominis.
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Figura 10. Scattergram comparativo dos halos de inibicdo pelo disco de cefoxitina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. lugdunensis.
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Figura 11. Scattergram comparativo dos halos de inibigéo pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. saprophyticus.
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Figura 13. Scattergram comparativo dos halos de inibi¢do pelo disco de oxacilina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. warneri.
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Figura 14. Scattergram comparativo dos halos de inibic&o pelo disco de cefoxitina com os MICs de oxacilina dos isolados de S. warneri.
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1. Resumo

A reducdo da susceptibilidade a vancomicina é um fenbmeno cada vez mais encontrado
em isolados de estafilococos, cujos determinantes e consequéncias ainda ndo estdo bem
elucidados em Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS). Com este trabalho,
objetivou-se comparar as caracteristicas biologicas das cepas parentais e suas colbnias
com heterorresisténcia a vancomicina provenientes de hemoculturas de pacientes e swab
nasal de individuos saudaveis. De 291 isolados, 12,4% apresentaram crescimento nas
placas com 6 ou 8 pug/ml de vancomicina. O aumento do MIC em 2 ou mais vezes nas
coldnias heterorresistentes quando comparadas as parentais foi observado em 42,5%. Os
MICs de vancomicina estiveram em valores maiores ou iguais a 4 pg/ml em 10 isolados
parentais e em 22 coldnias heterorresistentes. Coldnias crescidas na triagem de isolados
selecionados de S. warneri, S. haemolyticus e S. capitis mostraram espessamento de
parede celular significativo quando comparado a cepa parental e didmetro reduzido nos
isolados heterorresistentes de S. haemolyticus e S. warneri por microscopia eletrénica
de transmissdo. Observou-se que 60% das subpopulacGes apresentaram alteracdo
macroscopica no aspecto das col6nias. Alteracfes na fermentacdo dos acUcares e
descarboxilacdo da ornitina foram encontradas, mas ndo seguiram um padrdo. A
presenca de colbnias mistas com caracteristicas distintas demonstra a necessidade de
testar todas quanto a susceptibilidade e identificacdo fenotipica. Os resultados enfatizam
que a subpopulacao heterorresistente necessita estar em um numero suficiente de células
para se expressar nos testes de susceptibilidade e possui natureza instavel. O mecanismo
de espessamento da parede celular parece ser a causa mais provavel de
heterorresisténcia em S. capitis, S. warneri e S. haemolyticus, ainda mais evidente que

em cepas de S. aureus com susceptibilidade reduzida a vancomicina.

Palavras-chave: Estafilococos Coagulase-Negativa; Susceptibilidade reduzida a
vancomicina; MICs de vancomicina; alteracdes morfo-bioquimicas; espessamento da

parede celular; SCVs.
2. Introducéo

Os Staphylococcus coagulase-negativa (CoNS) sdo considerados importantes
agentes gram-positivos associados a infeccbes oportunistas em individuos

imunocomprometidos e producdo de biofilme em dispositivos médicos. O uso
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indiscriminado de agentes antimicrobianos tem tornado mais frequente a identificacéo
de cepas resistentes e com susceptibilidade reduzida a drogas consideradas de alta
eficacia contra estas bactérias.

A susceptibilidade reduzida ao glicopeptideo Vancomicina (RSV) é bem
estudada em Staphylococcus aureus. As cepas heterorresistentes a vancomicina (hetero-
VISA) comumente apresentam-se em forma de subpopulacdes capazes de crescer em
concentracdes de vancomicina que deveriam inibir seu crescimento. Tais subpopulagdes
podem apresentar caracteristicas morfobioquimicas alteradas, como espessamento de
parede celular [1], crescimento lento, colénias pequenas, menor producdo de pigmento,

auséncia ou pouca hemolise e reducdo na atividade da coagulase [2].

As alteracdes bioldgicas encontradas em cepas hetero-VISA podem levar a
identificacdo incorreta de cepas de S. aureus pelos métodos bioquimicos. Dai et al [3]
descreveram diversas modificagdes biologicas em cepas clinicas hetero-VISA que
levaram a sua identificacdo como S. haemolyticus. Tal erro é considerado grave e pode

inclusive levar a falha de tratamento e de controle de disseminacdo hospitalar.

Em CoNS, entretanto, as caracteristicas da heterorresisténcia & vancomicina
ainda ndo estdo bem elucidadas. Alguns trabalhos apresentam o espessamento da parede
celular em cepas de CoNS com susceptibilidade reduzida a vancomicina [4]; entretanto,
ndo ha dados sobre alteracBes morfofisioldgicas nestes isolados. Visto que os CoNS
estdo presentes em alta frequéncia como causadores de infeccdes hospitalares crénicas e
oportunistas, este trabalho objetivou comparar caracteristicas biologicas entre as
populacbes parentais e populacBes heterorresistentes a vancomicina de isolados de

CoNS de amostras clinicas e comunitarias.
3. Materiais e Métodos
3.1 Isolados

Cento e vinte seis cepas de CoNS de origem hospitalar a serem estudadas foram
isoladas de pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, os quais estéo estocados na Colecéo de Culturas do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, UNESP. Cento e quarenta e
quatro cepas de origem comunitaria foram obtidas a partir de swab nasal de individuos

saudaveis da mesma comunidade e 21 isolados de feridas cronicas de pacientes
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atendidos em Unidades Basicas de Saude em Botucatu —SP, mantidos a -80°C no

Laboratdrio de colecdo de culturas.
3.2 ldentificagdo dos CoNS

A identificagdo do género Staphylococcus foi realizada conforme as normas
descritas por Baker [5] e Koneman et al [6]. A identificacdo das espécies de CoNS foi
realizada utilizando o método simplificado proposto por Cunha et al [7], conforme
esquema de provas bioquimicas. Apos extracdo de DNA realizada utilizando-se o kit
lllustra (GE Healthcare), as amostras foram submetidas a identificacdo genotipica
utilizando-se primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes que codificam o
RNAr 16S e RNAr 23S pela técnica ITS-PCR [8,9]. Para controle dos resultados, foram
utilizadas as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC
12228), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. capitis subsp. capitis (ATCC 27843), S.
capitis subsp. ureolyticus (ATCC 49325), S. warneri (ATCC 10209), S. hominis (ATCC
27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis (ATCC
700328), S. saprophyticus (ATCC 15305), S. schleiferi subsp. schleiferi (ATCC 43808),
S. sciuri subsp. sciuri (ATCC 29062), S. simulans (ATCC 27851), S. xylosus (ATCC
29979) e S. caprae (ATCC 35538). Os isolados que ndo puderam ser identificados pela
técnica de ITS-PCR foram submetidos ao sequenciamento do gene rpoB (nucleotideos
1444-1928) [10].

3.3 Teste de triagem para deteccdo de heterorresisténcia a vancomicina

Para verificacdo de heterorresisténcia a vancomicina, foi utilizado o meio de
triagem preparado com &gar BHI adicionado de 6 e 8 pug/ml de vancomicina. As cepas
referéncia S. aureus ATCC 29213 e Enterococcus faecalis ATCC 29212, susceptiveis a
vancomicina, foram utilizadas como controle negativo e a amostra E. faecalis ATCC
51299, resistente a vancomicina, foi utilizada como controle positivo. Dois inoculos
correspondentes a escala 2 de McFarland foram feitos em spots em cada uma das placas
com as duas concentragfes de vancomicina. Apos incubagdo por 24 horas a 35 °C, a
presenca de pelo menos uma colbnia em um dos indculos foi considerada como
crescimento positivo. Todas as analises posteriores partiram da mesma coldnia crescida
na triagem, que foi estocada com caldo nutriente com 10% de glicerol. Todas as
colénias da triagem foram confirmadas como CoNS através dos testes de catalase e
coagulase e estocadas para testes posteriores.
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3.4 Determinacdo da MIC de vancomicina pelo método de microdiluicdo em

caldo

Para a técnica de microdiluicdo em caldo na determinacdo do MIC de
vancomicina, foram utilizadas placas de microtitulagdo estéreis, utilizando o caldo
Mdeller-Hinton ajustado com cétions (Oxoid, U.K.), conforme recomendado pelo CLSI
[11]. Uma solucdo-estoque de vancomicina foi preparada em &gua destilada na
concentragdo de 3200 pg/ml. Em placa de microtitulagdo foram feitas dilui¢es seriadas
de vancomicina nas concentra¢fes de uma escala logaritmica de 2, compreendendo os
breakpoints (CLSI [11]) 64, 32, 16, 8,4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 pg/ml, em caldo Miieller-
Hinton, com um volume final de 100uL. As amostras foram isoladas ¢ reisoladas e,
entdo, uma suspensdo bacteriana com turvagdo correspondente a escala 0,5 de
McFarland (1 x 108 UFC/mL) foi preparada e diluida em 1:312, e entdo adicionados 100
uL em cada pogo. As placas foram incubadas em estufa a 35°C e a leitura do MIC feita
apos 24 e 48 horas de incubacdo. Foram utilizados um controle de crescimento,
contendo o caldo e a suspensdo bacteriana, sem antimicrobiano, e um controle de
esterilidade contendo apenas o caldo Mueller-Hinton ndo inoculado. Adicionalmente,
para validacdo dos resultados, Enterococcus faecalis ATCC 29212, susceptivel a
vancomicina, e E. faecalis ATCC 51299, resistente a vancomicina, foram utilizados
como controle. O MIC foi considerado como a menor concentracdo de antimicrobiano
que inibiu completamente o crescimento do micro-organismo, conforme detectado a

olho nu.

3.5 Andlise das mudancas morfolédgicas e bioquimicas das subpopulacoes

heterorresistentes

As subpopulagbes crescidas no método de triagem foram analisadas quanto a
varia¢fes na coloragdo e morfologia das colbnias vistas a olho nu por um mesmo
observador, ap0s crescimento por 24 horas em agar sangue. Testes bioquimicos que
incluiram a fermentacdo dos acgucares sacarose, trealose, manitol, maltose, lactose,
manose e frutose, e testes para observacdo de urease e ornitina descarboxilase, foram
realizados nas cepas parentais e nos isolados recuperados das colbnias crescidas na
triagem com vancomicina. Os testes bioguimicos foram lidos apds 24 e 72 horas de

incubacéo; foram considerados, entretanto, para comparagéo, apenas os resultados apos
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72 horas, visto que poucos isolados apresentaram alteracdo na leitura de 24 horas,

podendo ser considerados fermentadores lentos.

3.6 Avaliacdo do espessamento da parede celular das subpopulagoes
crescidas na triagem através de Microscopia Eletrénica de Transmissao

As células em fase de crescimento logaritimico foram fixadas em 2,5% de
glutaraldeido em 0,12 M de tampao fosfato de sodio e tratadas com 2% de tetroxido de
osmium. As células foram desidratadas com concentracdes graduais de acetona, e
embebidas na resina Durcupan ACM, Epoxy Resin (SEM, Fort Washington, PA).
Cortes ultra-finos foram colocados em 2% de acetato de uracila aquoso e citrato de
chumbo, e entdo examinados em microscopio eletrdnico de transmissdo Tecnai Spirit —

FEI Company.

A avaliagdo morfométrica do espessamento da parede celular foi realizada
utilizando imagens fotograficas obtidas em uma magnificacdo final de X 30.000. Em
cada célula cortada com superficie aproximadamente equatorial, trés eixos foram
medidos em linha reta, da membrana até a parte externa da parede celular, e a média
desses valores calculada, utilizando o programa Axion 4.7 software (Zeiss). A espessura
da parede celular de 30 células de cada isolado foi medida e os resultados expressos
como a média +/- DP. A significancia estatistica para comparacdo entre as células

parentais e as subpopulagdes foi avaliada pelo teste t de Student (p<0.05).

O diametro foi medido em cada célula cortada com superficie aproximadamente
equatorial, dois eixos foram medidos em linha reta, em um total de 10 a 15 células
Unicas (auséncia de divisdo celular), e a média desses valores calculada. As cepas S.
aureus Mu3 (heteroVISA, com MIC <4 pg/ml) e Mu50 (VRSA, MIC > 8 pg/ml) foram
também submetidas & microscopia eletrénica de transmissdo e usadas na avaliagédo

morfométrica.
4. Resultados

Trinta e seis (12.4%) isolados demonstraram crescimento nas placas com 6 e 8
pg/ml de vancomicina. Trinta e um isolados apresentaram col6nias nas placas com 6
png/ml de vancomicina; 4 amostras cresceram nas placas com 6 e 8 pg/ml; e uma
amostra apenas na placa com 8 pg/ml. As coldnias crescidas foram recuperadas,

reisoladas e estocadas para o0s testes posteriores. Foram testadas quanto a producdo de
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catalase e coagulase, confirmando se tratarem de CoNS. Tanto as subpopulagcdes como
as cepas parentais foram submetidas & microdilui¢cdo em caldo para avaliagdo do MIC

de vancomicina.

Das col6nias crescidas na triagem com vancomicina, 12 (8.3%) eram
provenientes de swab nasal, as quais 9 eram S. epidermidis, 1 S. haemolyticus, 1 S.
warneri e 1 S. capitis. Outras 24 (19%) amostras hospitalares revelaram
heterorresisténcia: 3 S. epidermidis, 4 S. haemolyticus, 6 S. hominis, 2 S. warnerie 9 S.
capitis. Nenhum dos isolados de feridas cresceu na triagem, e nenhum isolado de S.

lugdunensis ou S. saprophyticus revelou heterorresisténcia a vancomicina.

A Figura 1 demonstra a comparacdo do MIC de vancomicina entre as cepas
parentais e as subpopulacfes com susceptibilidade reduzida. Ja a Tabela 1 mostra os
MICs de vancomicina das amostras e das colénias heterorresistentes avaliados pela

microdiluigdo em caldo.

As caracteristicas macroscopicas avaliadas incluiram coloracdo, aspecto,
tamanho, hemolise, variagdo do tamanho, centro da coldnia e irregularidade das
colbnias. Enquanto a Figura 2 mostra as small-colony variants nos isolados parentais e
heterorresistentes, a Tabela 2 demonstra as cepas que mostraram alteracdo em pelo
menos uma das caracteristicas macroscdpicas avaliadas. A Tabela 3 apresenta o perfil
bioquimico dos isolados parentais e das subpopulagdes heterorresistentes a
vancomicina. As alteragdes mais frequentes foram na fermentacdo da manose e do

manitol.
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Figura 1. Comparacdo do MIC de vancomicina das subpopulacdes crescidas na triagem
com a cepa parental. MIC: MIC da cepa parental; MIC-HV (heterorresisténcia a

vancomicina): MIC da subpopulacéo.

Tabela 1. MICs de vancomicina obtidos ap0s incubacdo das cepas parentais e

subpopulac@es crescidas na triagem em agar com vancomicina.

Subpopulagdo no dgar com vancomicina (%)
MIC (ug ml™) n isolados (%)

6 ug ml™t 8ug ml™

1 5 (14) 2(5.7) 0

2 21 (58.3) 16 (46) 0
4 10 (28) 13 (37.1) 4 (80)
0 2 (5.7) 1 (20)

>16 0 2(5.7) 0
Total 36 (100) 35 (100) 5 (100)

n strains: numero de cepas parentais. (%): porcentagem de cepas parentais.

Trés isolados de CoNS e suas respectivas col6nias heterorresistentes foram

submetidos a microscopia eletrénica de transmissdo para avaliacdo de espessamento da
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parede celular, e mais duas cepas referéncia: Mu3 (hetero-VISA) e Mu50 (resistente a
vancomicina) foram testadas. Dos trés CoNS analisados por MET, um tratava-se de S.
capitis e sua colbnia crescida na placa com 6 pg/ml de vancomicina, um S. warneri e
suas colonias crescidas nas placas com 6 e 8 pg/ml, e um S. haemolyticus e sua colénia
crescida na placa com 6 pg/ml da droga (Figura 3).

A Tabela 5 apresenta os isolados avaliados pela Microscopia Eletronica de
Transmissdo quanto ao MIC de vancomicina, espessura da parede celular, aumento em
relacdo a cepa parental, didmetro das células e comparacdo com a cepa parental, e
significancia estatistica das diferencas. As cepas de S. warneri, S. haemolyticus e S.
capitis demonstraram espessamento significante (p<0.05). O didmetro das células esteve
reduzido em maior propor¢do nas subpopulacGes derivativas de 73C (S. haemolyticus) e
115C (S. warneri).

Figura 2. Small-colony variants (SCVs) nos isolados. A: Isolado parental de CoNS. B,
E: Isolados recuperados da triagem com vancomicina 6 pg/ml. C: Isolado recuperado da
triagem com vancomicina 8 pg/ml. D, F: Isolados com variacdo de hemdlise. G:

Variagdo de hemdlise em isolado de CoNS parental. H1: Isolado parental 115C; H2:
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Isolados recuperados da triagem com 6 pg/ml de vancomicina (esquerda) e 8 pg/ml
(direita) 115C (S. warneri).
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Tabela 2. Caracteristicas das cepas parentais e dos isolados recuperados das colénias de CoNS crescidas na triagem com vancomicina. HV
representa as colonias da triagem. Os blocos sombreados representam as alteracGes identificadas entre isolado parental/heterorresistente.

Amostra Espécie Coloracéo Aspecto  Tamanho Hemdlise Variacdo Tamanho Centro  Irregularidade
23A S. epidermidis  Branco Brilhante Pequeno Ausente  Nao Branco  Néo
23A —HV Branco Brilhante Pequeno Ausente  Sim Branco  N&o
43A S. epidermidis  Branco Cremoso Médio/Pequeno Variavel  Sim Branco  Néo
43A — HV Branco Cremoso Meédio Sim N&o Branco  N&o
47A S. epidermidis  Branco Cremoso Pequeno Ausente  Nao Branco  Néo
47A — HV Branco Cremoso Pequeno Ausente  Sim Branco  N&o
84A S. warneri Branco Cremoso Grande Presente  Sim Branco  Sim
84A — HV Branco Cremoso Pequena Presente  Nao Branco  Nao
91A S. haemolyticus Branco Cremoso  Grande Ausente  Néo Amarelo Nao
91A - HV Branco Cremoso Grande Ausente  Néo Amarelo  Sim
142A S. epidermidis  Branco acinzentado Brilhante Pequena Fraca Né&o Branco  Nao
142A — HV Branco Cremoso Média Ausente  Sim Branco  Néo
29C S. epidermidis  Branco acinzentado Brilhante Médio Ausente Nao Branco  Néo
29C — HV Branco acinzentado Brilhante Médio Ausente  Sim Branco  N&o
73C S. haemolyticus Branco Cremoso Grande Presente  Nao Branco  N&o
73C — HV Branco Cremoso Grande Ausente  Néo Branco  Nao
86C S. hominis Branco acinzentado Brilhante Pequena Ausente  Nao Branco  Néo
86C — HV Branco Cremoso Pequena Ausente  Sim Branco  Nao
87C S. hominis Branco Cremoso Pequena Ausente  Sim Branco  N&o
87C - HV Branco Cremoso Pequena Ausente  Nao Branco  Nao
90C S. hominis Branco Cremoso  Meédio Ausente  Néo Branco  Nao
90C — HV Branco Cremoso Médio Ausente  Sim Branco  Nao
97C S. hominis Amarelada Cremoso Meédio Ausente  Néo Branco  Nao
97C - HV Branco Cremoso Meédio Ausente  Néo Branco  N&o
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Amostra Espécie Coloracéo Aspecto  Tamanho Hemdlise Variacdo Tamanho Centro  Irregularidade
123C S. capitis Branco acinzentado Brilhante Médio Ausente  Sim Branco  Néo
123C —HV Branco acinzentado Brilhante Médio Ausente  Né&o Branco  Nao
124C S. capitis Branco Cremoso Médio Ausente  Né&o Branco  Nao
124C - HV6/8 Branco Cremoso Pequeno Ausente  Nao Branco  Nao
130C S. capitis Branco Cremoso Pequeno Ausente  Nao Branco  Nao
130C - HV Branco Cremoso Grande Ausente  Sim Amarelo Sim
134C S. capitis Branco Cremoso Médio Ausente  Né&o Branco  Nao
134C - HV Branco Cremoso Pequeno Ausente  Né&o Branco  Nao
138C S. capitis Branco Cremoso Pequeno Ausente  Sim Branco  Néo
138C — HV Branco Cremoso Pequeno Ausente  Nao Branco  Nao
146C S. capitis Branco Cremoso Médio Ausente  Né&o Branco  Nao
146C — HV Branco Cremoso Pequeno Ausente  Né&o Branco  Nao
114C S. warneri Branco acinzentado Brilhante Médio Ausente  Sim Branco  Nao
114C — HV Branco Cremoso Pequeno Ausente  Sim Branco  Nao
115C S. warneri Branco Cremoso Grande Ausente  Sim Branco  Sim
115C - HV Branco Cremoso Pequena Presente  N&o Branco  Nao
20C S. epidermidis  Branco Cremoso Pequena Ausente  Sim Branco  Nao
20C — HV Branco acinzentado Brilhante Pequena Ausente  Sim Branco  Néo
122C S. capitis Branco Brilhante Pequena Ausente  Sim Branco  Néo
122C - HV Branco Brilhante Média Ausente  Né&o Branco  Nao
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Tabela 3. Perfil bioquimico dos isolados parentais e das colonias heterorresistentes. A barra © | ¢ separa o resultado da cepa parental da colonia

heterorresistente. Os blocos sombreados representam as alteracdes identificadas entre isolado parental/heterorresistente.

Isolado
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Manitol
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Lactose
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Figura 3. Microscopia eletronica de transmissao das cepas parentais e derivativas. 1 e 2: 146C e 146CHVG6 (S. capitis); 3, 4 e 5: 115C, 115CHV6
e 115CHV8 (S. warneri); 6 e7: 73C e 73CHV6 (S. haemolyticus); 8: S. aureus Mu3; 9: S. aureus Mu50. Magnificacdo de 30 000X em todas as
imagens. 4a: estrutura encontradas em algumas células (extrusao da parede celular).
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Tabela 4. Concentracao Inibitéria Minima (MIC), espessura da parede celular e didmetro das células submetidas & microscopia eletrénica de

transmissao.

Espécie/lsolado MIC Média (xDP) parede valor p % variacao Média (xDP) % variacéo
Vancomicina celular (nm) espessamento didmetro diametro®
(ng/ml) parede celular® (nm)
S. capitis
146C 2 4597 £4,9 - 573,4 £36,5 -
146CHV6 16 49,44 + 6,6 0,02* 7,5% 557,6 + 50,7 -2,8%
S. warneri
115C 1 452 +5,8 - 763 + 86,8 -
115CHV6 2 53,02 £5,13 <0,0001* 17,3% 631,6 + 31,8 -17,2%
115CHV8 4 60,36 + 7,9 <0,0001* 33,5% 698,5+ 71,6 -8,5%
S. haemolyticus
73C 2 45,49 + 7,43 - 884+116,2 -
73CHV6 8 56,2+ 11 0,0002* 23,5% 798,4+74,2 9,7%
Controles
(S. aureus)
Mu3 2 43,4r£4,9 - 615,5+45,9 -
Mu50 8 46,32 £ 3,7 - 595+74,1 -

% Em comparacéo a célula parental

*significante
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5. Discussao

No presente estudo, uma porcdo significante dos isolados apresentou
susceptibilidade reduzida ou heterorresisténcia a vancomicina, sendo que a frequéncia
em isolados hospitalares foi o mais que duas vezes maior do que em isolados de
colonizacdo nasal. A heterorresisténcia a vancomicina (HV) foi inicialmente definida
como a presenca de >10° de células estaveis de uma cepa que é aparentemente
susceptivel a vancomicina baseando-se em critérios convencionais, mas para as quais o
MIC de vancomicina da subpopulacdo de células estafilocdcicas € maior ou igual a 8
pg/ml [2]. Desde 2006, os pontos de corte definidos pelo CLSI mudaram, sendo que a
atual definicdo sustenta que apesar do MIC da populacéo toda estar dentro da faixa de
susceptibilidade de acordo com o critério do CLSI, as subpopulagdes crescidas na
presenga de > 4 pg/ml de vancomicina podem ser consideradas heterorresistentes. O
fenotipo de heterorresisténcia pode estar associado a falha terapéutica e/ou ser precursor

da resisténcia a glicopeptideos, devendo ser considerado nas decis@es terapéuticas [12].

Em estudo anterior [13], avaliamos a heterorresisténcia a vancomicina em
isolados clinicos de S. epidermidis crescidos na triagem com 4 e 6 pg/ml de
vancomicina. Naquele estudo, 47.7% dos isolados cresceram na triagem, enquanto no
presente trabalho, 12.4%. Além do uso de concentragdes menores de vancomicina, a
avaliacdo de apenas isolados hospitalares justifica a maior prevaléncia de
susceptibilidade reduzida a vancomicina. De fato, encontramos quase 2.5 vezes mais
susceptibilidade reduzida a vancomicina nos isolados hospitalares do que nos
colonizantes. A pressdo seletiva exercida pelo ambiente hospitalar pode favorecer a

circulacdo e estabelecimento de subpopulacdes heterorresistentes.

Entre as espécies estudadas, S. capitis foi a que, proporcionalmente, mais
apresentou crescimento na triagem com vancomicina, mesmo com numero total de
isolados bem menor, quando comparado a outras espécies como S. epidermidis ou S.
haemolyticus. Entretanto, tais isolados podem se tratar de um mesmo clone (dados nao
mostrados). Trabalhos anteriores descrevem S. haemolyticus como o CoNS com menor
susceptibilidade a vancomicina [14,15]. Por sua vez, D’mello et al [16] mostraram
heterorresisténcia a vancomicina em todos os isolados de S. capitis obtidos de

hemoculturas de recém-nascidos.
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O mesmo trabalho de D’mello et al [16] mostrou que apenas isolados com as
maiores subpopulacgdes heterorresistentes foram identificados como tal pelo Etest. No
presente estudo, foi possivel verificar que 80% das colbnias crescidas na placa com 8
pg/ml da droga tiveram seus MICs duplicados ou quadruplicados em relacdo a cepa
parental, enquanto nas colonias da placa com 6 pg/ml, essa proporcdo foi de 36%.
Entretanto, os MICs da cepa parental observados ja foram relativamente maiores do que
em relacdo a estudos anteriores, mesmo de um total de isolados hospitalares [17, 13].
Pode-se sugerir que, para algumas amostras, dentro da populacdo parental, o nimero de
células da subpopulacdo HV era grande o suficiente para crescer em maiores
concentracdes no teste de susceptibilidade, enquanto que para outras, a triagem
favoreceu o crescimento de uma col6nia representante da subpopulacdo HV, que estava
em namero tdo reduzido na populacao parental, que ndo conseguiu se expressar no teste

de susceptibilidade a vancomicina.

Nem sempre a colbnia crescida na placa com maior concentracdo de
vancomicina (8 pg/ml) reflete uma subpopulagdo com MIC maior. Pode-se considerar
que, ocasionalmente, naquele in6culo, havia células que conseguiram crescer em tal
concentracdo da droga, mas que no teste de susceptibilidade, i.e., na microdiluicdo em
caldo, falhou em crescer em concentracdes maiores que 8ug/ml. Nossos resultados,
portanto, apontam para as conclusdes obtidas por D’mello et al [16], visto que a
subpopulacdo heterorresistente precisa estar em um numero suficiente de células para se
expressar nos testes de susceptibilidade e, muitas vezes, aquelas com menores
quantidades de células podem passar despercebido por estes testes, causando falha

terapéutica com o glicopeptideo.

Todos os isolados parentais que tiveram crescimento na triagem possuiam MIC
dentro da faixa de susceptibilidade (<4 pg/ml). Pouco mais da metade das
subpopulagdes exibiram MICs iguais as cepas parentais. A pressao seletiva exercida
pela vancomicina favoreceu o crescimento das subpopula¢Ges com susceptibilidade
reduzida que, por sua vez, demonstraram sua natureza instavel, ja que quando foram
retestadas, apresentaram MICs baixos, do mesmo valor das cepas parentais. Tal
instabilidade no fendtipo de resisténcia € demonstrada na tendéncia de algumas cepas de

reduzirem seus MICs quando a pressao seletiva da vancomicina é reduzida [18].
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Observamos que 60% das amostras com heterorresisténcia a vancomicina
apresentaram alteracdo macroscopica no aspecto das col6nias, quando visualizadas em
agar-sangue. Tal modificacdo ndo demonstrou um padrdo comum, mas as alteracdes
mais frequentes observadas incluiram o tamanho diferente entre a populagéo parental e
a heterorresistente e a variagdo de tamanho dentro do mesmo isolado, sendo
denominadas small-colony variants (SCVs), aparecendo tanto nos isolados parentais
como nos isolados crescidos na triagem. De fato, a existéncia de SCVs em S. aureus,
subpopulacBes naturais que apresentam crescimento lento e caracteristicas fenotipicas e
mecanismos patogénicos distintos [19,20], tém sido associadas a heterorresisténcia a
vancomicina e infeccOes persistentes e cronicas [21, 22, 23, 24]. A frequéncia de
recuperacdo de SCVs de materiais clinicos varia de 1 a 30% (20). Em CoNS, as SCVs
ja estiveram relacionadas a infeccBes associadas ao uso de dispositivos médicos e
biofilme [23, 20, 25, 26, 27]. Muitos dos fendtipos associados as SCVs, como
crescimento lento, pigmentacdo reduzida e resisténcia aos aminoglicosideos podem ser
devidos a interrupcdo da respiracdo e da producdo de energia [28, 29]. No presente
estudo, as alteracbes na pigmentacdo e na capacidade hemolitica dos isolados
heterorresistentes comparados aos isolados parentais enfatiza a necessidade de
observacdo atenta para deteccdo acurada dessas subpopulacdes no laboratério clinico e
realizacio de testes adicionais para susceptibilidade & vancomicina. E importante que
sejam testados os dois tipos de colonias “mistas” quanto a susceptibilidade a

antimicrobianos [30].

Pudemos observar que em 49% das amostras heterorresistentes houve alteracéo
na metabolizacdo em pelo menos um dos acgucares testados, ureia e/ou ornitina.
Entretanto, tais alteragdes ndo demonstraram um padréo, tanto no tipo de substrato
como em relacdo ao isolado ser parental/derivado. Em S. aureus, a alteracdo na
metaboliza¢do do manitol, lactose e da propria coagulase ja foi demonstrada, porém em
padrées ndo uniformes, o que pode levar a incorreta identificagdo como CoNS, e
comprometer o tratamento de infec¢cdes [3]. Do mesmo modo, ndo foi encontrada uma
alteracdo uniforme na composicao do peptidoglicano entre os isolados heterorresistentes
[31], o que indica que ndo é provavel que uma Unica alteracdo genética ou bioquimica
possa contribuir para a resisténcia aos glicopeptideos em S. aureus com resisténcia
intermediaria [31], o mesmo se aplicando para CoNS. Assim, € provavel gque os

rearranjos que ocorrem nas populacdes com susceptibilidade reduzida variem de cepa
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para cepa [30], o que pode afetar a metabolizacdo de substratos distintos, de acordo com
a estrutura e rearranjo que a célula sofre para driblar a presenca de concentracfes

médias de vancomicina.

As cepas derivadas na triagem apresentaram um significante aumento na
espessura da parede celular. Os dois isolados derivados de S. warneri na triagem com 6
e 8 ug/ml de vancomicina mostraram aumentos de 17,3 e 33,5%, respectivamente. A
subpopulacéo heterorresistente de S. capitis, por sua vez, revelou um aumento menor na
espessura da parede, diferentemente de trabalho anterior [32]. Apesar de observado nas
cepas de S. warneri e S. haemolyticus do presente estudo, o aumento do MIC
proporcional a espessura da parede celular ndo foi evidente na espécie S. capitis, cujas
subpopulagbes com MICs 16 e >64 pg/ml, respectivamente, ndo refletiram
proporcionalmente no aumento da parede celular. Tal associagdo aumento do
MIC/parede mais espessa em S. haemolyticus foi relatada previamente, juntamente a
hipétese da grande tendéncia da espécie S. warneri desenvolver resisténcia a
glicopeptideos, j& que suas populagdes derivativas demonstraram alta espessura de
parede celular [4]. Em S. aureus, outro mecanismo pode estar associado ao MIC
elevado de vancomicina. Mutacdes nos vraTSR, graSR, walKR, stk1/stpl, rpoB, clpP, e
cmk j& foram descritas como associadas a reducdo da susceptibilidade a vancomicina em
S. aureus [33].

Da mesma forma, alteracBes na espessura das camadas de peptidoglicano
ocorrem nas cepas com susceptibilidade reduzida a vancomicina. As cepas padrdo
Mu50 e sua precursora Mu3, designada hVISA [2], possuem sintese da parede celular
aumentada. Quando comparadas aos controles susceptiveis a vancomicina, elas
possuem maior incorporacdo de N-acetilglicosamina (GIcNAc) dentro da parede celular,
maior quantidade do precursor de mondmeros de mureina citoplasméaticos (UDP-N-
acetylmuramyl-pentapeptide), e uma maior taxa de turnover da parede celular [34, 35,
36]. Os isolados de CoNS apresentaram paredes tdo ou mais espessas quanto as cepas
padrdo Mu3 e Mu50. Tal fato foi mais evidente nos isolados de S. warneri e S.
haemolyticus, ambos isolados de hemoculturas. De fato, as cepas de CONS apresentam
comumente maiores MICs de vancomicina em comparacao a S. aureus, e 0s breakpoints

que classificam os isolados com resisténcia sao maiores [11, 37].
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As populacGes derivadas mostraram, inclusive, maior variacdo intercelular
quanto ao espessamento da parede celular. Devido a instabilidade do fendtipo de
susceptibilidade reduzida a vancomicina, algumas células podem apresentar paredes
mais espessas do que as outras, dentro da mesma populacdo. No detalhe da Figura 3
(4a), observamos uma estrutura interessante presente na superficie da parede celular de
algumas células das subpopulacdes heterorresistentes. Tal estrutura foi encontrada por
Palazzo et al [38], os quais sugerem tratar-se de um mecanismo de “aprisionamento” de
vancomicina. Este poderia estar relacionado a reducdo da ligacdo cruzada do
peptidoglicano, gerando maiores quantidades de acido teicdico produzido por esta cepa,
ou ainda mudancas estruturais na parede celular, que resultaram em extrusdes de
superficie. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para avaliar as alteracdes

produzidas nestas células.

Para avaliar uma possivel alteracdo celular associada ao tamanho, o didmetro das
populacdes parentais e derivativas foi analisado. Enquanto as subpopulacdes de S.
capitis demonstraram uma discreta reducdo no didmetro, as de S. warneri e S.
haemolyticus apresentaram reducdo significativa no tamanho das células. Além da
diminuicdo no metabolismo, aparentemente, a reducdo da susceptibilidade a
vancomicina pode causar reducdo celular, como recentemente observado em isolados

resistentes a outros glicopeptideos, como a ramoplanina [39].
6. Conclusoes

A reducdo da susceptibilidade a vancomicina em isolados clinicos e comensais
de CoNS estd principalmente associada ao espessamento da parede celular,
especialmente em S. haemolyticus e S. warneri, o qual parece ndo estar
proporcionalmente relacionado ao aumento do MIC. As altera¢cBes morfo-bioquimicas
parecem ndo seguir um padrdo e podem se dever a diversas alteracdes metabdlicas das
células, as quais permitem sua persisténcia na presenca de vancomicina, levam a
modificagOes fenotipicas que podem levar a identificagdo incorreta das espécies de

estafilococos.
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5. CONCLUSOES

v

As cepas de CoNS isoladas de hemoculturas, swabs nasais e feridas cronicas
estiveram distribuidas entre as espécies de S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
warneri, S. hominis, S. lugdunensis, S. capitis, S. saprophyticus, S. pasteuri, S.
simulans, S. xylosus e S. cohnii.

S. epidermidis, apresentou alta diversidade clonal, apesar da presenca de clusters
no ambiente hospitalar (STs 2, 6 e 23) e na comunidade. S. haemolyticus
apresentou pequenos clones circulando separadamente nos ambientes.

Clusters grandes circulando no hospital e comunidade foram encontrados em
isolados de S. lugdunensis, S. warneri e S. capitis, demonstrando que
provavelmente, nestas espécies, ha baixa taxa de eventos de diversidade ou
certos clones estdo se sobressaindo e disseminando.

A variedade dos tipos de SCCmec é bem elevada em CoNS, sendo que isolados
do mesmo cluster podem possuir tipos distintos.

A geracdo de elementos e combinagdes novas dos genes do cassete se mostrou
altamente relacionada as cepas de CoNS, sugerindo que o SCCmec ndo é um
bom marcador para clonalidade nessas bactérias.

A maior discrepancia entre gene mecA/Etest sensivel aparece em espécies ndo-
epidermidis, principalmente S. warneri.

Aumentos nos valores de breakpoint para os halos de inibicdo classificaram
melhor o total de CoNS para resisténcia a oxacilina, e para algumas espécies
separadamente, reduzindo casos de very major e major error.

Apesar de o TDD com disco de oxacilina ndo ser mais recomendado pelo CLSI,
observamos alguns casos em que apenas este detectou a resisténcia. Ha
necessidade do uso de mais de uma metodologia de afericdo da susceptibilidade.
A discrepancia dos testes fenotipicos quando comparada a positividade do gene
mecA foi provavelmente devida a caracteristica heterogénea dessa resisténcia, e
o fendmeno de resisténcia borderline foi muito frequente.

A heterorresisténcia a vancomicina se mostrou mais frequente em isolados
hospitalares do que em isolados colonizantes. A presenca de colénias mistas
com caracteristicas distintas demonstra a necessidade de testar todas quanto a

susceptibilidade e identifica¢do fenotipica.
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v A subpopulacdo heterorresistente necessita estar em um nimero suficiente de
celulas para se expressar nos testes de susceptibilidade e possui natureza instavel
v" O mecanismo de espessamento da parede celular parece ser a causa mais
provavel de heterorresisténcia em S. capitis, S. warneri e S. haemolyticus, ainda
mais evidente que em cepas de S. aureus com susceptibilidade reduzida a

vancomicina, e didmetro reduzido € uma caracteristica que pode estar presente.
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