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Resumo

As infecgbes do trato urinério (ITU) estdo entre as doengas infecciosas mais
comuns na pratica clinica, e Staphylococcus saprophyticus se destaca como o segundo
agente etioldgico mais isolado nessas infeccdes. Esse estudo objetiva caracterizar o
perfil clonal, os fatores de viruléncia e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos em
isolados planctonicos e em biofilme de S. saprophyticus isolado de amostras de urina de
pacientes com infeccdo do trato urinario, além de comparar a identificacdo de espécies
de ECN obtida no Vitek 2 e no Maldi-TOF MS com a identificacdo genotipica. Foram
utilizadas no estudo amostras de S. saprophyticus isoladas da urina de diferentes
pacientes. As amostras utilizadas no estudo foram obtidas em estudo prospectivo
conforme isolamento no Laboratério de Microbiologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB) nos anos de 2013 e 2014, e comparadas
com um banco de amostras previamente coletadas em 2008. As amostras foram
coletadas de paciente procedentes de enfermarias, ambulatérios, pronto-socorro e
unidades basicas de saude de Botucatu e regido. Foram estudadas 217 amostras de ECN
de pacientes com ITU. A concordancia do sistema automatizado Vitek 2 com o ITS-
PCR foi de 84,8%, com sensibilidade e especificidade de 98% e 100%, respectivamente.
Maldi-TOF MS identificou corretamente todas as amostras de ECN. Os resultados
obtidos através da analise de PFGE permitiram identificar 41 perfis distintos, entre os
quais foram encontrados 11 clones entre as 169 amostras de S. saprophyticus. Varias
amostras altamente relacionadas foram encontradas entre os isolados nos anos de 2008,
2013 e 2014. Além disso, sete clones estiveram dispersos em diferentes cidades. Das
169 amostras, 166 (98,2%) foram resistentes a oxacilina, 30 (17,7%) amostras foram
resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, duas amostras (1,2%) apresentaram

resisténcia intermedidria a norfloxacina e todas as amostras foram sensiveis a



vancomicina e ciprofloxacina. O gene mecA foi encontrado em cinco amostras de S.
saprophyticus, e quatro dessas amostras tiveram o SCCmec identificado e classificado
como SCCmec tipo IV. Os genes uafA e aas que codificam proteinas de adesdo foram
encontrados em todas as amostras, enquanto o gene UafB foi encontrado em 1,2% e o
gene sdrl em 8,9% das amostras. Quanto aos genes do operon icaADBC, em 59
amostras (34,9%) foi encontrado o operon ica completo e a producéo de biofilme em
119 (70,4%) isolados. A producdo de EEs ndo ocorreu em nenhuma das 113 amostras
de S. saprophyticus portadoras de genes para enterotoxinas. Os isolados em sua forma
planctonica foram sensiveis a maioria dos agentes antimicrobianos. J& as amostras em
biofilme apresentaram consideravel aumento da CIM quando comparadas com as
plancténicas, com algumas amostras passando da categoria de sensiveis na condi¢do de

planctonicas para resistentes quando em biofilme.

Palavras chave: ITU, S. saprophyticus, epidemiologia, fatores de viruléncia, resisténcia

antimicrobiana.

1 Introducéo Geral

A infeccdo do trato urindrio (ITU) é caracterizada pela presenca de
microrganismos no trato urinario e pode ocorrer em Vvarias estruturas do sistema urinario,
como bexiga urindria, rins, ureteres e uretra (Camargo et al., 2001). Alem do sistema
urinario, a ITU pode também acometer estruturas adjacentes como prostata e epididimo,
podendo ocorrer um agravamento no estado do paciente, dependendo do seu estado
clinico e idade (Kunin, 1997).

As ITU séo as infecgbes mais comuns na pratica clinica e a segunda infecgdo mais
comum observada na populacdo em geral depois das infeccbes do trato respiratério

(Valiquette, 2001). Acometem homens e mulheres em qualquer idade, entretanto, devido



a anatomia feminina, como uretra mais curta e sua maior proximidade com vagina e anus,
as ITU séo especialmente problematicos para elas, e até um terco de todas as mulheres
vao experimentar uma em algum momento durante suas vidas (Hooton, 2000; Valiquette,
2001).

A ITU pode comprometer somente o trato urinario inferior, o que especifica o
diagndstico de cistite, ou afetar simultaneamente o trato urinario inferior e o superior, 0
que é denominado pielonefrite (Turner et al., 2015).

As ITU podem ainda ser classificadas em n&o complicadas e complicadas. As ITU
ndo complicadas descrevem a infecgcdo de um trato urinario estrutural e fisiologicamente
normal, enquanto ITU complicadas ocorrem na presenga de uma anormalidade do trato
urinario e/ou disfuncao que predispde a infeccdo persistente ou reincidente. As infec¢des
podem ocorrer em pacientes com cateter urindrio ou anormalidades funcionais ou
anatémicas do trato urinario. Anormalidades incluem uropatia obstrutiva, disfuncdo da
bexiga neurogénica, litiase urinaria, transplante renal e disfuncéo renal (Ishihara et al.,
2001; Turner et al., 2015).

Os agentes etioldgicos das ITU variam na dependéncia do local onde foi adquirida
a infeccdo, se na comunidade ou no ambiente hospitalar. Os agentes etioldgicos mais
frequentemente envolvidos com ITU adquirida na comunidade séo, do mais frequente
para 0 menos frequente: Escherichia coli, S. saprophyticus, Proteus mirabilis e Klebsiella
spp. (Barnett e Stephens, 1997; Alo6s, 2005). Contudo, quando a ITU € adquirida no
ambiente hospitalar, os agentes etioldgicos sdo diversificados, predominando as
enterobactérias, com redugéo na frequéncia de E. coli e um crescimento de Proteus spp.,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Enterococcus faecalis e de
fungos, com destaque para espécies do género Candida (Hooton e Satmm, 1997; Barnett

e Stephens, 1997).
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S. saprophyticus € uma espécie do grupo de estafilococos coagulase-negativa
(ECN), e, pelo fato desses microrganismos fazerem parte da microbiota da pele e da
mucosa urogenital, o seu isolamento era considerado contaminacéo, até que Pereira, em
1962, descreveu a presenca de ECN resistente a novobiocina na urina de pacientes com
ITU. Em 1968, Mitchell isolou esse ECN de pacientes mulheres com ITU e o identificou
como Micrococcus do subgrupo 3 (Mitchell, 1968). Esses organismos foram
posteriormente reclassificados e renomeados S. saprophyticus em 1974 (Ishihara et al.,
2000). Desde o final da década de 1970, S. saprophyticus foi reconhecido como um dos
mais importantes patdgenos que causam com mais frequéncia ITU ndo complicada,
principalmente em mulheres jovens, sendo responsavel por 7% a 30% dessas infeccoes
(Meers et al., 1975; Latham et al., 1983).

S. saprophyticus é o segundo mais frequente agente de ITU (E. coli é o primeiro),
sendo principalmente isolado de urina de mulheres jovens sexualmente ativas (Golledge,
1998; Lee et al., 1987). Apesar de ser isolado mais frequentemente na forma de cistite
aguda ndo complicada (Nicolle, 2008), pode causar pielonefrite e sepse (Golledge, 1998;
Lee et al., 1987), além de infeccGes em homens como uretrite, prostatite e nefrolitiase
(Raz et al., 2005).

Além de S. saprophyticus, outras espécies de ECN também sdo encontradas em
ITU, tais como: S. haemolyticus, S. simulans, S. sciuri, S. capitis, S. xylosus, S. warneri,
S. cohnii, S. lentus e S. hominis (Alcaras et al., 2003). No laboratério de rotina, S.
saprophyticus geralmente é identificado com base nos testes de resisténcia a
novobiocina (5ug), auséncia de hemdlise e testes de coagulase ou DNAse negativos.
Ocorre, no entanto, que outras espécies de ECN também sdo resistentes a novobiocina
como S. cohnii, S. sciuri, S. xylosus e S. hominis (Konemann et al., 2001). Atualmente,

varios sistemas comerciais para identificacdo de Staphylococcus tém sido desenvolvidos
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como métodos alternativos a identificagdo classica que sdo mais trabalhosos e
demorados para o uso em laboratério de rotina (Ferreira et al., 2012). Métodos
automatizados, como o sistema automatizado Vitek 2 e kits comerciais, séo utilizados
tanto na rotina quanto na pesquisa. Entretanto esses métodos ainda ndo sdo capazes de
identificar todas as espécies de ECN, devido as variagbes na expressdao das
caracteristicas fenotipicas (Couto et al., 2001).

Mais recentemente, a técnica de ionizacdo por dessor¢do a laser assistida por
matriz, cuja sigla em inglés é Maldi (matrix assisted lazer desorption ionization),
seguido pela deteccdo em um analisador do tipo tempo de voo, sigla TOF (do inglés time
of flight) (Maldi-TOF MS), tem sido utilizado em muitos laboratérios para identificagdo
de espécies de bactérias e fungos, apesar do alto custo para a compra do equipamento,
pois esse método parece ser mais rapido e principalmente mais preciso para a
identificacdo de bactérias e leveduras quando comparado com sistemas de identificacdo
padrdo ou comerciais (Tan et al., 2012), o que é muito importante, principalmente para
identificacdo correta das diversas espécies de ECN, das quais muitas partilham
homologia genética e fenotipica significativa, tornando a identificacdo definitiva
desafiadora (Kim et al., 2008), mas necesséria, principalmente para identificacdo correta
das espécies de ECN de maior importancia clinica com S. saprophyticus, espécie de
grande importancia nas ITU.

Como mencionado anteriormente, S. saprophyticus € o segundo microrganismo
mais isolado nas ITU. Devido a sua importancia, o genoma dessa bactéria foi
recentemente caracterizado. Os elementos genéticos que contribuem para 0 Sucesso,
como um agente patogénico urinario, foram descritos. Dentre esses, incluem-se as

adesinas (Nicolle, 2008).
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Para que a infeccdo do trato urinario possa se estabelecer, as bactérias precisam
aderir na superficie das células epiteliais. Para isso, muitos patogenos, incluindo S.
saprophyticus, expressam proteinas de superficie que se aderem a moléculas das células
do hospedeiro, incluindo as da matriz extracelular (King et al., 2011), como colégeno,
fibronectina e laminina (Kleine et at., 2010). Essas proteinas, cruciais para o
desenvolvimento das infeccbes microbianas, sdo denominadas MSCRAMMs
(componentes da superficie microbiana que reconhecem as moléculas adesivas da matriz)
(Foster e Ho0k, 1998).

Apenas um pequeno numero de MSCRAMMs foram descritos em S.
saprophyticus, enquanto outros estafilococos tém mais de dez proteinas MSCRAMMs,
sugerindo que a colonizagdo por S. saprophyticus envolve um mecanismo distinto de
outros estafilococos (Kuroda et al., 2005), sendo mais especifico para aderéncia as células
do trato urinério, como pdde ser verificado em estudos de aderéncia a células epiteliais
humanas de diferentes sitios, em que se observou um tropismo desse microrganismo por
células da uretra e area periuretral, comparadas as células da boca e da pele (Colleen et
al., 1979; Mardh et al., 1979).

Até o momento, foram descritas quatro proteinas envolvidas na adesdo de S.
saprophyticus. A proteina autolisina/adesina (Aas), uma autolisina multifuncional, que
aglutina eritrdcitos de carneiro e se liga a fibronectina (Gatermann e Meyer, 1994); o fator
de uroadesdo A (UafA), que também aglutina eritrocitos de carneiro e medeia a ligagdo
as células uroepiteliais humanas (Kuroda et al., 2005); a proteina de repeticdo aspartato-
serina (Sdrl), que se liga ao colageno e a fibronectina (Saking et al., 2009); e a adesina
UafB, o mais recente fator de uroadesdo identificado e caracterizado, que medeia a
ligagdo do microrganismo a fibronectina, fibrinogenio e células epiteliais da bexiga

humana (King et al., 2011).
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Ap0s a adesdo inicial na superficie, pode ocorrer a adesao intercelular e formacgéo
do biofilme. O biofilme é constituido por um agregado de microrganismos envolvidos
por uma matriz extracelular de origem polissacaridica ou proteica produzida pelas
proprias bactérias, que permanecem aderidas em superficies abioticas ou bioticas (Gotz,
2002; O’Neil et al., 2007), formando comunidades bacterianas “sésseis” caracterizadas
por células ligadas a um substrato e umas as outras, que sdo envolvidas por uma matriz
polimérica chamada “slime”.

As bactérias em biofilme exibem um fendtipo alterado no que diz respeito a taxa
de crescimento e transcricdo de genes (Donlan e Consterton, 2002). Os biofilmes s&o
estruturas hidratadas que contém canais que permitem a difusdo interna de nutrientes e
oxigénio e também conferem protecdo contra os mecanismos de defesa do hospedeiro e
a entrada de antimicrobianos (Donlan, 2002).

A formacdo de biofilme é considerada um importante fator de viruléncia de
bactérias, pois estas tém demonstrado a habilidade de persistir em concentracdo de
antibidtico superior se comparadas as mesmas bactérias em estado plancténico. Além
disso, bactérias em biofilme também apresentam maior resisténcia contra as defesas
inatas e adaptativas do hospedeiro (Stewart e Consterton, 2001).

O processo de formacgdo do biofilme é complexo e em geral dividido em trés
etapas, que sdo adesdo, maturacdo e desprendimento, para que ocorra a dispersao das
bactérias (Molloy 2012).

Na fase de adesdo, 0 microrganismo se liga a receptores no hospedeiro por meio
das adesinas (Vuong e Otto, 2002; Fitzpatrick et al., 2005).

A fase de acimulo ou adesdo intercelular para a formacao de um biofilme maduro
€ 0 estagio em que ocorre a formacao de uma estrutura multicelular. Varias moléculas séo

responsaveis por essa adesdo célula a célula, sendo que em Staphylococcus o componente
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mais importante na adesdo entre as células bacterianas € o polissacarideo de adeséo
intercelular (P1A, do inglés polysaccharide intercellular adhesin). O PIA é composto de
duas cadeias: o polissacarideo | (80% a 85% do peso total), formado por pelo menos 130
residuos de p-1,6-N-acetilglicosamina, sendo de 15% a 20% destes residuos desacetilados
e assim carregados positivamente, e o0 polissacarideo Il (<20%), estruturalmente
relacionado ao polissacarideo I, que apresenta menor conteudo de residuos de N-
acetilglicosamina desacetilados e contém fosfato e succinato que conferem caréater
aniénico a molécula (Vuong e Otto, 2002; Fitzpatricket al., 2005).

A terceira etapa ¢ a fase de destacamento. A matriz do biofilme recobre as células
bacterianas na colonia do biofilme, sendo necessaria a degradacdo da matriz para que
ocorra o desprendimento das células do biofilme. O processo de desprendimento do
biofilme utilizado por Staphylococcus ocorre atraveés da producdo de enzimas
extracelulares ou surfactantes que solubilizam componentes adesivos da matriz do
biofilme (Boles e Horswill, 2011).

A sintese do PIA é mediada pelo locus ica do operon icaADBC (O’ Toole et al.,
2000; Conlon et al., 2002). Este operon é composto pelo gene icaR que esta envolvido
na regulacdo dos genes estruturais ica (O’Gara e Humphreys, 2001; Dobinsky et al.,
2002; Vuong et al., 2004) e por quatro genes icaADBC responsaveis pela biossintese
desse polissacarideo (Fitzpatrick et al., 2005) que, juntos com outros polimeros, como
acidos teicoicos e proteinas, formam a matriz extracelular também chamada de “slime”
(Otto, 2008).

As proteinas IcaA, IcaD e IcaC, localizadas na membrana citoplasmatica,
participam na extensdo da cadeia do polissacarideo. A proteina IcaA representa uma
atividade catalitica  N-acetilglicosaminatransferase, formando os primeiros

oligossacarideos. Sozinha, tem baixa atividade, que é aumentada quando coexpressa
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com IcaD, levando a sintese de residuos maiores de  1,6-N-acetilglicosamina, contendo
de 10 a 20 oligbmeros (Dobinskyet al., 2002; Gotz, 2002). Contudo, longos oligdmeros
de até 130 residuos sdo formados somente na presencga de IcaC e possivelmente essa
proteina atua ainda no transporte transmembrana do polimero formado. O gene icaB
codifica uma proteina que catalisa as reaces de desacetilacdo durante a biossintese da
PIA (O’Gara e Humphreys, 2001; Dobinsky et al., 2002; Vuong et al., 2004).

A presenca do PIA desacetilado parece ser essencial para a formacéo de biofilme,
evasdo imune e adesdo as células epiteliais. Foi o que Vuong e colaboradores (2004)
encontraram em estudo comparativo de uma cepa de S. epidermidis selvagem com IcaB
que promove a desacetilagdo do PIA e uma cepa de S. epidermidis IcaB mutante. Foi
observado na cepa selvagem que a desacetilacdo introduziu cargas positivas ha molécula
do PIA que antes era neutra. Os grupos amino livres quando expostos se tornam
protonados em pH neutro e &cido. Assim, descobriram que o PIA desacetilado afetou
significativamente suas propriedades biofisicas, o que foi crucial para a fixacdo de PIA
na superficie celular bacteriana, em contraste com a cepa mutante em que o PIA foi
libertado para o filtrado de cultura.

Além disso, o PIA completamente acetilado na cepa IcaB mutante tinha uma
tendéncia muito maior para precipitar em solu¢do aquosa em comparagdo com PIA
parcialmente desacetilado da cepa de tipo selvagem. Assim, a desacetilagdo de PIA ¢
importante para a solubilidade num ambiente aquoso.

Os autores observaram também que a desacetilacdo do PIA € indispensavel para
a formacéo de biofilme eficiente e colonizacdo da superficie. Para investigar o impacto
do PIA desacetilado, determinou-se primeiro a colonizacdo de uma superficie abidtica e
celulas epiteliais humanas in vitro. A formagdo de biofilme em pléastico in vitro foi

completamente abolida na cepa IcaB mutante. Além disso, a adesdo da cepa mutante as

16



células epiteliais foi significativamente menor do que a do tipo selvagem. Esses
resultados indicam que a desacetilacdo de PIA contribui para a colonizagdo eficaz de S.
epidermidis no hospedeiro. Por fim, os autores observaram também que a desacetilacdo
de PIA desempenha um papel importante nos processos de evasdo imune. Avaliou-se a
fagocitose pelos neutréfilos humanos e a resisténcia a peptideos antibacterianos pelas
cepas de S. epidermidis IcaB mutantes e do tipo selvagem. A fagocitose pelos neutrofilos
humanos foi significativamente aumentada na cepa mutante. Além disso, a estirpe IcaB
mutante mostrou significativamente maior sensibilidade aos efeitos de LL-37 humana e
B-defensina-3, dois peptideos antibacterianos encontrados na pele humana e granulos
especificos de neutrofilos.

Em comparacdo a S. aureus e S. epidermidis, infecgdes associadas a biofilme por
outras espécies de estafilococos sdo menos frequentes. Em S. saprophyticus, o biofilme
parece ser crucial para o desenvolvimento das infeccGes, porém, esse fator de viruléncia
ainda precisa ser investigado nessa espécie (Otto, 2008).

Além do biofilme, os estafilococos produzem diversas toxinas extracelulares
como as enterotoxinas (EES) e a toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1)
(Dinges et al., 2000). As enterotoxinas estafilococicas e TSST-1 pertencem a familia dos
superantigenos (SAgs) originalmente identificada em S. aureus. Toxinas estafilocécicas
foram primeiramente descritas em 1959 por Bergdoll et al. (1959), e atualmente s&o
conhecidas 23 enterotoxinas sorologicamente distintas (Ortega et al., 2010; Wilson et
al., 2011).

Todas as 23 enterotoxinas compartilham atividade superantigénica, entretanto,
apenas em algumas delas (EEA até EEI, EER, EES e EET) foi comprovado o potencial
emético (Le Loiretal., 2003; Ono et al., 2008). O Comité de Nomenclatura Internacional

para Superantigenos estafilocdcicos propds que apenas superantigenos estafilococicos
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que induzem vémitos ap6s a administracdo oral em um modelo experimental de primatas
devem ser designados como enterotoxinas estafilocdcicas. A comissdo também
recomendou que outras toxinas semelhantes que ndo apresentam propriedades emeticas
em modelos animais primatas ou que ainda ndo foram testadas devem ser designadas
como enterotoxinas estafilococicas-like (Omoe et al., 2005).

Por essa razao, vérias EEs foram designadas como EE-like (EEI), uma vez que
ndo tém qualquer propriedade emética ou as suas atividades eméticas ainda ndo foram
testadas nesse modelo (Lina et al., 2004). Até o momento, além das cinco EEs classicas
e antigenicamente distintas descobertas na década de 1960 (EEA até EEE), 18 novos
tipos de EEs ou EEI foram descritas (EEG-EEIU, EEIV2, EEIX) (Hennekinne et al,
2012; Ortega et al, 2010; Wilson et al, 2011).

EEs e EEIs sdo proteinas solUveis em &gua, globulares e estruturalmente estaveis,
com peso molecular que varia de 22 kDa a 29 kDa. As caracteristicas comuns de EEs
sdo as elevadas estabilidade e resisténcia a maioria das enzimas proteoliticas, tais como
pepsina ou tripsina, permitindo que mantenham sua atividade no trato gastrintestinal e
sua termoestabilidade (Le Loir et al., 2003).

A toxina envolvida na sindrome do choque toxico foi inicialmente designada
como EEF (Bergdoll et al., 1981). No entanto, ndo mostrou a atividade bioldgica in vivo
caracteristica de uma enterotoxina, por isso, mais tarde foi designada como TSST-1
(Tueyo et al., 2005). A toxina 1 da sindrome do choque tdxico (TSST-1) e reconhecida
como a principal causa de sindrome do choque toxico, caracterizada por febre,
hipotensdo e chogue em humanos (Leriche et al., 2012). A toxina possui muitas
propriedades em comum com as EEs, inclusive a habilidade de estimular a proliferagéo

néo especifica de células T e induzir a liberacao de IL-1 e TNF-a (Takeuchi et al., 1998).
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A sindrome do choque tdxico foi primeiramente relatada em 1978 por Tood et
al., (1978) associada com uma doenca sistémica causada por S. aureus em criancas e
adolescentes (Dingers et al., 2000). No inicio dos anos 80 uma epidemia de sindrome do
choque toxico ocorreu nos Estados Unidos em mulheres jovens. Quase todos 0s casos
foram associados com menstruacdo, uso de tampdes e colonizagdo vaginal ou cervical
de S. aureus (Dingers et al., 2000).

Assim, a sindrome do choque tdxico € dividida em duas formas: menstrual e ndo
menstrual (Lapin e Ferguson, 2009; Leriche et al., 2012), esta Gltima resultando de uma
infeccdo estafilocdcica inicial ou pela colonizagdo por cepas de S. aureus produtora
dessa toxina. Pode ocorrer apds lesdo da pele ou membrana mucosa, em associagao com
abscessos (Lapin e Ferguson, 2009). Por ser um superantigeno que, quando presente na
corrente sanguinea, desencadeia sintomas como febre, hipotensdo e descamacéo da pele
(Stiles 2005; Hale et al., 2006), se o paciente ndo for tratado imediatamente, pode levar
a um choque letal (Dinges et al., 2000).

Todas essas toxinas apresentam atividade de superantigeno e este, ao contrario
dos antigenos convencionais, ndo precisa ser processado por células apresentadoras de
antigenos (APCs). A forma classica de ativagdo de células T do sistema imunoldgico se
da pela ligacdo dos receptores das células T (TCR) aos antigenos processados e
apresentados pelo complexo maior de histocompatibilidade (MHC) de células
apresentadoras de antigenos (APC). Se a célula T reconhecer o antigeno como nao
proprio, ocorre a producdo de tirosina-quinase, que vai estimular a proliferacdo e a
diferenciacédo de células T. A resposta é altamente regulada para limitar efeitos nocivos
(Xu e Mccormick, 2012).

A ativacdo de células T mediada pelas EEs é diferente devido a sua caracteristica

e habilidade em ativar linfocitos T no dominio 3 da cadeia variavel (VR) do TCR, assim,
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um elevado numero de células T podem ser estimuladas sob a exposi¢do a EE (Xu e
Mccormick, 2012). Esses superantigenos se ligam as superficies laterais tanto dos TCRs
quanto das moléculas de MHC de classe Il, fora do sitio de ligagdo do antigeno,
distorcendo a interagdo normal de TCR-MHC-II (Lapin e Ferguson, 2009; Xu e
Mccormick, 2012).

Essa interacdo resulta na ativagdo e proliferacdo em massa de células T
inespecificas (Mehrotra et al., 2000; Le Loir et al., 2003). Estima-se que concentraces
em picogramas desses superantigenos podem ser suficientes para estimular
inespecificamente até 50% de todas as células T do corpo humano (Fraser e Proft, 2008)
ocorrendo assim a producdo de citocinas pro-inflamatérias, como interleucina (IL-1,IL-
2), interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). A producdo de
grande quantidade dessas citocinas causa uma reacao inflamatoria intensa, danificando
os tecidos dos hospedeiros (Mccormick et al., 2003; Huang et al., 2007).

Em comparagéo com S. aureus, o potencial enterotoxigénico de ECN ainda néo
foi bem caracterizado. Até agora, apenas enterotoxinas produzidas por S. aureus foram
exaustivamente descritas. As primeiras descricdes de surtos de gastrenterite aguda
envolvidas com enterotoxinas produzidas por ECN apareceram no final dos anos 1950
e inicio dos anos 1970 (Omori e Kato, 1959 e Breckindridge e Bergdoll, 1971).

Contudo, os resultados da pesquisa pioneira sobre enterotoxinas produzidas por
ECN foram aceitos com certa ressalva pela falta de provas definitivas. Porém, nos
ultimos anos, o desenvolvimento de novas técnicas tem permitido atestar com seguranca
a capacidade de ECN de produzir enterotoxinas (Podkowik et al., 2013). Desde entéo,
tém surgido alguns estudos sobre o potencial toxigénico de ECN em espécies como: S.
cohnii, S. epidermidis, S. saprophyticus, S. sciuri, S. warneri, S. chromogenes e S. lentus

(Breckinridge e Bergdoll, 1971; Vernozy-Rozandet al., 1996; Bennett, 1996).
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As primeiras pesquisas envolvendo o potencial toxigénico dos ECN geralmente
envolviam isolados de alimentos, entretanto, no inicio da década de 1980, comegaram a
surgir alguns relatos de ECN enterotoxigénicos envolvidos em outras doengas humanas.
O primeiro estudo sobre o envolvimento do ECN em pacientes com sindrome do choque
toxico foi realizado por Crass e Bergdoll (1986). Nesse estudo, EEs e TSST-1 foram
analisadas em culturas bacterianas isoladas de pacientes, e em 7 de 19 casos de sindrome
do choque toxico foram isolados ECN produtores de EEs ou TSST. Os autores
descreveram estirpes de S. epidermidis capazes de produzir TSST-1 e EEC, e outras
espécies de ECN capazes de produzir EEA e TSST-1 (Crass e Bergdoll, 1986). Desde
entdo, tém surgido outros relatos envolvendo producéo de EEs e TSST-1 por diferentes
espécies de ECN de isolados clinicos (Barretti et al., 2009; Cunha et al. 2006;
Vasconcelos et al., 2011; Ataee et al., 2011).

Assim, o potencial patogénico de diversas espécies de ECN tem se destacado
pela producéo de vérios fatores de viruléncia. Entretanto, além dos fatores de viruléncia,
ECN se destaca também pelo significativo aumento na resisténcia aos agentes
antimicrobianos (Loksal et al., 2009).

Quanto ao perfil de suscetibilidade antimicrobiana de S. saprophyticus, a espécie
é geralmente sensivel a maioria dos agentes antimicrobianos utilizados para o tratamento
de ITU (Kahlmeter, 2003), e alguns dados mostram que a prevaléncia de isolados
resistentes é < 5% (Le Bouter et al., 2011). No entanto, S. saprophyticus resistentes aos
antibioticos betalactamicos e carreadores do gene mecA tém sido relatados (Séderquist e
Berglund, 2009).

Os antimicrobianos que pertencem a classe dos betalactamicos atuam inibindo as
enzimas bacterianas responsaveis pela catalisacdo da reacdo de transpeptidagéo

necessaria para a unido das cadeias de peptideoglicano, constituintes da parede celular.
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Essas enzimas foram denominadas de proteinas ligadoras da penicilina — Penicillin
Binding Protein (PBP) — por serem o sitio-alvo de ligacéo e possuirem alta afinidade com
as penicilinas, analogos estruturais de seu substrato (Chambers e Sachdeva, 1990; Lim e
Strynadka, 2002).

Quatro PBPs j& foram descritas para estafilococos, as PBPs 1, 2, e 3 sdo essenciais
para o crescimento celular e sobrevivéncia das cepas suscetiveis, sendo inibidas por
concentrag0es muito baixas dos betalactamicos (Pinho et al., 2001). A resisténcia surgiu
pela producdo de uma PBP adicional, PBP2a ou PBP2’, uma proteina de 78 kDa, capaz
de substituir a funcdo das outras PBPs, sem prejuizos a sintese da parede celular na
presenca de concentracOes destes compostos que seriam letais (Hartman eTomasz, 1984;
Ghuysen, 1994). Consequentemente, a resisténcia a meticilina confere resisténcia cruzada
a todos os compostos betalactamicos, exceto a cefalosporina de quinta geracéo,
ceftarolina e ceftobiprole (CLSI, 2015).

A producdo desta PBP esta relacionada com a aquisicdo do gene mecA, parte
integrante de um elemento genético movel denominado cassete cromossémico
estafilococico mec — Staphylococcal Cassette Chromosome mec (SCCmec). O SCCmec,
também designado como ilha gendmica ou ilha de resisténcia antibimicrobiana, integra-
se a0 cromossomo bacteriano em uma sequéncia especifica — bacterial chromosomal
attachment site (attBSCC) — localizada proxima a origem de replicacéo dos estafilococos,
na extremidade 3’ de uma regido de leitura aberta — open reading frame (ORF) — de
funcdo desconhecida, denominada orfX (Katayama et al., 2000; Ito et al., 2001; Okuma
et al., 2002). Esse elemento é um veiculo bem adaptado para intercambio genético entre
especies estafilocdcicas e parece desempenhar papel importante na sobrevivéncia das
células bacterianas em ambientes “estressantes” (Hiramatsu et al., 2001; Katayama et al.,

2003).
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O complexo do gene mec compreende o gene mecA (2,1kb), seus reguladores
mecl e mecRI e a sequéncia de inser¢do 1S431. A proteina Mecl codificada pelo gene
mecl impede a transcricdo do mecA, na auséncia de agentes -lactdmicos. Na presenca
desses compostos, 0 gene mecRI codifica uma proteina transdutora de sinal, MecRI, que
clivaa Mecl e induz a transcri¢do do gene mecA e a subsequente producdo de PBP2a. Os
genes regulatorios podem estar truncados pelas sequéncias de inser¢do 1S431 e 1S1272,
levando a desrepressdo do gene mecA (Ito et al., 2001). O complexo mec atualmente é
formado por seis classes: A, B, C1, C2, D e E (Ito et al., 2003; IWG-SCC, 2009).

O SCCmec é composto ainda do complexo do gene ccr (cassete chromossome
recombinase), com trés genes ccr distintos classificados como: ccrA, ccrB e ccrC, que
codificam recombinases responsaveis pela mobilidade do SCCmec, pois medeiam a
integracdo e a excisdo do SCCmec no cromossomo estafilocdcico (Ito et al 2003; Fridkin
et al., 2005;IWG-SCC, 2009).

O restante do material genético do complexo SCCmec compreende as regides
denominadas J (de “junkyard”) que estéo localizadas entre e ao redor dos complexos mec
e ccr e contém genes que codificam resisténcia a agentes antimicrobianos ndo f-
lactdmicos e metais pesados (Hiramatsu et al., 2001; Fridkin et al., 2005).

Muitas estruturas diferentes, incluindo sequéncias de insercdo e transposons,
foram identificadas na maioria dos tipos de SCCmec na regido J. Cada tipo de SCCmec
foi, portanto, posteriormente classificado em subtipos baseados nos polimorfismos ou
variacdes na regido J, bem como pela combinacéo do tipo de complexo do gene ccr e a
classe do complexo do gene mec (Shore et al., 2011; IWG-SCC, 2009), sendo conhecidos
11 diferentes tipos de SCCmec (Shore et al., 2011). SCCmec classificado como SCCmec
tipo I (complexo gene mec classe B e ccrA1B1), SCCmec tipo Il (complexo gene mec

classe A e ccrA2B2), SCCmec tipo 111 (complexo gene mec classe A e ccrA3B3), SCCmec
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tipo IV (complexo gene mec classe B e ccrA2B2), SCCmec tipo V (complexo gene mec
classe C2 e ccrC), SCCmec tipo VI (complexo gene mec classe B e ccrA4B4), SCCmec
tipo VII (complexo gene mec classe C1 e ccrC), SCCmec tipo VIII (complexo gene mec
classe A e ccrA4B4), SCCmec tipo IX (complexo gene mec classe C2 e ccrAlBl),
SCCmec tipo X (complexo gene mec classe C1 e ccrA1B6), SCCmec tipo XI (complexo
gene mec classe E e ccrA1B3).

Os SCCmec dos tipos I, 1V, V, VI, VII e VIII geralmente contém somente
recombinases e genes estruturais e regulatorios para resisténcia a meticilina (Deurenberg
eStobberingh, 2008). J& os tipos I, 11, IX, X, XI possuem elementos de transposicao e
genes codificadores de resisténcia aos antimicrobianos ndo betalactdmicos. Os isolados
que contém os tipos I, 11 e 11l possuem classicamente origem hospitalar e os tipos IV e V
tém origem comunitéria (Deresinski 2005, Li et al., 2011, Shore et al., 2011).

Métodos de tipagem molecular como a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE) tém sido utilizados para elucidar a epidemiologia de muitas doencas infecciosas.
No entanto, pouco se conhece a respeito da epidemiologia molecular de S. saprophyticus
isolado de casos de ITU, e ndo se sabe se sdo cepas especificas ou clones que estdo

relacionados com infec¢bes em humanos (Widerstrom et al., 2007).

2. Justificativa

A ITU e uma das doengas infecciosas mais comuns. Na etiologia da ITU S.
saprophyticus é um dos agentes etiologicos mais isolados, sendo responsavel por causar
infeccbes agudas em criangas e adultos de ambos os sexos. A identificacdo rapida e
eficiente dessas bactérias é de grande importancia para a rotina nos laboratorios de
microbiologia clinica. Embora os métodos automatizados, como Vitek 2, utilizados em
laboratdrios de rotina sejam mais rapidos, podem nao fornecer uma identificagdo acurada,

sendo necessarios mais estudos da eficacia desses sistemas e de outras tecnologias mais
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recentes e promissoras, Como a espectrometria de massa, Maldi-TOF MS na identificacdo
desses microrganismos.

Embora a ITU por S. saprophyticus tenha sido bem documentada na literatura, a
resisténcia antimicrobiana, o perfil de viruléncia como a capacidade de formar biofilme,
bem como o potencial toxigénico dessa espécie ainda sdo pouco estudados. Além disso,
a utilizagéo da tipagem por PFGE permite conhecer a epidemiologia de clones prevalentes
de S. saprophyticus envolvidos na etiologia de infecgdes do trato urinario na populacéo

da cidade de Botucatu e regido.

3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Caracterizar o perfil clonal, os fatores de viruléncia e o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em isolados planctonicos e em biofilme de S. saprophyticus isolado de
amostras de urina de pacientes com infeccdo do trato urinario, além de comparar a
identificacdo de espécies de ECN obtida no Vitek 2 e no Maldi-TOF MS com a
identificacdo genotipica.

3.2 Objetivos especificos

e Identificar S. saprophyticus isolado de amostras de urina pela técnica genotipica
de ITS-PCR e comparar com a identificacdo obtida no Vitek 2 e no Maldi-TOF
MS.

e Detectar a presenca dos genes sea, seb, sec, sed, see, seg, seh, sei e tst-1 que
codificam as enterotoxinas EEA, EEB, EEC, EED, EEE, EEG, EEH, EEI e da
toxina da sindrome do choque toxico (TSST) nas amostras isoladas.

e Investigar a produgdo de enterotoxinas e TSST-1 pela técnica de eletroforese

unidimensional (SDS-PAGE) nos isolados positivos para 0s respectivos genes.

25



e Identificar a presenca dos genes icaA, icaC, icaB e icaD envolvidos na formagéo
de biofilme.

e Auvaliar a producéo de biofilme em placa de poliestireno.

e Detectar a presenca dos genes das adesinas UafA e UafB eSdrl e Aas.

e Detectar a presenca do gene mecA nas amostras isoladas e a caracterizagédo do tipo
de SCCmec nas amostras positivas para o gene.

o Auvaliar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana frente a vancomicina, oxacilina,
sulfametoxazol/trimetoprim, ciprofloxacina e norfloxacina pela técnica de
microdiluicdo em células plancténicas e em biofilme.

e Determinar o perfil clonal de S. saprophyticus pela tipagem molecular por PFGE.

e Avaliar a dispersao de clones de S. saprophyticus entre 0s municipios estudados

por georreferenciamento.
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5 Resultados

5.1 Artigo I: Comparacéo da técnica de Maldi-TOF MS com o sistema automatizado
Vitek 2 para identificacdo de Staphylococcus saprophyticus e outros estafilococos

coagulase-negativa isolados de pacientes com infec¢des urinarias.

Artigo I: *Artigo nas normas do Journal of Microbiological Methods.

Resumo

A identificacdo dos estafilococos coagulase-negativa (ECN) em nivel de espécies
€ necessaria para a orientacdo correta em termos de tratamento adequado. Esse estudo
objetiva comparar dois métodos de identificacdo de espécies de ECN isolados de
pacientes com ITU: método automatizado de identificacdo Vitek 2 e a técnica de
ionizacdo por dessorc¢do a laser assistida por matriz (Maldi-TOF MS) com a identificacao
genotipica pela técnica Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR). Foram coletadas
217 amostras de ECN de pacientes com infec¢do do trato urinario (ITU). A concordancia
do sistema automatizado Vitek 2 com o ITS-PCR foi de 84,8%, com sensibilidade e
especificidade de 98% e 100%, respectivamente. Das 33 amostras identificadas
incorretamente pelo Vitek 2, 31 pertenciam a espécie S. saprophyticus. Ja o Maldi-TOF
MS mostrou uma excelente correlacdo com o ITS-PCR, pois identificou corretamente
todas as amostras de ECN. Maldi-TOF MS é mais preciso do que o sistema automatizado
Vitek 2 para identificar em nivel de espécie os ECN isolados de ITU, particularmente

isolados urinarios de S. saprophyticus.

Palavras chave: ECN, identificacdo, ITU, Maldi-TOF, Vitek 2.
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1 Introducéo

S. saprophyticus € o segundo agente etiolégico mais comumente isolado de
pacientes com ITU na comunidade. Além de S. saprophyticus, outras espécies de
estafilococos coagulase-negativa (ECN) também estdo envolvidas em casos de ITU,
incluindo Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus simulans, Staphylococcus sciuri,
Staphylococcus  capitis,  Staphylococcus  xylosus,  Staphylococcus  warneri,
Staphylococcus cohnii, Staphylococcus lentus e Staphylococcus hominis (Guirguitzova et
al., 2002).

A identificacdo acurada dessas espécies de ECN é de grande importancia para uma
melhor compreensdo do potencial patogénico desses microrganismos (Heikens et al.,
2005; Sivadon et al., 2005) e principalmente para a orientacdo correta dos médicos em
termos de estratégias de tratamento adequado (Kim et al., 2008).

Atualmente, varios sistemas comerciais para identificacdo de Staphylococcus tém
sido desenvolvidos para uso em laboratério de rotina como métodos alternativos a
identificacdo classica, que € laboriosa e demorada (Ferreira et al., 2012). A
disponibilidade comercial dos sistemas de identificacdo rapida miniaturizados fornece
para o laboratério clinico a capacidade de identificacdo rapida de espécies de ECN
(Pfaller e Herwaldt, 1988).

O Vitek 2 é um dos sistemas automatizados amplamente utilizados em
laboratdrios de microbiologia clinica; entretanto, esse sistema automatizado nédo é capaz
de diferenciar entre varias espécies de ECN (Dupont et al., 2010).

Recentemente, a técnica de ionizacdo por dessorcao a laser assistida por matriz,
cuja sigla em inglés é Maldi (matrix assisted lazer desorption ionization), seguido pela
detec¢do em um analisador do tipo tempo de voo, cuja sigla é TOF (do inglés “time of

flight”) — Maldi-TOF MS —, muito utilizada durante muitos anos nos campos de
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protedmica e toxicologia, tem sido aplicada na microbiologia para a identificacdo de
espécies de microrganismos (Alatoom et al., 2011). Maldi-TOF MS tem sido descrito
como um meio répido e preciso para identificacdo de bactérias em nivel de espécie
(Carbonnelle et al., 2011), principalmente espécies de ECN (Argemi et al., 2015).

A eficiéncia desses métodos na identificacdo de S. saprophyticus € pouco
conhecida. Sendo esta a espécie de ECN mais associada a ITU, este estudo tem como
objetivo comparar dois métodos de identificacdo de espécies de ECN, com énfase na
identificacdo de S. saprophyticus isolado de pacientes com ITU: método automatizado de
identificacdo Vitek 2 e Maldi-TOF MS, com a identificacdo genotipica pela técnica

Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR).

2 Materiais e métodos

2.1 Amostras

Foram utilizadas no estudo amostras de S. saprophyticus isolado da urina de
diferentes pacientes. As amostras utilizadas foram obtidas em estudo prospectivo
conforme isolamento no Laboratério de Microbiologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB) nos anos de 2013 e 2014, e um banco de
amostras previamente coletadas em 2008. As amostras foram coletadas de pacientes
procedentes de enfermarias, ambulatorios, pronto-socorro e unidades basicas de satde de
Botucatu e regiéo.

Foram incluidos individuos de ambos os sexos e de todas as idades, que tiveram
uroculturas positivas para ECN consideradas compativeis com ITU, com contagem de
col6énias igual ou superior a 100.000 unidades formadoras de coldnias por mililitro de
urina (> 105 UFC/mL) segundo os critérios de avaliacdo de Kass (1956).

Segundo o protocolo de coleta dos servicos, os pacientes foram orientados a

coletar a urina de jato médio, com higiene prévia da regido genital. Foi desprezado o
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primeiro jato e colhido o jato médio em frasco estéril apropriado, sendo o restante da
micgdo desprezado. Em criangas e recém-nascidos a amostra foi obtida com auxilio de
saco coletor colocado de maneira asseptica.

A urina foi homogeneizada e semeada com al¢a descartavel (0,001 mL ou 1 uL),
sem centrifugacdo. A alca foi imersa na urina de forma vertical e a semeadura realizada
através da técnica de esgotamento, utilizada para quantificacdo, sendo os resultados
reportados em unidades formadoras de colonias por mililitro de urina (UFC/mL).

As amostras foram semeadas em placas contendo meio de &gar Cled (Cysteine
Lactose Electrolyte-Deficient Medium) e agar MacConkey (Oxoid, Basingstoke,
Inglaterra). As placas foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas, a temperatura de

35°C, e ap0s esse periodo foi realizado a contagem do numero de coldnias.

2.2 ldentificacao fenotipica dos estafilococos

Os isolados foram semeados em &gar sangue com 5% de sangue de carneiro
(isolamento secundario) e corados pelo método do Gram, objetivando-se sua pureza e a
observacdo de sua morfologia e coloragcdo especifica. Apds a confirmacdo dessas
caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de catalase, DNAse e coagulase
em tubo (padrdo ouro), para distincdo das espécies de Staphylococcus aureus e ECN,
conforme preconizado por Koneman et al. (2001). As amostras de ECN foram
identificadas pelo aparelho de automagéo Vitek 2 no Laboratério de Anélises Clinicas do

HC da FMB.

2.3 Maldi-TOF MS

Todas as amostras de ECN foram analisadas no Maldi-TOF MS, por meio da
metodologia de espectrometria de massa Maldi-TOF. Uma por¢do de uma coldnia de uma
placa de agar sangue foi aplicada em um slide juntamente com uma solu¢do matriz. O

slide, apds secagem, foi carregado no equipamento. A amostra foi submetida a varios
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disparos no interior do espectrometro de massa. A matriz absorveu a luz e, juntamente
com a amostra, ganhou uma carga elétrica (ionizagdo). Campos elétricos guiaram os ions
dentro do tubo de vacuo, os quais foram separados de acordo com o0 “peso” (massa, com
moléculas menores voando mais rapido que os maiores) e seu tempo de voo. Os resultados
foram exibidos como uma série de linhas ou de picos (espectros) que correspondem a
fragmentos da molécula original. Ao analisar o padrdo dos fragmentos, foi possivel
deduzir a estrutura das moléculas. Os espectros da amostra foram comparados a um banco
de dados de espectros desenvolvido a partir de certo nimero de espécies bacterianas. Os
espectros da amostra foram interpretados para fornecer resultados de identificagédo do

organismo associados a um nivel de confianca.

2.4 Extracao do DNA e identificacdo genotipica das espécies de ECN

Nas amostras identificadas como espécies de ECN foi realizada a extracdo de
DNA com o Kit Illustra® (GE Heathcare), sendo as extraces realizadas segundo as
intru¢des do fabricante.

A identificacdo genotipica foi realizada usando primers de sequéncias
conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica Internal Transcribed Spacer
PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al. (2001) com os primers Gl
“GAAGTCGTAACAAGG” 16S e L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A eficiéncia das
amplificacdes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3% preparado em
tampéo 1,0 x TBE e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas
as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC 12228), S.
epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844),
S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis (ATCC 700328), S.

saprophyticus (ATCC 15305) e S. warneri (ATCC 10209).
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2.5 Analises estatisticas
Foi aplicado teste para avaliacdo da sensibilidade e especificidade utilizando o

ITS-PCR como padrdo ouro.

3 Resultados

Foram isoladas 217 amostras de ECN de pacientes com ITU, e em todas essas
amostras foi realizada a identificacdo pelo sistema automatizado Vitek 2, por Maldi-TOF
MS e pelo método genotipico ITS-PCR.

O sistema automatizado Vitek 2 identificou 138 S. saprophyticus, 34 S.
epidermidis, 19 S. warneri, 13 S. hominis subsp. hominis, 10 S. haemolyticus, 2 S.
lugdunensis e 1 S. lentus, enquanto que pelo Maldi-TOF MS e ITS-PCR foram
identificados 169 S. saprophyticus, 33 S. epidermidis, 3 S. warneri, 10 S. haemolyticus, 1
S. lugdunensis e 1 S. aureus. A subespécie S. hominis subsp. hominis e a espécie S. lentus
foram identificadas apenas pelo Vitek 2. Na tabela 1 se encontram as espécies de ECN
identificadas por cada método.

Em relacdo a comparacdo de sensibilidade e especificidade dos métodos de
identificacdo com o ITS-PCR para todas as espécies estudadas, o Vitek 2 obteve
sensibilidade de 98% e especificidade de 100%; para 0 Maldi-TOF MS, a sensibilidade e
especificidade foram de 100% para os dois. Na tabela 2 estdo descritas a comparacéo de
sensibilidade e a de especificidade entre os métodos de identificacdo para cada espécie
encontrada.

O teste de concordancia entre o Vitek 2 e o ITS-PCR revelou 84,8% de
concordancia. Ja a concordancia entre Maldi-TOF MS e ITS-PCR foi de 100%. Na tabela
3 se encontram os resultados de concordancia entre o Vitek 2 e o ITS-PCR para cada

especie de ECN.
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Tabela 1. Comparacdo dos métodos de identificacéo.

Meétodos de Identificacdo

Maldi-
Vitek?2 ITS-PCR
Espécies TOF MS

N % N % N %
S. saprophyticus 138 63,6 169 77,9 169 77,9
S. epidermidis 34 15,7 33 15,2 33 15,2
S. warneri 19 8,7 3 1.4 3 1.4

S.hominis 13 6,0 0 0 0 0

S. haemolyticus 10 4,6 10 4,6 10 4,6
S. lugdunensis 2 0,9 1 0,5 1 0,5

S. lentus 1 0,5 0 0 0 0

S. aureus 0 0 1 0,5 1 0,5
Total 217 100 217 100 217 100
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Tabela 2. Comparacéo de sensibilidade e especificidade entre os métodos com o ITS-

PCR.
Sensibilidade (%) Especificidade (%0)
Fepectes Vitek 2 Ma':/il'STOF Vitek 2 Ma":/il'STOF
S. saprophyticus 81,6% 100,0 100% 100,0
S. epidermidis 100% 100,0 99,4% 100,0
S. warneri 100% 100,0 92,5% 100,0
S. hominis 0,0 100,0 94% 100,0
S. haemolyticus 100% 100,0 99,5% 100,0
S. lugdunensis 100% 100,0 99,5% 100,0
S. lentus 0,0 100,0 99,5% 100,0
Total (%) 98,0 100,0 100,0 100,0
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Tabela 3. Taxa de concordancia entre 0 ITS e o Vitek 2.

ITS-PCR

Vitek 2 S.saprophyticus S. epidermidis S. warneri S. haemolyticus S. lugdunensis S. aureus Total

S. saprophyticus 0 138
S. epidermidis 0 34
S. warneri 0 19

S. hominis 0 13

S. haemolyticus 0 10
S. lugdunensis 1 2
S. lentus 0 1

Total 169 33 3 10 1 1 217

Concordancia 81,6% 100% 100% 90% 100% 0.0% 84,8%




4 Discussao

S. saprophyticus correspondeu a 169 dos 217 isolados de ECN no presente estudo.
Apesar de ser a espécie mais prevalente, outros ECN também foram encontrados com
menor frequéncia: S. epidermidis, S. warneri, S. haemolyticus e S. lugdunensis.

Alcardz et al. (2003) também identificaram diferentes espécies de ECN em estudo
de 13 amostras de ECN isolados de urina, sendo quatro (30,7%) S. saprophyticus, quatro
(30,7%) S. haemolyticus, dois (15,4%), S. epidermidis, dois (15,4%) S. hominis e um S.
lugdunensis (7,8%). Para Ferreira et al., (2012) S. saprophyticus também foi a espécie
mais isolada de casos de ITU, correspondendo a 56,4% dos isolados, entretanto, outras
espécies de ECN também foram identificadas: S. epidermidis (15,9%); S. haemolyticus
(7,9%); S. warneri (1,9%) e um S. lugdunensis (1%). Esses achados mostram que existe
uma variedade de espécies de ECN associadas com infeccdo urinaria, além de S.
saprophyticus.

Além de isolados de casos de ITU, os estafilococos representam um género de
bactérias frequentemente isolado em uma ampla variedade de amostras no laboratorio de
microbiologia clinica. A semelhanca de outros géneros de bactérias, certas espécies de
estafilococos sdo mais comumente associadas a doenca do que outros, assim, a
identificacdo precisa das bactérias em nivel de espécie muitas vezes ajuda a distinguir
entre oS que s&o microbiota, clinicamente relevantes ou contaminantes da cultura (Clark
etal., 2013).

Dentre os estafilococos, o grupo dos ECN é composto de um grande nimero de
especies, muitas das quais partilham homologia genética e fenotipica significativa,
tornando a identificacdo definitiva desafiadora. A determinacdo da espécie correta de

ECN pode ser particularmente dificil, devido a um elevado grau de semelhanca genética
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entre as especies, e testes fenotipicos para a identificagdo nem sempre fornecem
resultados confiaveis (Kim et al., 2008).

Além da similaridade genética, existem outros problemas potenciais; diferentes
cepas de uma espécie podem ndo apresentar uma caracteristica especifica; os isolados a
partir de culturas antigas podem ndo mostrar os padrdes bioquimicos esperados; isolados
de hospedeiros que foram submetidos a terapia antimicrobiana a longo prazo podem
alterar as suas caracteristicas bioquimicas tipicas (Becker et al., 2004).

Poucos estudos tém avaliado a acurdcia do sistema automatizado Vitek 2 e do
Maldi-TOF-MS na identificacdo das espécies de ECN, isolados de casos de ITU,
principalmente S. saprophyticus. No presente trabalho, o Vitek 2 apresentou 98% de
sensibilidade e 100% de especificidade, sendo que a sensibilidade para S. saprophyticus
foi de 81,6%. Ja o Maldi-TOF MS apresentou 100% de sensibilidade e especificidade. A
concordancia do sistema automatizado Vitek 2 com o ITS-PCR foi de 84,8% do total de
ECN, sendo de 81,6% para S. saprophyticus. Diferentemente do sistema automatizado
Vitek 2, no presente trabalho o Maldi-TOF MS mostrou uma excelente correlagédo com
identificacdo do ITS-PCR, pois todas as amostras foram identificadas corretamente pelo
aparelho.

Além desse trabalho, outros estudos realizados também mostram que o Maldi-
TOF MS ¢é mais eficiente para identificacdo das espécies de ECN do que o sistema
automatizado Vitek 2. Em pesquisa realizada por Lee et al. (2013), Vitek 2 identificou
corretamente 86,7% dos isolados, enquanto Maldi-TOF-MS 100% dos 30 isolados de S.
saprophyticus de casos de ITU previamente identificados por sequenciamento. Dupont e
colaboradores (2010) avaliam a acuracia de Maldi-TOF-MS e de Vitek 2 para a

identificacdo de 234 isolados clinicos de ECN compostos de 20 espécies diferentes
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identificadas pelo sequenciamento do gene sodA. Como resultado, Maldi-TOF-MS
identificou corretamente 97,4% dos isolados, enquanto Vitek 2 identificou 78,6%.

No presente trabalho, 31 das 33 amostras identificadas erroneamente pelo
aparelho Vitek 2 pertenciam a espécie S. saprophyticus, 0 que € preocupante por se tratar
da principal espécie de ECN isolada de casos de ITU. De acordo com Spanu et al., (2003)
0 desempenho inferior do sistema Vitek 2 para identificagdo de ECN pode estar
relacionado com as taxas relativamente baixas de metabolismo apresentados por essas
espécies e um curto tempo de incubacdo. A possibilidade de falsos negativos dentro do
curto tempo de incubacdo usado por este sistema pode muito bem contribuir para a
identificagdo incorreta.

Os autores supracitados basearam essa afirmativa no problema que tiveram em
suas pesquisas para a discriminacdo das espécies S. hominis e S. warneri. Segundo 0s
autores, os perfis bioquimicos usados pelo sistema Vitek 2 para identificar essas duas
espécies sdo em grande parte sobrepostos. As Unicas diferencas sdo que S. hominis devera
produzir &cido a partir de lactose (mas ndo de manitol), ao passo que o inverso é o
esperado de S. warneri. Uma vez que todos os dez isolados de S. hominis em questdo néo
conseguiram produzir qualquer acido a partir de lactose ou manitol no sistema Vitek 2,
as amostras ndo podiam ser conclusivamente identificadas como S. hominis (devido a
falta de producéo de acido a partir de lactose) ou como S. warneri (devido a falta de
producéo de &cido a partir de manitol).

Ferreira, et al. (2012), ao avaliarem a acuracia do Vitek 1 para identificacdo de
estafilococos, semelhante aos resultados do presente trabalho, também relataram que a
especie mais identificada incorretamente pelo aparelho foi S. saprophyticus, devido
principalmente a ndo deteccdo da resisténcia a novobiocina, e em S. epidermidis pela

falha na prova da sacarose.
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Por essas razdes, sistemas automatizados como o Vitek 2, que se baseiam nas
atividades metabdlicas e/ou caracteristicas morfologicas, apesar de permitirem que 0s
microbiologistas identifiquem isolados bacterianos em nivel de espécie com maior
facilidade e rapidez do que o obtido anteriormente pelo método cléssico (Kim, et al.,
2008), estdo sujeitos a erros na identificacdo (Lee et al., 2013).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que Maldi-TOF MS é o
melhor método para identificacdo das espécies de ECN. Além da identificacdo correta
dos microrganismos, essa tecnologia traz consigo outras vantagens. Com a técnica de
Maldi-TOF MS, a preparacdo e analise da amostra sdo simples e podem ser realizadas
dentro de alguns minutos. Nenhuma etapa de lise especial € necessaria para além da
exposicao a solucao de matriz, e o aparelho ndo necessita de um operador especializado.
Poucas celulas sdo necessarias para a analise no Maldi-TOF MS, e o perfil é gerado com
consumo e custo minimos. Muitas amostras podem ser processadas por dia, €, além disso,
0 custo da andlise € muito mais barato se comparado ao de outras técnicas, o que

compensa o0 alto custo para aquisi¢ao do equipamento.
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5.2 Artigo Il: Epidemiologia molecular, resisténcia antimicrobiana e fatores de
viruléncia de Staphylococcus saprophyticus isolado de pacientes com infeccdo do

trato urinario.

*Artigo nas normas do Journal of Clinical Microbiology.

Resumo

Staphylococcus saprophyticus € um agente etiolégico comumente isolado de
casos de infec¢des do trato urinario (ITU). Esse estudo objetiva caracterizar o perfil
clonal, a presenca de genes que codificam fatores de viruléncia relacionados a adeséo,
biofilme, toxinas, capacidade de producdo de biofilme e o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos em amostras de S. saprophyticus isolado de casos de ITU de diferentes
pacientes de Botucatu e outras cidades da regido. Os genes de adeséo uafA e aas foram
encontrados em todas as amostras, enquanto o gene UafB foi encontrado em 1,2% das
amostras. Ja o gene sdrl foi encontrado em 8,9% das amostras. Quanto aos genes do
operon icaADBC, 59 amostras (34,9%) apresentaram o operon ica completo. Das 169
amostras de S. saprophyticus, 119 (70,4%) produziram biofilme. Em 113 (66,8%)
amostras foi encontrado pelo menos um gene de enterotoxina. Os resultados obtidos
através da andlise de PFGE permitiram identificar 41 perfis distintos, entre os quais foram
encontrados 11 clones entre as 169 amostras de S. saprophyticus. Varias amostras
altamente relacionadas foram encontradas entre os isolados nos anos 2008, 2013 e 2014.
Além disso, sete clones estiveram dispersos em diferentes cidades. Quando a
suscetibilidade antimicrobiana, 166 (98,2%) foram resistentes a oxacilina, 30 (17,7%)
amostras foram resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, duas amostras (1,2%)

apresentaram resisténcia intermediaria a norfloxacina. O gene mecA foi encontrado em
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cinco amostras de S. saprophyticus e quatro dessas amostras tiveram o SCCmec

identificado e classificado como SCCmec tipo IV.

Palavras-chave: epidemiologia molecular, fatores de viruléncia, ITU, sensibilidade

antimicrobiana, S. saprophyticus.

INTRODUCAO

S. saprophyticus é o segundo mais frequente agente de infeccdo do trato urinario
(ITU) (E. coli € o primeiro), sendo principalmente isolado de urina de mulheres jovens e
sexualmente ativas (1,2). Apesar de ser mais frequentemente isolado na forma de cistite
aguda ndo complicada (3), pode causar septicemia e pielonefrite (1,2), além de infeccdes
em homens como uretrite, prostatite e nefrolitiase (4).

A diferenca da maioria das espécies de estafilococos coagulase negativa (ECN),
S. saprophyticus raramente € resistente aos agentes antimicrobianos utilizados para o seu
tratamento (5,6); no entanto, S. saprophyticus resistente a antibidticos betalactamicos e

carreadores do gene mecA foi reportado (7).

Além da resisténcia aos antibidticos betalactamicos, para que a ITU possa se
estabelecer, S. saprophyticus expressa proteinas de superficie chamadas adesinas que se
aderem a moléculas da superficie de células hospedeiras, incluindo aquelas da matriz
extracelular. Essas proteinas da superficie das células bacterianas que promovem adeséo
sdo denominadas MSCRAMMs (componentes da superficie microbiana que reconhecem
as moléculas adesivas da matriz) (8). Até o momento, quatro proteinas foram
identificadas em S. saprophyticus. Estas proteinas sdo denominadas fator de uroadesdo A
(UafA), fator de uroadesdo B (UafB), proteina de repeticdo serina-aspartato ligadora de

coldgeno I (Sdrl) e autolisina (Aas), que também tem funcdo adesiva (9,10).
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Bactérias do género Stapylococcus, principalmente os ECN, também séo
conhecidas pela capacidade de produzir biofilme. A relevancia desse fator de viruléncia
se destaca principalmente por promover a evasdo das células bacterianas do sistema
imunologico do hospedeiro (11), alem de diminuir drasticamente a suscetibilidade aos
agentes antimicrobianos (12). Em Staphylococcus spp. 0 componente mais importante na
adesdo entre as células bacterianas na formacao de biofilme é o polissacarideo de adeséo
intercelular (PIA) (13) codificado pelo locus ica do operon icaADBC (14) que, junto com
outros polimeros, como &cidos teicoicos e proteinas, formam a matriz extracelular

chamada “slime” (15).

Outros fatores de viruléncia dos estafilococos séo as toxinas extracelulares, como
as enterotoxinas (EEs) e a toxina 1 da sindrome do choque toxico (TSST-1) que
apresentam atividade de superantigenos (16). Atualmente, sdo conhecidas 23
enterotoxinas sorologicamente distintas (17). As EEs estdo associadas aos casos de
intoxicacdo alimentar, entretanto, alguns estudos tém relatado o papel das EEs na

patogénese de infecgdes sistémicas em humanos (18).

Embora a ITU causada por S. saprophyticus tenha sido bem documentada, pouco
se sabe sobre a epidemiologia molecular da espécie e se cepas especificas ou clones estdo
mais relacionados com infecgbes humanas. Além disso, poucos estudos reportam a
resisténcia antimicrobiana, a disseminacéo geografica da espécie, bem como a avaliagdo
da presenca de genes relacionados a fatores de viruléncia como EEs, TSST-1, adesinas e
biofilme. Sendo assim, o estudo tem como objetivos caracterizar o perfil clonal, avaliar a
dispersdo desse patogenos, detectar a presenca do gene mecA, tipagem do SCCmec, a
presenca de genes que codificam fatores de viruléncia relacionados a adesdo, biofilme,
EEs e TSST-1 e a capacidade de producdo de biofilme em amostras de S. saprophyticus

isolado de casos de ITU de diferentes pacientes de Botucatu e outras cidades da regido.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras. Foram utilizadas no estudo amostras de S. saprophyticus isolado da
urina de diferentes pacientes. Foram incluidas no estudo amostras enviadas ao
Laboratdrio de Microbiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu (HC-FMB) nos anos 2013 e 2014 e um banco de amostras previamente
coletadas em 2008. As amostras sdo procedentes de enfermarias, ambulatérios, pronto-
SOCOrro e varios centros de saude de Botucatu e regido.

Critérios de inclusdo. Foram incluidos no estudo individuos de ambos 0s sexos
e de todas as idades, que tiveram uroculturas positivas para S. saprophyticus consideradas
compativeis com ITU, com contagem de coldnias igual ou superior a 100.000 unidades
formadoras de coldnias por mililitro de urina (> 10° UFC/mL) segundo os critérios de
avaliagdo de Kass (19).

Coleta. Segundo o protocolo de coleta dos servigos, os pacientes foram orientados
a coletar a urina de jato médio, com higiene prévia da regido genital. Foi desprezado o
primeiro jato e colhido o jato médio em frasco estéril apropriado, sendo o restante da
micgdo desprezado. Em criangas e recém-nascidos a amostra foi obtida com auxilio de
saco coletor colocado de maneira asséptica.

Semeadura. A urina foi homogeneizada e semeada com alga descartavel (0,001
mL ou 1 pl), sem centrifugacdo. A alca foi imersa na urina de forma vertical e a
semeadura realizada através da técnica de esgotamento, utilizada para quantificacéo,
sendo os resultados reportados em unidades formadoras de colonias por mililitro de urina
(UFC/mL).

As amostras foram semeadas em placas contendo meio de agar Cled (Cysteine

Lactose Electrolyte-Deficient Medium) e agar MacConkey (Oxoid, Basingstoke,
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Inglaterra). As placas foram incubadas em estufa por 18 a 24 horas, a temperatura de
35°C, e apos esse periodo foi realizado a contagem do nimero de coldnias.

Identificacdo fenotipica dos estafilococos. Os isolados foram semeados em agar
sangue com 5% de sangue de carneiro (isolamento secundario) e corados pelo método do
Gram, objetivando-se sua pureza e a observacao de sua morfologia e coloracéao especifica.
Apos a confirmagdo dessas caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de
catalase, DNAse e coagulase em tubo (padrdo ouro), para distin¢do das espécies de
Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase negativa (ECN), conforme preconizado
por Koneman et al., (20). Para identificacdo dos S. saprophyticus, todos os ECN foram
identificados pelo método genotipico conforme descrito a seguir.

Extracdo do DNA e identificacdo genotipica dos isolados de S. saprophyticus.
Nas amostras identificadas como espécies de ECN foi realizada a extracdo de DNA com
o Kit Illustra® (GE Heathcare), sendo as extragdes realizadas segundo as intrucdes do
fabricante.

A identificagdo genotipica dos ECN foi realizada usando primers de sequéncias
conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica Internal Transcribed Spacer
PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al, (21) usando os primers G1
“GAAGTCGTAACAAGG” 16S e L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A eficiéncia das
amplificacdes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3% preparado em
tampéo 1,0 x TBE e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram utilizadas
as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC 12228), S.
epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis (ATCC 27844),
S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis (ATCC 700328), S.

saprophyticus (ATCC 15305) e S. warneri (ATCC 10209).
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Deteccdo do gene mecA de resisténcia a oxacilina e classificagdo do SCCmec.
Para a deteccdo do gene mecA foram realizadas reagcbes de PCR utilizando os primers
mecAl (AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA CCG
GAT TTG) — 533 (pb), empregando os parametros descritos por Murakami et al., (22)
Em todas as reacOes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional: S.
aureus ATCC 33591 (positivo) e S. aureus ATCC 25923 (negativo). Para a classificacdo
do SCCmec em S. saprophyticus foram utilizados os primers para o locus especificos de
cada tipo (23).

Amplificacdo do DNA por PCR para deteccao dos genes das adesinas (sdrl,
uafB1, uafB2 e aas) e biofilme (operon icaADBC). A detecgdo dos genes das adesinas
e do operon ica foi realizada utilizando os primers (tabela 1) e os parametros conforme

preconizados por King et al., (9) Kleine et al., (24) e Arciola et al., (25).
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Tabela 1. Primers utilizados na PCR para deteccdo dos genes das adesinas e do

operon ica.
Produto
Gene Sequéncia de nucleotideos 5’ a 3’ amF)(I;i)E;:ado Referéncias

GTGCAACGAATACTGCGAAA

uafA CGTGTGCTCGTGTGTCTCTT 597 9

GAGGATTTAGGTTCAGCAATCG

uafB AAACCGTATCCCTGTTTAGCC 506 9
ACGCAGTAAGGAAGGCTCAA

sdrl CTGACGGTTTAACTGCTTGG 587 9

ATTTGAGCAACACCACGATTAG

aas 437 25
TCCGACAGATTACTTATCTTGGG

. ACA GTC GCT ACG AAA AGA AA
IcaA 103 25
GGA AAT GCC ATA ATG AGA AC

) TAACTT TAG GCG CATATGTTT
icaC 400 25

TTCCAGTTAGGC TGG TAT TG

icaD ATG GTC AAG CCC AGA CAG AG 108 o5
CGTGTTTTCAACATTTAATGCAA

icaB CTGATCAAGAATTTAAATCACAAA 302 25

Amplificacdo do DNA por PCR para deteccdo dos genes das toxinas (sea, seb,
sec, sed, see, seg, seh, sei e tst). A deteccdo dos genes que codificam as enterotoxinas e
TSST-1 foi realizada utilizando os primers (tabela 2) e os parametros conforme

preconizado por Johnson et al., (26) e Jarraud et al., (27).
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Tabela 2. Primers utilizados na PCR para detec¢cao dos genes das toxinas (sea, seb,

sec, sed, see, seg, seh, sei e tst).

Produto
Gene Sequéncia de nucleotideos 5° a 3’ amplificado Referéncias
(pb)
TTGGAAACGGTTAAAACGAA
sea 120 26
GAACCTTCCCATCAAAAACA
TCGCATCAAACTGACAAACG
seb 478 26
GCAGGTACTCTATAAGTGCC
GACATAAAAGCTAGGAATTT
sec 257 26
AAATCGGATTAACATTATCC
CTAGTTTGGTAATATCTCCT
sed 317 26
TAATGCTATATCTTATAGGG
CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAG 482
see GCCAC 26
CTTACCGCCAAAGCTG
AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 642
seg AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTA 27
GTTC
] CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 376
Se
CATCTACCCAAACATTAGCACC 21
_ CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG 576
sei
AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC 21
ATGGCAGCATCAGCTTGATA
tst 350 26
TTTCCAATAACCACCCGTTT

Os géis de agarose foram preparados em concentracéo de 2% em TBE 1X, corados

com SYBER SAFE DNA Gel Stain® (Invitrogen) e visualizados em transiluminador de

luz UV.
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Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado por Oliveira e Cunha (2010). O
método da pesquisa da producdo de biofilme em placas de cultura proposto por
Christensen et al., (28) foi utilizado com modificacbes propostas por Oliveira e Cunha
(29). Esse método apresenta bases espectofotométricas, baseando-se na leitura da
densidade 6ptica (DO) do material aderente produzido pela bactéria.

Em todos os testes foram utilizadas linhagens de referéncia internacional como
controles positivos (S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 35983) e negativos (S.
aureus ATCC 33591, S. epidermidis ATCC12228) e TSB estéril. A leitura da densidade
Optica foi realizada no leitor de Elisa, da marca Labsystem, modelo Multiskan EX, em
filtro de 540 nm. As amostras foram classificadas como negativas, quando o valor do
ponto de corte correspondia a classificagdo de ndo aderente (< 0,111), e em positivas,
quando o valor do ponto de corte correspondia a classificacdo de fraco aderente (> 0,111ou
<0,222) ou forte aderente (>0,222).

Teste de sensibilidade antimicrobiana. As amostras de S. saprophyticus foram
avaliadas quanto a sensibilidade a vancomicina, oxacilina, sulfametoxazol/trimetoprim,
ciprofloxacina e norfloxacina pela técnica de microdiluicéo.

Para a técnica de microdiluicdo em caldo na determinacdo da CIM para cada
droga, foram utilizadas placas de microtitulacdo estéreis, com o caldo Mdieller-Hinton
ajustado com cations (Oxoid, 1 U.K.), conforme recomendado pelo CLSI (30). Uma
solucéo-estoque de cada droga foi preparada em agua destilada na concentragéo de 3.200
ug/mL. Em placa de microtitulagdo foram feitas diluicGes seriadas das drogas nas
concentragOes de uma escala logaritmica de 2, compreendendo os breakpoints CLSI (30)
para cada droga em caldo Mueller-Hinton, com um volume final de 100 uL. Das amostras

isoladas, uma suspensdo bacteriana com turvacdo correspondente a escala 0,5 de

57



McFarland (1 x 108 UFC/mL) foi preparada e diluida em 1:312, e foram adicionados 100
pL 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 positivo, contendo o caldo
e a suspensdo bacteriana, e um controle negativo, contendo apenas o caldo Mdueller-
Hinton. O MIC foi considerado como a menor concentragao de antimicrobiano que inibiu
completamente o crescimento do microrganismo, conforme detectado a olho nu: foram
classificados com crescimento positivo 0s pogos que apresentaram turvagédo e/ou presenca
de bactérias no fundo do poco. As amostras de S. saprophyticus foram consideradas
sensiveis, com resisténcia intermediaria ou resistente de acordo com os breakpoints
estabelecidos para cada droga de acordo com o CLSI (30).

Eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). A PFGE das amostras de S.
saprophyticus isoladas foi feita segundo o protocolo modificado de McDougal et al., (31)
Para analise de similaridade, célculo dos coeficientes de correlacdo Dice e criagdo do
dendograma pelo método UPGMA (unweighted pair group method using arithmetic
averages) foi utilizado o software BioNumerics® (versio 6.1; Applied Maths, Bélgica).

Georreferenciamento do servico de saude. Com o intuito de possibilitar a
melhor compreensao da dispersdo desse patdgeno entre 0s municipios, as coordenadas
geogréficas dos locais onde se encontram 0s servicos de satide em que foram coletadas
as amostras de individuos acometido por ITU por esse agente foram integradas em bases
de dados que permitissem a utilizagdo dos sistemas de informacdo geografica —
geographical information systems (GIS) — no software ArcGIS 10 (ESRI, Redlands, CA,

USA).
RESULTADOS

Deteccdo dos genes das adesinas (uafA e uafB, sdrl, aas)e dos genes do operon

icaADBC. Foram coletadas 169 amostras de S. saprophyticus de diferentes pacientes com

58



ITU. Os genes da proteina de adesdo, fator de uroadesdo A (uafA) e a autolisina (aas)
foram encontrados em todas as amostras de S. saprophyticus, enquanto o gene de
uroadesdo B (UafB) foi encontrado em duas (1,2%) amostras. J& o gene sdrl de adeséo

ao colageno I foi encontrado em 15 (8,9%) amostras.

Quanto aos genes do operon icaADBC, da formagéo de biofilme, 132 (78,1%)
amostras apresentaram pelo menos um dos genes do operon, sendo que em 59 amostras
(34,9%) o operon icaADBC estava completo. Na tabela 3 se encontram 0s genes do

operon ica encontrados nas amostras de S. saprophyticus.
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Tabela 3. Deteccéo dos genes do operon ica nas amostras de S. saprophyticus

Genes do operon ica N (%)
icaA 1(0,6)
icaC 2(1,2)
icaAB 1(0,6)
icaAD 11 (6,5)
icaDC 1(0,6)
icaAC 10 (5.9)
icaBC 2(1,2)
icaADC 26 (15,4)
icaABC 11 (6,5)
icaADB 8(4,7)
icaADBC 59 (34,9)
Total de amostras 132 (78,1)

Avaliagdo da producdo de biofilme em placa de poliestireno. Todas as
amostras de S. saprophyticus foram avaliadas quanto a producao de biofilme em placa de
poliestireno. Das 169 amostras, 119 (70,4%) produziram biofilme, 88 (52,1%) amostras

classificadas como forte-aderentes e 31 (18,3%) como fraco-aderentes.
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Das 119 amostras produtoras de biofilme, 52 (43,7%) apresentavam 0 operon
icaAADBC completo, 47 (39,5%) amostras ndo apresentaram o operon completo, mas
estava presente pelo menos o gene icaA, e em 20 (16,8%) amostras ndo foram
encontrados genes do operon icaADBC.

Detecgdo dos genes de toxinas. Em 113 (66,8%) amostras foi encontrado pelo menos
um gene de enterotoxina. O gene que codifica a toxina 1 da sindrome do choque tdxico
(tst-1) ndo foi encontrado. Na tabela 4 se encontram 0s genes encontrados nas 113

amostras de S. saprophyticus.
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Tabela 4. Genes das enterotoxinas encontrados nas amostras de S. saprophyticus

Gene N (%)

sea 10 (5,9)

sec 1(0,6)

sed 2(1,2)

seg 16 (9,4)

sei 7(41)

sea+seg 5(2,9)

sea+sec 3(1,8)

sea + sei 4(2,4)

sea + sed 1(0,6)

sec + seg 4(2,4)

Sec + sei 1(0,6)

sed+ seg 1 (0,6)
seg+ sei 12 (7,1)

sea + seb + seg 1(0,6)

sea + sec+ seg 2(1,2)

sea + sed + seg 3(1,8)
sea + seg + sei 19 (11,2)
sec + seg + sei 2(1,2)
sea + seb + seg + sei 7(4,1)
sea + sec + seg + sei 12 (7,1)

Total

113 (66,83)




Procedéncia das amostras, idade e sexo dos pacientes com infec¢do urinaria
causada por S. saprophyticus. Das 169 amostras de S. saprophyticus isoladas, 70
(41,4%) foram procedentes de pacientes atendidos em postos de salde de Botucatu e
regido, 41 (24,3%) de pacientes ambulatoriais, 50 (29,6%) atendidos nos prontos-socorros
e 8 (4,7%) de enfermarias. A maior parte das amostras 162 (95,8%) foi procedente de

pacientes ndo hospitalizados.

A andlise do sexo e da idade dos pacientes com infecgdo urinaria por S.
saprophyticus (tabela 5) mostrou que a maioria era do sexo feminino (97%) e 148 (87,5%)

tinham idade entre 11 e 49 anos.
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Tabela 5. ldade e sexo dos pacientes com infeccdo urindria causada por S.

saprophyticus.

Masculino Feminino
Idade (anos) N (%) N (%) Total (%)
2a8 2(1,2) 2(1,2) 4(2,4)
11a15 1(0,6) 23 (13,6) 24 (14,2)
16 a 20 0(0,0) 29 (17,1) 29 (17,1)
21a25 0 (0,0) 31(18,3) 31(18,3)
26230 0 (0,0) 15 (8,9) 15 (8,9)
31a39 1(0,6) 33 (19,5) 34 (20,1)
40 a 49 0(0,0) 17 (10,1) 17 (10,1)
50 a 60 0 (0,0) 11 (6,5) 11 (6,5)
> 60 1(0,6) 3(1,8) 4 (2,4)
Total (%) 5 (3%) 164 (97%) 169 (100,0)

Identificacdo e distribuicdo dos clones de S. saprophyticus no municipio de
Botucatu e regido. Os resultados obtidos através da analise de PFGE (Anexo 1: figura
complementar) permitiram identificar o total de 41 perfis distintos, entre os quais foram
encontrados 11 clones entre as 169 amostras. Dentre os clones identificados, o clone 1 e

o clone 2 se destacam pelo nimero de amostras agrupadas e por serem os clones que mais
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se dispersaram entre 0s municipios, além de terem agrupado amostras de trés anos (2008,

2013, 2014) (tabela 6).

O clone 1, composto de 29 amostras, foi encontrado entre pacientes de seis
municipios distintos em especial no municipio Botucatu, onde 23 amostras foram
detectadas. O clone 2, constituido por 21 amostras, foi identificado em trés cidades, sendo
também mais isolado no municipio de Botucatu. Sete clones agruparam amostras dos
anos 2008, 2013 e 2014, e trés clones agruparam amostras dos anos 2008 e 2013. Na
tabela 6 esta descrito o nimero de isolados em cada um dos clones, nimero de cidades
em que foram encontrados os clones e nimero de isolados por ano de coleta. A figura 1
é 0 mapa da dispersdo dos 11 clones de S. saprophyticus pelo municipio de Botucatu e

regiao.
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Tabela 6. Numero de isolados em cada um dos clones, nUmero de cidades em que

foram encontrados os clones e nimero de isolados por ano de coleta.

N° de cidades

N° de isolados (ano

o
Clones N° de isolados com isolamento de isolamento)
! 29 6 9 (2008); 14 (2013);
6 (2014)
, o1 3 10 (2008); 5 (2013);
6 (2014)
3 15 1 9 (2008); 3 (2013);
3 (2014)
4 10 2 2 (2008); 8 (2013)
5 8 1 6 (2008); 2 (2013)
5 6 2 1 (2008); 3 (2013);
2 (2014)
7 6 2 3 (2008); 1 (2013);
2 (2014)
8 6 1 1 (2008); 4 (2013);
1 (2014)
9 5 2 2 (2008); 2 (2013);
1(2014)
10 5 1 2 (2008); 3 (2013)
11 4 2 2 (2013); 2 (2014)
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Figura 1. Georreferenciamento das unidades de salde com casos de ITUs por S.
saprophyticus no municipio de Botucatu e regido.

Viruléncia dos clones de S. saprophyticus isolado de pacientes com ITU.
Quanto aos genes de fatores de viruléncia (tabela 7), em todos os clones foram
encontrados genes das EEs. Os genes das adesinas uafA e aas, como estiveram presentem
em todas as amostras, consequentemente estdo em todos os clones, ja o gene sdrl foi
encontrado em 13 isolados, sendo em oito amostras do clone 1 e em cinco amostras do

clone 3.

Para 0s genes do operon icaADBC do biofilme, trés clones (clone 1, clone 7 e

clone 8) apresentaram todas as amostras com o operon completo, o clone 10 néo
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apresentou nenhum gene do operon e os demais clones (2, 3, 4, 5, 6, 9 e 11) apresentaram
amostras com pelo menos um dos genes.

Quanto a producdo de biofilme, todas as amostras dos clones 1, 2, 5 e 8
produziram biofilme, e somente um clone (clone 9) ndo apresentou alguma amostra
produtora de biofilme. Os demais clones apresentaram pelo menos uma amostra
produtora. Todos os fatores de viruléncia pesquisados encontrados em cada clone se

encontram na tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas dos clones de S. saprophyticus isolado de pacientes com ITU.

Clones N° de amostras Genes EEs Genes adesinas Operon ica Genes 1caADBC Pro_du_gao de
completo biofilme
fA (29), sdrl (8) 'ca\ (29), icaB 29 t
ua , sdrl (8), amostras
1 29 A(29), G (19), I 29 (29),icaC (29), icaD
(19) aas (29) produtoras
(29)
icaA (21), icaC 21 amostras
2 21 A(5),G (21)  uafA (21), aas (21) - _
(21), icaD (21) produtoras
3 15 A (15), C (12), D  uafA (15), sdrl (5), icaA (3), icaC (3), 10 amostras
(3), G (15), 1 (12) aas (15) icaD (3) produtoras
) ) 6 amostras
4 10 A(3),1(3) uafA (10), aas (10) - icaA (7), icaD (7)
produtoras
icaA (8), icaB (8), 8 amostras
5 8 A (8),C (8),G (8) uafA (8), aas (8) - _
icaC (8) produtoras
A (6), B (6), C (6),, ) ) 2 amostras
6 6 uafA (6), aas (6) - icaA (3), icaD (3)
I (6) produtoras
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Tabela 7. Continuacao

i . P a
Clones N° de amostras Genes EEs Genes adesinas 22?;;?81[? Genes icaADBC rgic::;ﬁ?gede
icaA (6), icaB (6), 4 amostras
7 6 A (3), C(3) uafA (6), aas (6) 6 _ _
icaC (6), icaD (6) produtoras
icaA (6), icaB (6), 6 amostras
8 6 G (6), 1 (6) uafA (6), aas (6) 6 _ _
icaC (6), icaD (6) produtoras
9 5 G (5),1(5) uafA (5), aas (5) - icaA (1) 0 amostra produtora
A (0),B(0), C(3),
2 amostras
10 5 D (1), E (0), G (3), uafA (5), aas (5) - -
produtoras
H (0), 1 (3)
A (0), B (0), C (1),
11 4 D (4), E (0), G (1), uafA (4), aas (4) - icaC (2) 1 amostra produtora

H (0), 1 (1)
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Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), detec¢do do gene
mecA de resisténcia a oxacilina e classificagdo do SCCme. Das 169 amostras de S.
saprophyticus, 166 (98,2%) foram resistentes a oxacilina com a CIMso de 1 pg/mL e
CIMgo de 2 pg/mL. Além disso, 30 (17,7%) amostras foram resistentes ao
trimetoprim/sulfametoxazol com a CIMsg de 0,125/2,38 pg/mL e CIMgo de 4/76 pg/mL.
Duas amostras (1,2%) apresentaram resisténcia intermediaria a norfloxacina, com a
CIMso de 2 pg/mL e ClMgo de 4 pg/mL. Todas as amostras foram sensiveis a
vancomicina, com a CIMsg de 1 pg/mL e CIMgo de 2 pg/mL, e a ciprofloxacina, com a
CIMsg e CIMgo de 0,25 pg/mL (tabela 8).

O gene mecA foi encontrado em cinco amostras, e quatro dessas amostras tiveram

0 SCCmec identificado e classificado como SCCmec tipo 1V.

Tabela 8. Sensibilidade antimicrobiana de amostras de S. saprophyticus (CIM).

Antimicrobianos (pug/mL)

Van Oxa Nor Cip Trim/Sut
ClIMsg 1 1 2 0,25 0,125/2,38
ClIMgg 2 2 4 0,25 4176
Variaggo 05-2 <0,25-256 1-8 <0,125- <0,03/0,59 — 16/304
1

Van: Vancomicina; Oxa: Oxacilina; Nor: Norfloxacina; Cip: Ciprofloxacina; Trim/Sut:
Trimetoprim/Sulfametoxazol.

DISCUSSAO
Com relacéo aos fatores de viruléncia, todos os quatro genes relacionados a adesao
de S. saprophyticus as células do hospedeiro (uafA, uafB, sdrl e aas) foram encontrados

nas amostras estudadas. O gene da adesina UafA, proteina que se adere as células
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uroepiteliais do hospedeiro, e 0 gene da autolisina Aas, proteina autolisina que se liga a
fibronectina (10), foram encontrados em 100% das amostras, enquanto o gene da adesina
Sdrl, proteina que se liga ao colageno | e a fibronectina (32, 33), e o da UafB, proteina
que se liga a fibronectina, fibrinogénio e as células uroepiteliais (9), foram encontrados
com menos frequéncia (8,9% e 1,2%, respectivamente).

Esses resultados corroboram com os dados encontrados na literatura em que 0s
genes das adesinas UafA e Aas estdo presentes em todas as amostras de S. saprophyticus,
enquanto sdrl se encontra em 5% a 10% dos isolados (24). Para King et al., (9) a
prevaléncia do gene uafB foi de 5,5%, e a do gene sdrl foi de 6,6% para 0 mesmo conjunto
de amostras de S. saprophyticus. Quanto ao gene da adesina uafB, essa foi a mais recente
proteina de uroaderéncia descoberta em S. saprophyticus. O gene esté localizado em um
plasmideo, e os estudos indicam a possibilidade de que esse gene possa ser transmitido
entre as diferentes espécies de estafilococos (9).

Em todas as amostras foram encontrados pelo menos dois genes de adesinas, 0
que revela a importancia dessas proteinas adesivas na fixacdo do microrganismo aos
tecidos do hospedeiro, especialmente ao tecido uroepitelial, o que € um passo crucial na
patogénese da ITU por S. saprophyticus (34).

Além da adesdo ao tecido do hospedeiro para o desenvolvimento da ITU, essas
adesinas encontradas podem funcionar com um primeiro passo para que 0 microrganismo
possa produzir biofilme, pois, no processo de producdo de biofilme, o microrganismo
precisa inicialmente aderir a uma superficie para que posteriormente ocorra a adesédo
intercelular com proliferacdo e acumulagdo de celulas em multicamadas, resultando na
formagéo do biofilme maduro (15,35).

Em comparacdo com S. epidermidis e S. aureus, infecgdes associadas ao biofilme

com outras espécies de ECN sdo muito menos frequentes (15). De fato, a producédo de
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biofilme por S. saprophyticus e sua implicagdo em ITU ainda é pouco relatada na
literatura. Entretanto, o resultado obtido nesse trabalho ressalta a importancia desse fator
de viruléncia nessa espécie, considerando que de um total de 169 amostras, a maioria
(70,4%) foi produtora de biofilme. Esses resultados sugerem que na ITU por S.
saprophyticus a formacdo de biofilme é provavelmente um determinante crucial da
doencga, embora mais pesquisas devam ser realizadas para uma concluséao definitiva.

Do total de amostras produtoras de biofilme, as 59 que apresentavam o operon
icaAADBC completo foram produtoras de biofilme. Esse resultado permite supor que,
provavelmente, nessas amostras o PIA seja o principal responsavel pela producdo de
biofilme, embora a avaliagdo da composicdo do biofilme tenha que ser realizada para
confirmacéo, visto que estudos indicam diferencas na composicdo e na estrutura do
biofilme dependente de PIA quando comparado ao biofilme proteico (36).

Com relacdo ao biofilme independente de PIA, em 67 amostras produtoras de
biofilme 47 ndo apresentavam o operon completo e em 20 n&o foi encontrado genes de
operon ica, 0 que indica a ocorréncia de producdo por mecanismos ica-independentes
nessas amostras.

Estudos tém destacado a existéncia de mecanismos ica-independentes de PIA no
género Staphylococcus (37,38). A primeira descricdo do mecanismo de produgédo de
biofilme ica-independente foi observada em uma amostra de S. aureus isolada de um caso
de mastite bovina. A cepa em questdo demonstrou que a proteina associada a adeséo (Bap)
foi essencial tanto para promover a aderéncia quanto para a adeséo intercelular e acimulo,
resultando na formacé&o do biofilme (39). A mutacao no locus ica nessa cepa ndo impediu

a produgdo de biofilme (35).
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Em cepas de S. epidermidis também foi observada a producdo de biofilme
independente de PIA, sendo a adesina denominada proteina associada ao acumulo (Aap)
a responsavel pela aderéncia e formacéao de biofilme (38).

Essas pesquisas demonstram que algumas das proteinas adesinas parecem ser as
mais provaveis substitutas de PIA (37,40). Em S. saprophyticus, ndo ha trabalhos que
associem suas adesinas a formacgdo de biofilme, portanto mais pesquisas devem ser
realizadas com S. saprophyticus produtor de biofilme ica-independente para melhor
compreensdo dos mecanismos de producéo de biofilme.

Com relacéo aos superantigenos, as EEs produzidas por S. aureus e seu papel tanto
na intoxicagdo alimentar quanto em doengas em humanos tém sido exaustivamente
descritos. Ja os estudos do potencial toxigénico dos ECN e seu papel nas intoxicacdes
alimentares e nas doencas em humanos ainda sdo escassos, pelo fato de serem
considerados por muito tempo como microrganismos ndo patogénicos. Entretanto, mais
atencdo deveria ser dada e esse grupo, visto que fatores de viruléncia originalmente
identificados somente em S. aureus como as EEs ja foram identificados no genoma de
diversas espécies de ECN (41,42).

Quanto a deteccdo dos genes de EEs em S. saprophyticus, sdo escassos 0S
trabalhos envolvidos na pesquisa do potencial toxigénico dessa espécie, entretanto,
Kuroda et al., (43) ao sequenciarem o genoma da cepa ATCC 15305, afirmaram que na
espeécie ndo é encontrado nenhum fator de viruléncia geralmente encontrado em S. aureus,
incluindo os genes para EEs. Os resultados obtidos no presente trabalho contradizem essa
afirmativa em relacdo aos genes para EEs, haja vista que 66,8% das amostras
apresentaram algum gene para EE, entretanto é preciso considerar que o0 autor pesquisou
apenas uma unica cepa, enquanto nesse trabalho foram pesquisadas 169 amostras isoladas

de casos de ITU.
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Além dos fatores de viruléncia encontrados, a analise da PFGE mostrou a presenca
de um grupo bastante heterogéneo de S. saprophyticus associado a casos de ITU, além de
varios clones associados a ITU. Vérias amostras altamente relacionadas foram
encontradas entre as amostras dos anos 2008, 2013 e 2014. Além disso, sete clones
estiveram dispersos em diferentes cidades, e o clone 1 foi o que mais se dispersou,
encontrado em seis cidades, o que € justificvel pelo fato de ser o clone com maior numero
de amostras. Esses resultados permitem afirmar que alguns clones de S. saprophyticus
estdo espalhados a grandes distancias geograficas e que esses clones podem persistir por
longos periodos de tempo (2008 a 2014), pois, das 57 amostras de 2008, 45 (79%)
estiveram distribuidas entre 10 dos 11 clones e agruparam com amostras de 2013 e/ou
2014,

Isso significa que esses isolados apresentam mecanismos que Ihes permitem se
disseminar e persistir por longos periodos. No presente trabalho, foram pesquisados
alguns dos principais fatores de viruléncia e foi observado que todas as amostras do clone
com maior nimero de isolados (clone 1) apresentavam o operon ica completo, e todas
foram produtoras de biofilme, além de algumas amostras portarem o gene da adesina sdrl.
O terceiro clone com mais isolados (clone 3) também apresentou amostras portadoras do
gene sdrl, e os clones 6 e 7 também apresentaram o operon ica completo. Além disso,
das 119 amostras produtoras de biofilme, 89 (74,8%) foram amostras que se agruparam
em clones. Esses resultados mostram que a producgédo de biofilme é um importante fator
de viruléncia que permite a persisténcia dos clones por longos periodos de tempo, com
destaque para o operon icaADBC completo e do gene da adesina sdrl que estiveram
presentes no clone majoritario (clone 1 com 29 isolados).

Resultados semelhantes ao do presente trabalho em relagéo a dispersao de clones

foram observados por Widerstrom et al., (44) ao realizarem um estudo comparando 0s
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perfis obtidos na analise de PFGE de 76 isolados de S. saprophyticus isolado de mulheres
com infeccdo urinaria no norte da Suécia, no periodo de 1995 a 1997, com 50 amostras
obtidas em 2006 de cinco locais diferentes do norte da Europa. Foram encontrados 47
perfis diferentes na PFGE entre os 126 isolados e também vérias amostras altamente
relacionadas foram encontradas entre as amostras do periodo de 1995 a 1997 e 2006, num

total de dez clones dispersos por diferentes paises do norte da Europa.

A dispersdo de clones de S. saprophyticus por varias regides pode ter ocorrido
pelo fato de que o S. saprophyticus estd amplamente difundido no ecossistema, e uma
diversidade de produtos alimentares estd contaminada pela espécie, o que
consequentemente conduz a colonizagdo do trato gastrintestinal humano (45-47). Como
as origens de produtos alimentares sdo de varios lugares, tanto nacionais como
internacionais, 0s seres humanos em uma area especifica sdo provavelmente expostos a
cepas de S. saprophyticus provenientes de diferentes regides geogréficas e talvez outros
paises. Viagens nacionais e internacionais também podem facilitar a aquisicdo de estirpes
de S. saprophyticus de outras localizacdes geogréaficas (44)

Rupp et al., (48) determinaram que a prevaléncia de colonizacdo de S.
saprophyticus do trato urogenital em mulheres saudaveis foi de 6,9%, e o local mais
comum de colonizacdo foi o reto, o que explica o fato de a maior parte de casos de 1TU
por S. saprophyticus ocorrer em mulheres jovens, pois, por volta da adolescéncia, as
alteraces hormonais favorecem a colonizacdo vaginal por bactérias que, migrando para
a éarea periuretral, podem ascender pelo trato urinério, causando infeccdo (49,50). O
trabalho de Hedman et al., (51) reforga essa afirmativa, pois os autores identificaram o
mesmo clone de S. saprophyticus nas fezes e na urina de pacientes com ITU.

S. saprophyticus é o segundo microrganismo mais frequentemente isolado em

mulheres jovens e sexualmente ativas, pois relagfes sexuais sdo um dos fatores de risco
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mais importantes para o desenvolvimento de ITU atribuivel a esse agente etiol6gico que
raramente é isolado de pacientes hospitalizados (52,53). No presente trabalho, dos 169
casos de ITU, amaioria dos pacientes era do sexo feminino (97%) e 87,5% eram pacientes
jovens, com idade entre 11 e 49 anos. Dos 164 isolados de mulheres, apenas sete foram
isolados de pacientes que estavam internados nas enfermarias do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu/Unesp. As demais 157 amostras foram isoladas de
pacientes da comunidade.

Quanto aos isolados de pacientes do sexo masculino, apenas cinco amostras de S.
saprophyticus foram isoladas desses pacientes, sendo que as idades variaram de 2 a 82
anos, o que mostra que, apesar de ser mais comum em mulheres, S. saprophyticus também
pode causar infecgdo urinaria em homens de todas as idades. Ha relatos na literatura do
microrganismo isolado em homens jovens (54) e em homens idosos com cateteres
urinarios (55). A espécie é relativamente rara em homens hospitalizados (56). Nesse
estudo, apenas um paciente com ITU se encontrava internado na enfermaria da
gastrenterologia e tinha 66 anos de idade.

Quanto ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, os isolados de S.
saprophyticus foram sensiveis a quase todos os antibioticos testados. Esses resultados
estdo de acordo com dados anteriormente relatados em que a prevaléncia da resisténcia é
geralmente baixa (57-60).

Entretanto, amostras resistentes a trimetoprim/sultametoxazol foram encontradas,
com taxas de resisténcia de 17,7% dos isolados. Esse percentual de amostras resistentes
a timetoprim/sultametoxazol pode ser explicada pelo fato de a droga ser muito utilizada
na terapia empirica para o tratamento de cistite ndo complicada (61).

Com isso, a deteccdo de isolados resistente a essa droga nesse estudo é

preocupante, pois pode levar a falha terapéutica quando utilizada de modo empirico para
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tratamento de ITU. Relatérios provenientes do Canadd e dos EUA indicam que a
prevaléncia de resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazol € superior a 15% e pode chegar
a 25% (62). Por essa razdo, o uso de fluoroquinolonas é recomendado para UTI nédo
complicada em &reas onde a incidéncia de resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazol é
superior a 10%, bem como para o tratamento de infecgdes do trato urinario complicadas
e pielonefrite aguda (62).

As fluoroquinolonas tém sido utilizadas com sucesso para tratar uma ampla gama
de infecgBes comunitarias e adquiridas no hospital, e as taxas de resisténcia permanecem
baixas (62). No presente trabalho, apenas duas amostras (1,2%) apresentaram resisténcia
intermediéria a norfloxacina, e todas as amostras foram sensiveis a ciprofloxacina, uma
fluoroguinolona amplamente utilizada com elevada atividade bactericida contra
uropatdgenos e que apresenta uma eficécia clinica bem estabelecida no tratamento de
infeccOes do trato urinario (62,63).

Quanto a oxacilina, 98,2% dos isolados foram classificados como resistentes no
presente trabalho pelo método de microdiluigdo, entretanto apenas cinco amostras
carreavam 0 gene mecA. Isso ocorreu devido ao breakpoint preconizado pelo CLSI
superestimar a resisténcia a oxacilina em S. saprophyticus. Diante dessa situacdo,
Higashide e colaboradores (64) propuseram um novo breakpoint para deteccdo da
resisténcia mediada pela presenca do gene mecA em S. saprophyticus. Assim, segundo
os autores, para a oxacilina, a CIM > 16 pg/mL é considerada resistente. Se
considerarmos o valor da CIM proposto pelos autores, apenas as cinco amostras que
foram positivas para mecA no presente trabalho seriam consideradas resistentes, ja que
foram as que apresentaram a CIM mais elevada, variando de 128 pg/mL a 256 pg/mL,
enguanto nas amostras negativas para o gene mecA (161 amostras), a CIM variou de <

0,25 pg/mL a 2 pg/mL.
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Isolados de S. saprophyticus resistentes aos antibidticos betalactamicos
carreadores do gene mecA tém sido relatados. O primeiro relato da espécie carreadora do
gene mecA ocorreu no Japdo, em 1991, (22) depois surgiram outros relatos em isolados
clinicos de S. saprophyticus. No Canada, Hussain et al., (65) encontraram duas amostras
positivas para o gene mecA; no Brasil, Antunes et al., (66) encontraram cinco isolados de
hemocultura, e Ferreira et al., (67) encontraram duas amostras de isolados de pacientes
com ITU.

No presente trabalho, dos cinco isolados mecA positivos, quatro foram tipados e
caracterizados com SCCmec tipo 1V, e um isolado nédo foi tipado. As quatro amostras
SCCmec tipo 1V foram isoladas de pacientes de centros de salde e possuiam 0 mesmo
perfil de sensibilidade, sendo resistentes somente & oxacilina e sensiveis a todos 0s outros
antimicrobianos testados, porém sdo linhagens distintas, conforme observado na tipagem

por PFGE.
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5.3 Artigo I11: Avaliacdo da capacidade de producéo de enterotoxinas (EEs) e perfil
protedmico em amostras de S. saprophyticus isoladas de pacientes com infecgdes do

trato urinario.

*Artigo nas normas do Microbial Pathogenesis.

Resumo

Staphylococcus saprophyticus € um dos principais patdgenos responsaveis por
causar infeccBes do trato urinério (ITU), entretanto, pouco é conhecido a respeito da
capacidade de producdo de enterotoxinas (EEs) e TSST-1 pela espécie. Esse trabalho tem
por objetivo avaliar a presenca de genes que codificam EEs e TSST-1, além de avaliar a
capacidade de producdo desses superantigenos por isolados de S. saprophyticus. As
amostras de S. saprophyticus foram coletadas e submetidas a identificacdo genotipica pela
técnica Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR). A deteccdo de genes que codificam
EEs e TSST-1 foi realizada através da técnica de reacdo em cadeia da polimerase. As
amostras positivas para a presenca de genes que codificam as toxinas foram submetidas
a confirmacédo da capacidade de expressdo desses genes pela técnica de eletroforese de
proteinas (SDS-PAGE). A producdo de EEs ndo foi encontrada em nenhuma das 113
amostras de S. saprophyticus portadoras de genes para enterotoxinas. Um grande numero
de amostras apresentava um ou mais genes para EEs, porém nenhuma expressou
quaisquer dos genes, revelando que a presenca de genes para producdo de EEs ndo garante
a producdo desses, mesmo quando em meios de culturas sob condicdes ideais, como
realizado no presente trabalho. Entretanto, outras proteinas ligadas a fatores de viruléncia,

como lipase, autolisina bifuncional e resisténcia aos antimicrobianos (betalactamase 1)
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foram encontradas no sobrenadante de nove amostras submetidas ao sequenciamento

peptidico por espectrometria de massa.

Palavras-chave: ITU, S. saprophyticus, expressao de EEs, SDS-PAGE, sequenciamento

peptidico, exoproteinas.

Introducéo
Staphylococcus saprophyticus, um estafilococo coagulase-negativa (ECN), é o

segundo agente mais comum de infecc¢des do trato urinario (ITU) na comunidade [1]. Um
dos mais importantes fatores de viruléncia em estafilococos sdo as toxinas extracelulares,
como as enterotoxinas (EES) e a toxina 1 da sindrome do choque tdxico (TSST-1) que
apresentam atividade de superantigenos [2].

Atualmente, sdo conhecidas 23 enterotoxinas sorologicamente distintas [3]. As
EEs estdo associadas aos casos de intoxicacdo alimentar, entretanto, alguns estudos tém
relatado o papel das EEs na patogénese de infec¢bes sistémicas em humanos [4].

A pesquisa de genes e a avaliacdo da expressdo desses superantigenos ja foram
investigadas para outras espécies de estafilococos, principalmente S. aureus e S.
epidermidis. Em contraste, tais estudos sdo escassos para S. saprophyticus. Assim, este
trabalho tem por objetivo avaliar a presenca de genes que codificam EEs e TSST-1, além
de avaliar a capacidade de producdo desses superantigenos em S. saprophyticus isolado

de casos de ITU e o perfil de exoproteinas em algumas amostras.

2 Materiais e métodos

2.1 Amostras
Foram utilizadas no estudo amostras de S. saprophyticus isolado da urina de

diferentes pacientes. As amostras foram coletadas e encaminhadas ao Laboratorio de
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Microbiologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-
FMB).

Foram incluidos individuos de ambos os sexos e de todas as idades, que tiveram
uroculturas positivas para S. saprophyticus consideradas compativeis com ITU, com
contagem de colo6nias igual ou superior a 100.000 unidades formadoras de colbnias por
mililitro de urina (> 105 UFC/mL), segundo os critérios de avaliacdo de Kass [5].

Os isolados foram semeados em &gar sangue com 5% de sangue de carneiro
(isolamento secundario) e corados pelo método do Gram, objetivando-se sua pureza e a
observacdo de sua morfologia e coloragdo especifica. Apds a confirmacdo dessas
caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de catalase, DNAse e coagulase
em tubo (padrdo ouro), para distingdo das espécies de Staphylococcus aureus e ECN,

conforme preconizado por Koneman et al [6].

2.2 Extracdo de DNA e identificacéo de S. saprophyticus

Nas amostras identificadas como espécies de ECN foi realizada a extracdo de
DNA com o Kit Illustra® (GE Heathcare), sendo as extraces realizadas segundo as
instrucdes do fabricante.

As amostras identificadas como ECN foram submetidas a identificacdo genotipica
usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica
Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al [7] usando os
primers G1 “GAAGTCGTAACAAGG” 16S ¢ L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A
eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3%
preparado em tampéo 1,0 x TBE e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados,
foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC

12228), S. epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis

91



(ATCC 27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis

(ATCC 700328), S. saprophyticus (ATCC 15305) e S. warneri (ATCC 10209).

2.3 Amplificacdo do DNA por PCR para deteccdo dos genes das toxinas (sea, seb, sec,
sed, see, seg, seh, sei e tst).

A deteccdo dos genes que codificam as enterotoxinas e TSST-1 foi realizada
utilizando os primers (tabela 1) e os parametros conforme preconizado por Johnson et al.,

[8] e Jarraud et al., [9].
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Tabela 1 Primers utilizados na PCR para deteccdo dos genes das toxinas (sea, seb, sec,

sed, see, seg, seh, sei e tst).

Produto
Gene Sequéncia de nucleotideos 5° a 3’ amplificado Referéncias
(pb)
TTGGAAACGGTTAAAACGAA
sea 120 8
GAACCTTCCCATCAAAAACA
TCGCATCAAACTGACAAACG
seb 478 8
GCAGGTACTCTATAAGTGCC
GACATAAAAGCTAGGAATTT
sec 257 8
AAATCGGATTAACATTATCC
CTAGTTTGGTAATATCTCCT
sed 317 8
TAATGCTATATCTTATAGGG
CAAAGAAATGCTTTAAGCAATCTTAG 482
see GCCAC 8
CTTACCGCCAAAGCTG
AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC 642
seg AAACTTATATGGAACAAAAGGTACTA 9
GTTC
X CAATCACATCATATGCGAAAGCAG 376
se
CATCTACCCAAACATTAGCACC d
_ CTCAAGGTGATATTGGTGTAGG 576
sei
AAAAAACTTACAGGCAGTCCATCTC d
ATGGCAGCATCAGCTTGATA
tst-1 350 8
TTTCCAATAACCACCCGTTT

2.4 Analise da producéo de EEs

As amostras de S. saprophyticus positivas para a presenca de genes que

codificam EEs foram submetidas a confirmagdo da capacidade de producdo dessas

proteinas pela técnica de eletroforese unidimensional em condi¢fes desnaturantes

(SDS-PAGE).
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2.4.1 Obtencéo do sobrenadante

As amostras de S. saprophyticus em que foram detectados a presenca dos genes
para superantigenos foram submetidas a técnica de producgéo de toxinas pelo método de
saco de didlise de Donnelly et al., [10]. Os sobrenadantes obtidos foram conservados a

-20°C até sua utilizacao.

2.4.2 Quantificacao de proteinas pelo método de Bradford
A quantificag&o de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (BioRad),

utilizando-se albumina bovina (BSA) como padréo [11].

2.4.3 SDS-PAGE
As eletroforeses unidimensionais foram realizadas em condicdes redutoras e

desnaturantes, utilizando-se acrilamida a 12,5% (m/v), segundo por Laemmli [12].

2.4.4 Aquisigdo e andlises das imagens de géis

Para obtencdo das imagens, os géis foram digitalizados utilizando escaner Image
Scanner |11 (GE Healthcare Life Sciences) no modo de transmissao calibrado. As imagens
dos géis foram analisadas pelo software Image Master 2D Platinun v 7.05 (Ge Healthcare)

para avaliar as massas moleculares das proteinas.

2.4.5 Digestéo de proteinas in gel

A digestdo protéica in gel foi realizada segundo Shevchenko e colaboradores [13].
Os spots de proteinas de interesse foram recortados dos géis de eletroforese, descoloridos
com solugdo de bicarbonato de amodnio 25 mM pH 8,0 e acetonitrila 50% (v/v). Em
seguida, as proteinas contidas nos spots foram submetidas as etapas de reducdo e
alquilacdo das pontes de dissulfeto na presenca de DDT 10 mM e iodoacetamida (IAA)
55 mM, respectivamente. Apos esta etapa, os géis foram desidratados com acetonitrila

100% (v/v), sendo entdo submetidos a centrifugacao a vacuo. Os géis desidratados foram
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incubados com uma solu¢do 12,5 mmol/uL de tripsina (Promega) em tampéo de
bicarbonato de aménio 25 mM, pH 8,0 durante 18 horas a 37°C. A hidrdlise foi
interrompida com a adi¢do de &cido formico 1% (v/v) em relacdo ao volume da amostra
e os sobrenadantes foram coletados e secos por centrifugagdo a vacuo e posteriormente

mantidos a -20°C até sua analise por espectrometria de massa.

2.4.6 Sequenciamento peptidico por espectrometria de massa

As andlises de espectrometria de massa foram realizadas em um equipamento do
tipo electrospray (ESI) quadropolo, modelo MicrQ-TOF I1l (marca Bruker Daltonics),
acoplado a um cromatégrafo liquido LC-20AT (marca Shimadzu). O cromaétografo
liquido foi equipado com um sistema binério de bombas e um aplicador de amostras
automatico. A fase movel consistiu de dgua (A) e acetonitrila (B), contendo &cido formico
0,1% (v/v). Em adicdo, a separagdo cromatogréfica foi realizada por meio de um coluna
de fase reversa C18 (4,5 mm x 100 mm, 1,8 um). As condic¢des de eluigdo foram
otimizadas num gradiente linear de 0% a 85% do solvente B por 60 minutos, num fluxo
de 0,2 mL/min. A coluna e o aplicador automético de amostras foram mantidos a 25°C e
10°C, respectivamente. O volume de injecdo dos compostos de referéncia e das amostras
foi de 10 pL. O espectrometro de massa utilizou os seguintes parametros: voltagem do
capilar 4.5 kV, temperatura de secagem de 180°C, fluxo de nitrogénio de 6 L/min e
pressdo de 0,8 bar. A calibragdo externa foi realizada utilizando-se o kit Tunning MIX
ESI (Agilent Tecnologies) antes das analises individuais. Os espectros de massa foram
adquiridos no modo de ionizacdo electrospray positiva (ESI) em um intervalo de
ionizacdo entre 100 m/z a 2.500 m/z. Cada amostra submetida as analises de

espectrometria foi triplicada.

2.4.7 Andlise dos dados

ApOls a espectrometria de massa, os dados foram exportados e submetidos a

95



andlise automética com a ferramenta de bioinformatica MASCOT wv.2.1
(www.matrixscience.com), utilizando o0s seguintes parametros: enzima tripsina;
taxonomia bacteria (Eubacteria) sequenciais; banco de dados SwissProt; modificacéo fixa
carbamidometilacdo; modificacdo varidvel de oxidagdo da metionina; uma clivagem
perdida pela enzima; massa molecular do tipo monoisotopica; erro de tolerancia de
peptideos (MS) + 0,3 Da e erro de tolerdncia (MS/MS) £ 0,5 Da; protonacédo + 1 e tipo

de instrumento ESI-Q-TOF.

3 Resultados
3.1 Deteccédo dos genes de toxinas

Em 113 (66,8%) amostras foi encontrado pelo menos um gene de enterotoxina. O
gene que codifica a toxina 1 da sindrome do choque toxico (tst-1) ndo foi encontrado. A

tabela 2 apresenta os genes encontrados nas 113 amostras de S. saprophyticus.

3.2 Anélise da producdo de toxinas

A producdo de EEs ndo foi encontrada em nenhuma das 113 amostras de S.
saprophyticus portadoras de genes para enterotoxinas. A figura 1 ilustra o gel de
eletroforese unidimensional em condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) do sobrenadante
de algumas amostras de S. saprophyticus portador de genes de enterotoxinas.
Representados pelas letras de A-E se encontram cinco amostras de S. saprophyticus
representativas da eletroforese do sobrenadante de todas as 113 amostras. No
sobrenadante das 113 amostras em que foi realizada a eletroforese, em 104 ndo foi
encontrado nenhuma banda de proteina, como pode ser observado na amostra A. Nas
demais nove amostras foram encontradas proteinas, como se pode notar nas amostras de
gel representadas pelas letras B (quatro amostras), C (trés amostras), D (uma amostra) e

E (uma amostra). Todas essas proteinas encontradas nessas nove amostras foram
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sequenciadas (apesar de ndo serem compativeis com nenhuma das enterotoxinas) e como
controle do teste também foram sequenciadas as proteinas do sobrenadante de duas
amostras de S. aureus de padréo internacional, S. aureus ATCC 43300 (controle negativo
para EE) e S. aureus ATCC 19095 (controle positivo para EEC). Na tabela 3 se encontram
todas as proteinas identificadas nos sobrenadantes de S. saprophyticus e das linhagens de

S. aureus ATCC 43300 e ATCC 19095 utilizadas como controles.
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Tabela 2 Genes das enterotoxinas encontrados nas amostras de S. saprophyticus.

Gene N (%)
sea 10 (5,9)
sec 1(0,6)
sed 2(1,2)
seg 16 (9,4)
sei 7(41)
sea+seg 5(2,9)
sea+sec 3(1,8)
sea + sei 4(2,4)
sea + sed 1(0,6)
sec + seg 4(2,4)
sec + sei 1(0,6)
sed+ seg 1 (0,6)
seg+ sei 12 (7,1)
sea + seb + seg 1(0,6)
sea + sec+ seg 2(1,2)
sea + sed + seg 3(1,8)
sea + seg + sei 19 (11,2)
sec + seg + sei 2(1,2)
sea + seb + seg + sei 7(41)
sea + sec + seg + sei 12 (7,1)

Total 113 (66,8)




O sequenciamento das proteinas presentes nos sobrenadantes das nove amostras
de S. saprophyticus revelou a expressdo de proteinas importantes para o metabolismo
celular: protease dependente de ATP (ATPase subunit HslU), fator de alongamentoTs,
transglicosilaselsaA e transglicosilaseSceD 1, além de proteinas relacionadas a viruléncia

da bactéria (lipase, autolisina bifuncional) e resisténcia aos antimicrobianos

(betalactamase 1).

ST C c+ MC A B C D E
[ — —_ e e -
—Vil XV _% .
[ al Xl == XVl A~
97 XVIl —
= I
= A\ —Viii
T 66 XN =
0 - — Il
=
B IV = — XVIII
2
3 IX
o -
s A - XAV
v . XIX
& X

V]

Figura 1. Gel de eletroforese unidimensional em condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE).
ST: peso molecular. C-: ATCC 43300 controle negativo para superantigenos, C+: ATCC
19095 controle positivo para superantigeno enterotoxina C. MC: meio de cultura caldo-

infusdo de cérebro-coragdo (BHI) estéril. A, B, C, D e E: amostras.
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Tabela 3. Proteinas encontradas no sobrenadante de S. saprophyticus e S. aureus ATCC 43300 e ATCC 19095.

Ndmero de acesso

Peso molecular

Funcéo

NUmero Proteina/Organismo (kDa) Referéncias
Hemolisina alfa Q2G1X0
| (Staphylococcus 212 Agente citotoxico 14
aureus)
Au(tg:g;)r;}a;/lgizzgt)snal POC5Z8 Clivagem no
Il 76 eptideoglicano e 15
aureus) Pep adegéo
Acido
lipoteicoicossintase Q2FIS2 . .
i (Staphylococcus 60 Sllintgtse?c(:)?czﬁfo 17
aureus) P
Lipase 1
IV (Stapﬁylococcus Po528 52 Hidrélise de lipideos 18
aureus) P
Hemolisina alfa
P09616
(Staphylococcus o
\% aureus) 42 Agente citotoxico 14
Inibidor da
fj |ferenC|§1c;§10 _de P24121 Inativacdo da
VI células epidérmicas 27 GTPaseRhoA do 19
(Staphylococcus hospedeiro
aureus)
Hemolisina alfa
(Staphylococcus P09616 . .
Vil 212 Agente citotoxico 14

aureus)
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Tabela 3 continuacao

NUumero Proteina/Organismo Numero de acesso Peso(l’l?ggcular Fungao Referéncias
Autolisina bifuncional :
(Staphylococcus Q6GAGO Clllvager_n no
VIlI 81 peptideoglicano e 15
aureus) ~
adeséao
Fosfolipase C Degradam os
(Staphylococcus Q2FWP1 fosfolipideos de inositol
aureus) e libertar glicosil-PlI
(GPIO)
X Erztsetg);ﬂ);lgzgggugl POISSS 35 Toxina superantigeno 20
aureus) P 9
Protease dependente
de ATP. ATPase Q2S9P3 Deqradacio de
Xl subunit HslU 204 grotei%as 21
(Hahellachejuensis) P
Lipase (Staphylococcus POCOR3
Xl epidermidis) 90 Hidrdlise de lipideos 18
Fese (apmi e pocoma o
Xl 60 Hidrdlise de lipideos 18
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Tabela 3 continuacao

NUmero de acesso

Peso molecular

Funcéo

Numero Proteina/Organismo (kDa) Referéncias
Fator de
alongamentoTs
(Staphylococcus Q49X42 L
XIvV saprophyticus subsp. 39 Blosrsolgﬁ]zesde 22
saprophyticus) P
Autolisina bifuncional Q5HQBY Clivagem no
XV (Staphylococeus 212 tideoglican 23, 24
epidermidis) peptideogiicano € '
adeséo
Autolisina bifuncional
(Staphylococcus Q5HQB9 Clivagem no
XVI epidermidis) 204 peptideoglicano e 23,24
adeséo
Transglicosilase IsaA
(Staphylococcus Q4A0G5 S
) Hidrdlise do
XVII saprophyticus) 97 peptideoglicano 25
Transglicosilase SceD
1 (Staphylococcus Q4A0X5 s
. Hidrolise do
XVII saprophyticus) 57 peptideoglicano 25
Betalactamase 1
XIX (Bacillus cereus) P00S09 32 Hidrolise 26

betalactamicos
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4 Discussao

As EEs e a TSST-1 séo classicamente associadas a intoxicacdo alimentar e choque
toxico, respectivamente. O papel exato dos superantigenos na patogénese da infeccao
sistémica ainda é pouco claro. Entretanto, pesquisas com superantigenos produzidos por
S. aureus tém mostrado possivel papel em outras doengas, tais como dermatite atopica
(DA) [27-32] e certos distlrbios autoimunes, tais como artrite reumatoide (AR) [32-34].

As EEs produzidas por S. aureus e seu papel tanto na intoxicacdo alimentar quanto
em outras doengas em humanos tém sido descritos. Por outro lado, estudos do potencial
toxigénico dos estafilococos coagulase-negativa (ECN) e seu papel nas intoxicacOes
alimentares e em outras doengas em humanos ainda séo escassos pelo fato de terem sido
considerados por muito tempo como microrganismos ndo patogénicos. Entretanto, mais
atencdo deveria ser dada e esse grupo, visto que fatores de viruléncia originalmente
identificados somente em S. aureus como as EEs ja foram identificados no genoma de
ECN [35,36], inclusive no presente trabalho em que um grande niumero de amostras
apresentava um ou mais genes para EEs.

Apesar de ter sido encontrado um grande nimero de amostras portadoras de genes
para EEs, nenhuma expressou quaisquer dos genes, o que revela que a presenca de genes
para producdo de EEs ndo garante a producdo desses, mesmo quando em meios de
culturas sob condigdes ideais, como realizado no presente trabalho.

Este é o primeiro estudo que avalia a capacidade de producdo de EEs na espécie
S. saprophyticus por meio da eletroforese unimensional em condi¢es desnaturantes
(SDS-PAGE) e o sequenciamento de todas as proteinas encontradas no sobrenadante.
Apesar de nédo ter ocorrido producdo de EEs nas amostras de S. saprophyticus, outros
estudos relataram a produgdo de enterotoxinas por outras espécies de ECN. Barretti et al.,

[37] ao estudar os fatores de viruléncia dos estafilococos isolados de pacientes com

103



peritonite encontraram amostras de S. epidermidis produtoras de EEA, EEB, EEC e
TSST-1 sozinhas ou em combinagéo, enquanto os isolados de S. haemolyticus e de S.
lugdunensis produziram EEC. PCR para identificacdo dos genes see, seg, seh, e sei e RT-
PCR para avaliagcdo da expressédo desses genes foram realizados por Vasconcelos et al.,
[38] em 90 amostras clinicas de ECN isolados de recém-nascidos. Em 29 isolados foram
encontrados um ou mais genes, e a expressdo do RNA mensageiro foi verificada em
34,5% dos isolados. Pesquisa realizada por Ataee e colaboradores [39] indicou que cepas
de ECN isoladas dos casos de meningite bacteriana podem produzir EEs. Neste estudo,
cepas de ECN foram submetidas ao teste de imunoensaio, 0 mesmo utilizado para a
deteccdo de EEs classicas (EEA-EEE) de S. aureus. Todos os ECN isolados a partir de
pacientes com meningite bacteriana foram capazes de excretar pelo menos uma EE. Estes
estudos indicam que o potencial toxigénico de ECN, bem como seu papel nas doencas
em humanos ndo podem ser ignorados.

As amostras de S. saprophyticus utilizadas no presente estudo ndo produziram
EEs, entretanto foi encontrada a producéo de lipase em algumas das amostras estudadas.
Essa proteina ja foi caracterizada em muitas espécies de estafilococos, sendo a lipase
produzida por S. saprophyticus denominada proteina associada a superficie (Ssp) [40]. A
Ssp esta envolvida com o metabolismo de lipideos e parece também ser importante na
patogenicidade do microrganismo [41]. A hipétese da participacdo dessa proteina no
processo de adesdo ja foi levantada, entretanto, em estudos realizados a partir da lipase
purificada de S. saprophyticus observou-se que a lipase ndo funciona como uma adesina
nessa espécie, [42] mas pode contribuir com a persisténcia do microrganismo provendo
uma fonte de energia ou promovendo a liberacdo de acidos graxos livres que podem

promover a adesdo [43] A funcgdo dessa enzima na bexiga ainda é elusiva. Nao se tem
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conhecimento de qualquer agente patogénico urinario para o qual tenha sido sugerido o
papel de uma lipase [44].

Além da lipase, a proteina autolisina bifuncional também foi encontrada. Essa
enzima desempenha um papel muito importante no metabolismo celular, pois hidrolisa
diferentes porcdes do peptideoglicano, permitindo a separagédo celular durante o processo
de divisdo [23]. Além disso, essa enzima é também importante para a viruléncia por suas
propriedades adesivas. No caso da autolisina de S. saprophyticus, essa se liga avidamente
a fibronectina, as proteinas dos eritrocitos de ovelhas e as células do tecido uroepitelial
humano [24].

Os resultados do sequenciamento das proteinas também revelaram a presenca da
enzima betalactamase, que hidrolisa o anel betalactamico das penicilinas, conferindo
resisténcia aos antibidticos dessa classe [26]. De acordo com Ferreira e colaboradores,
[45] existe uma alta prevaléncia de resisténcia a penicilina entre as espécie do género
Staphylococcus, o que foi observado pelos autores quando pesquisaram a resisténcia a
penicilina em 101 amostras de estafilococos de diferentes espécies isolados de casos de
ITU e descobriram que 73 (72,3%) isolados eram resistentes a penicilina e carreavam o
gene blaZ, sendo 35 (48%) dos isolados resistentes pertencentes a espécie S.

saprophyticus.
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5.4 Artigo IV: Efeitos in vitro de agentes antimicrobianos nas formas plancténicas e

em biofilme de S. saprophyticus isoladas de pacientes com infec¢do do trato urinario.

* Artigo nas normas do International Journal of Antimicrobial Agents

Resumo

Staphylococcus saprophyticus € um dos mais importantes causadores de infecgdes
do trato urinério (ITU), principalmente em mulheres. O antimicrobiano utilizado na
terapia é geralmente selecionado de acordo com os testes de susceptibilidade
convencional, mas esses dados podem ser insuficientes para detectar a verdadeira
sensibilidade aos antibidticos no biofilme. Assim, este trabalho tem como objetivo avaliar
a resposta de S. saprophyticus em biofilme frente a cinco agentes antimicrobianos. Foram
utilizadas no estudo 169 amostras de S. saprophyticus isoladas da urina de diferentes
pacientes com ITU. Foi realizada a identificacdo genotipica através da técnica de ITS-
PCR (InternalTranscribedSpacer-PCR) para confirmacdo da espécie. A producdo de
biofilme foi avaliada pelo método de aderéncia em placa de poliestireno, e uma amostra
produtora de biofilme foi selecionada para avaliagdo do biofilme por meio de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Amostras produtoras de biofilme foram avaliadas quanto
a sensibilidade antimicrobiana em suas formas planctonicas por meio da concentracdo
inibitoria minima (CIM) e em biofilmes por meio de concentrag&o inibitoria minima em
biofilme (CIMB) e concentracdo bactericida minima em biofilme (CBMB) frente aos
agentes  antimicrobianos  vancomicina, oxacilina, sulfametoxazol/trimetoprim,
ciprofloxacina e norfloxacina pela técnica de microdiluigdo. Das 169 amostras de S.

saprophyticus, 119 (70,4%) produziram biofilme. Os isolados em sua forma plancténica
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foram sensiveis a maioria dos agentes antimicrobianos, ja as amostras em biofilme
apresentaram um consideravel aumento da CIM quando comparadas com as planctonicas,
chegando esse aumento a mais de 32 vezes nos valores para algumas drogas, com algumas
amostras passando da categoria de sensiveis na condi¢do de planctdnicas para resistentes
quando em biofilme. A formacdo de biofilme diminuiu a susceptibilidade dos S.

saprophyticus aos antimicrobianos testados.

Palavras chave: ITU, S. saprophyticus, biofilme, resisténcia antimicrobiana.

1 Introducéo

Para que as bactérias possam sobreviver em ambientes hostis, como o que se
encontra nos tecidos do hospedeiro (anticorpos, fagdcitos, etc.) ou sobre uma superficie
inerte, expostos a condi¢des inospitas (luz UV, dessecacdo, calor, frio) os microrganismos
se adaptaram por existirem como populacdes aderentes (bactérias sésseis), organizadas
em uma estrutura chamada biofilme [1].

Nos laboratorios, a avaliacdo da eficacia de um antibidtico é feita com o
microrganismo em sua forma planctdnica (células livres). Entretanto, esses ensaios
revelam apenas a concentracdo de agente quimioterapéutico necessario para inibir o
crescimento ou matar as bactérias plancténicas [2]. Quando os microrganismos concluem
a formacdo do biofilme maduro, atingem a méxima resisténcia aos antibioticos [3]. Para
alguns antibidticos, a concentragdo necessaria para matar bactérias sésseis pode ser até
mil vezes maior que a concentragdo necessaria para matar exatamente a mesma estirpe
guando esta se encontra em estado plancténico [4,5]. Portanto, 0 uso de bactérias
plancténicas para a selecdo de agentes quimioterapicos pode ser inadequado em algumas

circunstancias.
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S. saprophyticus é um dos principais agentes etioldgicos das infec¢des do trato
urinario (ITU), entretanto, para essa espécie, pouco se sabe a respeito da producdo de
biofilme e principalmente de sua resposta aos agentes antimicrobianos utilizados para o
tratamento das ITU quando essa se encontra em biofilme. Por essa razédo, este trabalho
tem como objetivo avaliar a resposta de S. saprophyticus em biofilme frente a cinco

agentes antimicrobianos.

2 Materiais e métodos

2.1 Amostras

Foram utilizadas no estudo amostras de S. saprophyticus isoladas da urina de
diferentes pacientes. As amostras utilizadas no estudo foram obtidas em estudo
prospectivo conforme isolamento no Laboratério de Microbiologia do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC-FMB) nos anos 2013 e 2014 e um
banco de amostras previamente coletadas em 2008. As amostras foram coletadas de
paciente procedentes de enfermarias, ambulatérios, pronto-socorro e unidades béasicas de
salide de Botucatu e regido.

Foram incluidos individuos de ambos 0s sexos e de todas as idades, que tiveram
uroculturas positivas para S. saprophyticus consideradas compativeis com ITU, com
contagem de col6nias igual ou superior a 100.000 unidades formadoras de col6nias por
mililitro de urina (> 10° UFC/mL) segundo critérios de avaliacio de Kass [6] e coletas
realizadas conforme o protocolo de coleta de urina do servigo.

Os isolados foram semeados em &gar sangue com 5% de sangue de carneiro
(isolamento secundario) e corados pelo método de coloracdo de Gram, objetivando-se sua
pureza e a observacdo de sua morfologia e coloracdo especifica. Apds a confirmagéo

dessas caracteristicas, as linhagens foram submetidas as provas de catalase, DNAse e
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coagulase em tubo (padréo ouro), para distingdo das espécies de Staphylococcus aureus

e ECN, conforme preconizado por Koneman et al., [7].

2.2 Extracdo de DNA e identificagédo de S. saprophyticus

Nas amostras identificadas como espécies de ECN foi realizada a extracdo de
DNA com o Kit Illustra® (GE Heathcare), sendo as extraces realizadas segundo as
intrucdes do fabricante.

As amostras identificadas como ECN foram submetidas a identificacdo genotipica
usando primers de sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S e 23S pela técnica
Internal Transcribed Spacer PCR (ITS-PCR) descrita por Couto et al., [8] usando o0s
primers G1 “GAAGTCGTAACAAGG” 16S e L1 “CAAGGCATCCACCGT” 23S. A
eficiéncia das amplificacGes foi monitorada pela eletroforese em agarose metaphor 3%
preparado em tamp&o 1,0 x TBE e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados,
foram utilizadas as seguintes linhagens de referéncia internacional: S. epidermidis (ATCC
12228), S. epidermidis (ATCC 35983), S. haemolyticus (ATCC 29970), S. hominis
(ATCC 27844), S. hominis subsp. novobiosepticus (ATCC 700237), S. lugdunensis

(ATCC 700328), S. saprophyticus (ATCC 15305) e S. warneri (ATCC 10209).

2.3 Deteccdo do gene mecA de resisténcia a oxacilina.

Para a deteccdo do gene mecA foram realizadas reacdes de PCR utilizando os
primers mecAl (AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG) e mecA2 (AGT TCT GCA GTA
CCG GAT TTG) — 533 (pb), empregando os parametros descritos por Murakami et al.,
[9] Em todas as reagdes realizadas foram utilizadas linhagens de referéncia internacional:

S. aureus ATCC 33591 (positivo) e S. aureus ATCC 25923 (negativo).
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Os géis de agarose foram preparados em concentracéo de 2% em TBE 1X, corados
com SYBER SAFE DNA Gel Stain® (Invitrogen) e visualizadas em transiluminador de

luz UV.

2.4 Pesquisa da producdo de biofilme pelo método de aderéncia em placa de
poliestireno (Christensen et al. 1985) modificado por Oliveira e Cunha (2010).

O método da pesquisa da producdo de biofilme em placas de cultura proposto por
Christensen et al., [10] foi utilizado com modifica¢bes propostas por Oliveira e Cunha
[11] Esse método apresenta bases espectofotométricas, baseando-se na leitura da
densidade 6ptica (DO) do material aderente produzido pela bactéria.

Em todos os testes foram utilizadas linhagens de referéncia internacional como
controles positivos (S. aureus ATCC 29213, S. epidermidis ATCC 35983) e negativos (S.
aureus ATCC 33591, S. epidermidis ATCC12228) e TSB estéril. Foi utilizada leitura da
densidade Optica no leitor de Elisa, da marca Labsystem, modelo Multiskan EX, em filtro
de 540 nm. As amostras foram classificadas como negativas, quando o valor do ponto de
corte correspondia a classificacdo de ndo aderente (<0,111), e como positivas, quando o
valor do ponto de corte correspondia a classificagdo fraco-aderente (> 0,111 ou < 0,222)

ou forte-aderente (> 0,222).

2.5 Avaliagdo da formagdo de biofilme com visualizago através da microscopia
eletronica de varredura (MEV) em uma amostra de S. saprophyticus produtora de
biofilme.

Uma amostra de S. saprophyticus produtora de biofilme no teste em placa de
poliestireno foi selecionada para comprovacdo da producdo de biofilme através da

MEV.
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A amostra produtora de biofilme foi primeiramente isolada em caldo BHI, a
sequir foi transferida 108 UFC de bactérias em um tubo cbnico (Falcon-CORNING)
contendo 2 mL de meio de cultura TSB preparado com 2% de glicose e um segmento
de 0,5 cm de cateter umbilical VYGON (referéncia 1270.04, 0,8 mm x 1,5 mm de
diametro). O tubo foi incubado em agitacdo constante a 100 rpm/37°C por 48 horas para
crescimento bacteriano e formacdo do biofilme. Apos esse periodo o segmento de
cateter foi retirado, lavado com PBS e imerso em solu¢do de glutaraldeido 2,5% fixado
em uma série de alcoodis (15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%) por 15 minutos cada um,
respectivamente; secos em centrifuga a vacuo por cinco minutos; metalizados com ouro
e visualizados em microscépio eletrénico de varredura para evidenciagdo da producao

de biofilme

2.6 Determinacao da concentragdo inibitdria minima (CIM) de vancomicina, oxacilina,
norfloxacina, ciprofloxacina e trimetropim/sulfametoxazol pelo método de microdilui¢ao
em caldo em células plactonicas de Staphylococcus saprophyticus.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) em células
plactonicas de Staphylococcus saprophyticus foi utilizado o método de microdiluicdo em
caldo. Foram utilizadas placas de microtitulacdo estéreis, com caldo Mdieller-Hinton
ajustado com cétions (Oxoid, 1 U.K.), conforme recomendado pelo CLSI [12]. Uma
solucgéo-estoque de cada droga foi preparada em agua destilada na concentracgéo de 3.200
ug/mL. Em placa de microtitulacdo foram feitas dilui¢ces seriadas nas concentracGes de
uma escala logaritmica de 2, compreendendo os breakpoints [12] em caldo Mdueller-
Hinton, com um volume final de 100uL. Para o preparo do inoculo, as amostras foram
inicialmente semeadas em agar sangue e, ap0s incubacdo por 24 horas, colonias isoladas
foram semeadas em caldo BHI e suspensdo bacteriana com turvacdo correspondente a

escala 0,5 de McFarland (1 x 108 UFC/mL) foi preparada e diluida em 1:1.000, adicionada
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nos pogos com volume final de 200 pL, e concentragdo final bacteriana de 5 x 10%. As
placas foram incubadas em estufa a 35°C e a leitura do MIC feita ap6s 24 e 48 horas de
incubagdo. Foram utilizados um controle positivo, contendo o caldo e a suspensédo
bacteriana, e um controle negativo, contendo apenas o caldo Mdeller-Hinton.
Adicionalmente, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e S. aureus ATCC 29213,
suscetiveis a vancomicina, foram utilizados como controle negativo, e E. faecalis ATCC
51299, resistente & vancomicina, e S. aureus ATCC 33591, resistente a oxacilina, foram
utilizados como controle positivo. O MIC foi considerado como a menor concentragao de
antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento do microrganismo, conforme
detectado a olho nu: foram classificados com crescimento positivo 0s pogos que

apresentaram turvacao e/ou presenca de bactérias no fundo do pogo.

2.7 Determinagdo da concentracdo inibitéria minima em biofilme (CIMB) e
concentragdo bactericida minima em biofilme (CBMB) de vancomicina, oxacilina,
norfloxacina, ciprofloxacina e trimetropim/sulfametoxazol pelo método de microdilui¢ao
em caldo em biofilme de S. saprophyticus.

As concentragdes bactericidas para o biofilme (CBMB) foram determinadas
adaptando um método de ensaio utilizado por Frank et al., [13]. Os isolados cultivados
por 22 horas em TSB adicionado de 2% de glicose foram ajustados para uma turbidez de
1,0 da Escala de McFarland (correspondendo a 1 x 10% a 2 x 108 UFC/mL) e diluido a
1:50 em TSB com glicose 2%. Aliquotas de 200 uL foram colocadas em placas de 96
pocos de fundo plano (Nuclon Delta, Nunc, Dinamarca), cobertas com uma tampa de 96
pinos (Nunc-TSP; nunc) e incubadas por 24 horas para permitir a formacéo de biofilme
sobre 0s pinos. Para remover as células ndo aderentes, os biofilmes formados nos pinos
foram lavados por imersdo em uma série de trés placas de 96 pocos preenchidos com 200

uL de tampao fosfato salina estéril. A tampa com 0s pinos foi colocada sobre uma placa
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de fundo plano preparado para testes de suscetibilidade de microdilui¢cdo em caldo, e o0s
pocos continham 200 pL de agente antimicrobiano diluido em CAMHB (Caldo Mueller
Hinton suplementado com cations, 100 mg/mL de calcio e 50 mg/mL de magnésio) ou
200 uL de CAMHB sem drogas para o controle de crescimento positivo. Os biofilmes
foram submetidos aos antimicrobianos durante 24 horas, a tampa com os pinos foi retirada
e lavada trés vezes em tampéo fosfato, como descrito acima, e colocada em placas de 96
pogos contendo 200 uL. de TSB glicose 2%. Nesse momento, antes do descarte da placa
com 0s antibioticos, foi realizada uma leitura “a olho nu” para determinar o MIC dos
antibioticos em células do biofilme (CIMB). Em seguida, as células do biofilme formado
nos pinos da tampa foram desalojadas por sonicacdo durante cinco minutos a 40 kHz
(Hielscher, ultrasonic technology, UIP250MTP) em placas de 96 pocos contendo um
novo meio de cultura para recuperacdo das células. A tampa com os pinos foi descartada
e substituida com uma tampa normal, e a densidade dptica medida em um leitor de placa
em filtro de 600 nm. Foram utilizados pogos contendo TSB glicose a 2% puro (sem
inoculagdo) para controles de esterilidade espectrofotométrica. A placa foi incubada por
24 horas, e uma segunda DO em 600 nm medida foi tomada. A CBMB foi definida como
a menor concentracdo da droga que apresentou uma alteracdo na DO a 600 nm de 10%
da leitura obtida para o controle de crescimento positivo entre as leituras realizadas antes
da incubacédo e apos 24 horas. Para um melhor controle da eficacia do teste foram
utilizadas as linhagens de controle S. epidermidis ATCC 35983 produtora de biofilme e

S. epidermidis ATCC 12228 n&o produtora.

2.8 Andlises estatisticas
Foram realizadas analises de correlacdo entre os testes de sensibilidade a
antimicrobianos e a concentragdo inibitdria das bactérias planctonicas e no biofilme.

Todos os dados foram inseridos em Excell e analisados pelo software SPSS® versio 13.0.
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3 Resultados

3.1 Pesquisa da producao de biofilme pelo método de aderéncia em placa de poliestireno.
Foram estudadas 169 amostras de S. saprophyticus isoladas de pacientes com ITU.
Das 169 amostras de S. saprophyticus, 119 (70,4%) produziram biofilme, sendo 88

(52,1%) amostras classificadas como forte-aderentes e 31 (18,3%) fraco-aderentes.

3.2 Avaliagdo da formacdo de biofilme com visualizacdo através da microscopia
eletrénica de varredura (MEV).

Um isolado de S. saprophyticus classificado como forte-aderente na avaliacéo da
producéo de biofilme em placa de poliestireno foi selecionado para avaliagdo da produgéo

de biofilme na MEV. A figura 1 mostra a estrutura do biofilme produzido por S.

saprophyticus isolado de um caso de ITU.

Figura 1. Micrografia eletronica de varredura mostrando a estrutura do biofilme em S.

saprophyticus. A. Aumento 20.000x; B. 5.000x.
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3.3 Avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana de células de S. saprophyticus
planctonicas e em biofilme.

A avaliacédo da sensibilidade antimicrobiana em biofilme foi realizada com as 119
amostras produtoras de biofilme em placa de poliestireno. As mesmas drogas utilizadas
para avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana nas amostras plancténicas pela
determinacdo da CIM foram utilizadas para a avaliagcdo da sensibilidade antimicrobiana
em biofilme através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima em biofilme
(CIMB) (tabela 1).

A determinacdo da CIM das células planctonicas frente aos cinco antimicrobianos
revelou que 117 (98,3%) amostras foram resistentes a oxacilina, com a ClMsg de 1 pg/mL
e a CIMgo de 2 pg/mL, entretanto, somente trés amostras (2,5%) foram positivas para a
pesquisa do gene mecA, sendo que essas trés amostras foram as que apresentaram a CIM
mais elevada (256 pg/mL), e as demais 116 apresentaram a CIM variando de < 0,25
pg/mL a 2 pg/mL.

Além disso, 21 (17,7%) amostras apresentaram  resisténcia a
trimetoprim/sulfametoxazol, com a CIMso de 0,125/2,38 pg/mL e a ClMg de 4/76
Hg/mL. Todos os isolados foram sensiveis a vancomicina, com a CIMso de 1 pg/mL e a
CIMgo de 2 pg/mL, norfloxacina, com a CIMso de 2 pug/mL e a CIMgg de 4 pg/mL, e a
ciprofloxacina com a CIMsp e a CIMgo de 0,25 pg/mL (tabela 2).

Utilizando os critérios para interpretacéo dos testes de sensibilidade preconizados
pelo CLSI para determinacdo da CIM em amostras de ECN planctdnicas como diretriz
para a avaliacdo da sensibilidade antimicrobiana dos isolados em biofilme, foi observado

que nenhuma das drogas foi totalmente eficaz contra os isolados em biofilme.
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A anélise estatistica dos resultados revelou aumento significativo da CIMB (p <
0,0001) para todas as cinco drogas testadas em biofilme em relacdo as planctonicas
(tabela 2).

Ocorreu um aumento consideravel de amostras planctonicas sensiveis que
passaram a ser resistentes no biofilme (tabela 1). Das 119 amostras analisadas em
biofilme, 28 (23,5%) apresentaram resisténcia intermediaria ou resisténcia a vancomicina
(CIMB 1 a 64 pg/mL). Todas as amostras foram resistentes & oxacilina (CIMB 0,5 a
2048), 41 (34,4%) amostras apresentaram resisténcia intermediaria ou resisténcia a
norfloxacina (CIMB 2 a 64 pg/mL), 30 (25,2%) apresentaram resisténcia intermediaria
ou resisténcia a ciprofloxacina (CIMB 0,125 a 64 pg/mL), e 58 (48,7) amostras foram
resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol (CIMB 0,06/1,18 pg/mL a 64/1216 pg/mL),
considerando o ponto de corte do CLSI para resisténcia na CIM plancténica (tabelas 1 e
2).

E importante destacar que, quanto a resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazol, das
58 (48,7%) amostras resistentes na CIMB, 21 (17,7%) amostras ja eram resistentes na
avaliacdo da CIM para essa droga. Sendo assim, 37 (31,1%) das amostras passaram de
sensivel para resistente em biofilme.

As amostras em biofilme apresentaram um consideravel aumento da CIM quando
comparadas com as plancténicas, chegando esse aumento a mais de 32 vezes nos valores
para algumas drogas, com algumas amostras passando da categoria de sensiveis na
condicéo de planctdnicas para resistentes quando em biofilme (tabela 3).

Quanto a determinagdo da concentragcdo bactericida minima em biofilme
(CBMB), todas as drogas tiveram isolados que apresentaram CBMB igual ou superior a

maior concentracdo testada (tabela 2), com destaque para norfloxacina com 33 (27,7%)
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amostras com CBMB > 128 pg/mL e trimetoprim/sulfametoxazol com 36 (30,2%)

amostras com CBMB > 128/2.432 ug/mL (tabela 4).

Tabela 1 Comparacédo do perfil de resisténcia as drogas em células planctonicas e em

biofilme de S. saprophyticus.

Bacteérias planctdnicas Bactérias em biofilme

Drogas R (%) RI (%) RI (%) R (%)
Vancomicina 0 (0) 0(0) 19 (16,0) 9 (7,6)
Oxacilina 117 (98,3) ° ° 119 (100,0)
Norfloxacina 0 (0) 0 (0) 15 (12,6) 26 (21,8)
Ciprofloxacina 0 (0) 0 (0) 6 (5,0) 24 (20,2)
Trim/Sut 21 (17,7) ° ° 58 (48,7)

e: Droga sem CIM de resisténcia intermediaria; R: Resistente; RI: Resisténcia
Intermediaria; Trim/Sut: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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Tabela 2 CIM(ug/mL) de amostras de S. saprophyticus planctonicas, CIMB (ug/mL) e CBMB (ug/mL) em biofilme.

Bactéria plancténica

Bactéria em biofilme

Antibidticos
Variacao ClIMso ClMoo Variagao CIMBso CIMBg0o Variagdo CBMBso CBMBgwo
Van 0,5-2 1 2 1-64 4 16 2->128 16 64
<0,25 -
Oxa 1 2 0,5-2048 2 16 2->2048 16 128
256
Nor 1-4 2 4 264 4 64 8->128 32 > 128
Cip <0,125-1 0,25 0,25 0,125 - 64 0,5 16 2->128 16 > 128
<0,03/0,59 0,06/1,18- 0,25/4,75 -
Trim/Sut 0,125/2,38 4/76 2/38 32/608 16/304 > 128/2432
-16/304 64/1216 > 128/2432

Van: Vancomicina; Oxa: Oxacilina; Nor: Norfloxacina; Cip: Ciprofloxacina; Trim/Sut: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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Tabela 3 Variagdo do aumento dos valores da CIMs e alteracdo da categoria de sensiveis para resistentes em relacdo as células plancténicas e em
biofilme.

2X (%) 4X(%) 8X(%) 16X(%) 32X (%) 64X (%) 128X(%) 256X (%) S-1(%) S-R(%)

Oxa 71(59,7) 21 (17.6) 9(7.,6) 8 (6,7) 7(5.9) 2(1,7) 1(0,8) - . 2(1,7)

57 (47,9) 27 (22,7) 11 (9,3) 3(2,5) 5(4,2) 6 (5,0) 5(4,2) 5(4,2) 6 (5,0) 24 (20,2)

Van: Vancomicina; Oxa: Oxacilina; Nor: Norfloxacina; Cip: Ciprofloxacina; Trim/Sut: Trimetoprim/Sulfametoxazol; e Droga sem CIM de
resisténcia intemediaria; R: Resistente; RI: Resisténcia intermediaria. X: NUmero de vezes que aumentou a CIM nas amostras em biofilme S-I:
Sensivel-resistente intermediario: percentagem de isolados que apenas na presenca do biofilme séo resistentes intermediérios; S-R: Sensivel-
resistente: percentagem de isolados que apenas na presenca do biofilme s&o resistentes.
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Tabela 4 Perfil da concentracdo bactericida em biofilme (ug/mL) de S. saprophyticus.

Van Oxa Nor Cip Trim/Sut

N(%) CBMB N (%) CBMB N(%) CBMB N(%) CBMB N (%) CBMB

TEESEN o9 ¢ DEGONNEN oo 2 DIGSIIGEAE
S 17@43) 4 2(7) 4 [ 28(35) 16 @ 20(169) 4 217 05095
(mEw | wesy o 0088 meen o (16D s
lm@e @ nwy 2 (@EW @ 169 @ (2089 @5
- 12(1000 64 11(92) 64 - - 3(5 64  24(202)  16/306
D 0@H 2128 1200) L8 |- = 17043 >18 |13(109) 32608
D = - 3@y eamzs
DR, 1 5j 2 2 (R . 660 1w
D 4Gy 208 e - - 30 >israw

Van: Vancomicina; Oxa: Oxacilina; Nor: Norfloxacina; Cip: Ciprofloxacina; Trim/Sut: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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4 Discussao

A formagdo de biofilmes bacterianos é a base de muitas doencas infecciosas
persistentes. A persisténcia destas infeccdes é atribuida principalmente ao aumento da
resisténcia aos antibioticos exibida pelas células em biofilmes [14].

A CIM tem sido utilizada como padrdo ouro para determinar a sensibilidade
antimicrobiana de bactérias patogénicas [15]. Reconhece-se que quando a droga ndo é
eficiente para inibir o crescimento de um determinado organismo utilizando a CIM, a
droga em questdo também sera clinicamente ineficiente [16]. Entretanto, se um
microrganismo é considerado sensivel in vitro, ndo significa necessariamente que esse
ter4 o mesmo efeito in vivo [17].

Isso foi claramente observado nos resultados do presente estudo. A determinagéo
da CIM para avaliar a sensibilidade de células de S. saprophyticus planctdnicas revelou
que a maioria foi sensivel aos antibiéticos testados, sendo todos sensiveis a vancomicina,
norfloxacina e ciprofloxacina, e apenas 17,7% foram resistentes a
trimetoprim/sulfametoxazol. A determinacdo da CIMB mostrou aumento significativo
dos valores da CIM, com isolados que passaram de sensiveis para resistentes em relacao
as células plancténicas para todas as drogas testadas, com aumento que variou de duas a
32 vezes para todas as drogas e aumento de até 256 vezes para algumas drogas.

Quanto a resisténcia a oxacilina, 98,3% das células planctdnicas foram resistentes
no método de microdiluicdo, porém somente trés isolados foram positivos para a presenga
do gene mecA. Apenas as trés amostras que foram positivas para a pesquisa do gene mecA
apresentaram a CIM mais elevadas (256 pg/mL), e as demais 116 apresentaram a CIM
variando de < 0,25 pg/mL a 2 pg/mL. Outros estudos detectaram resultados similares e
isso pode ter ocorrido porque o breakpoint recomendado pelo CLSI acaba

superestimando a resisténcia nessa espécie [18].
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De maneira geral, os antibioticos testados se mostraram ineficazes em biofilme de
S. saprophyticus, pois foram encontradas amostras resistentes para todas as drogas
testadas, 0 que é preocupante, pois seriam necessarias altas doses de antibioticos para
eliminar esses microrganismos organizados em biofilmes, o que é clinicamente
impraticavel.

Os antibidticos mais prescritos para o tratamento de infec¢Bes do trato urinario
sdo trimetoprim/sulfametoxazol, fluoroguinolonas (ciprofloxacina ou norfloxacina),
primeira e segunda geracOes de cefalosporinas, amoxicilina + clavulanato e
nitrofurantoina [19].

No presente trabalho, 17,7% das amostras ja eram resistentes na avaliacdo da CIM
planctonica para trimetoprim/sulfametoxazol, e em biofilme 48,7% das amostras foram
resistentes, sendo que 31,1% das amostras passaram de sensivel para resistente em
biofilme, 0 que é preocupante, j& que a associacdo trimetoprim/sulfametoxazol €
considerada o farmaco de primeira linha para o tratamento de ITU ndo complicada [20].
Assim, 0 uso frequente da droga na terapia empirica esta associado com um aumento da
taxa de falha clinica, principalmente se 0 microrganismo estiver em biofilme, como pode
ser observado no presente estudo.

O uso de fluoroquinolonas é recomendado para UTI ndo complicada em areas
onde a incidéncia de resisténcia a trimetoprim/sulfametoxazol é superior a 10%, bem
como para o tratamento de infecgdes do trato urinario complicadas e pielonefrite aguda
[21].

As fluoroguinolonas tém sido utilizados com sucesso para tratar uma ampla gama
de infeccbes comunitarias e adquiridas no hospital, e as taxas de resisténcia a
fluoroquinolona permanecem baixas [21]. De fato, no presente trabalho, todas as amostras

planctonicas foram sensiveis a norfloxacina e a ciprofloxacina, entretanto, isso nédo
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ocorreu com as amostras em biofilme, pois 34,4% das amostras apresentaram resisténcia
intermediaria ou resisténcia a norfloxacina e 25,2% apresentaram resisténcia
intermediéria ou resisténcia a ciprofloxacina.

Oliveira et al., [22] avaliaram a CIM das células plancténicas e em biofilme de
Staphylococcus spp. frente a seis drogas, sendo que 20 amostras pertenciam a espécie S.
saprophyticus isoladas de casos de ITU. Os autores observaram que, para essa especie,
nenhuma amostra planctonica foi resistente & vancomicina e a linezolida, mas com relacéo
a CIMB o percentual de amostras que passaram de sensiveis para resistentes ou resistentes
intermediérias foi de 53,8% para vancomicina e 30,8% para eritromicina.

Quanto a determinacdo da CBMB do presente trabalho, todas as drogas tiveram
isolados que apresentaram CBMB igual ou superior a maior concentracao testada. Outros
autores também observaram altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos em biofilme.
Molina-Manso e colaboradores, [23] ao avaliar a CBMB em biofilme de S. epidermidis e
S. aureus isolados de infeccBes de proteses articulares frente a diversas drogas, entre elas
vancomicina, clindamicina e trimetoprim-sufametoxazol, observaram que nenhum dos
antibidticos provou ser totalmente eficaz contra biofilmes em ambas as espécies, com a
CBMB muito acima das CIM das células planctdnicas para a maior parte dos antibi6ticos
(> 1.024 pg/mL na maioria dos casos). Frank e colaboradores [13] também observaram
altas taxas de resisténcia ao avaliar o perfil de sensibilidade de 15 isolados de S.
lugdunensis em biofilme frente a dez agentes antimicrobianos. Nas amostras
planctonicas, os isolados foram sensiveis a todos os agentes estudados, mas em biofilmes
foram resistentes a altas concentracbes da maioria das drogas, com destaque para
vancomicina com CBMB > 128 pug/mL em 12 amostras e trimetoprim-sufametoxazol

com CBMB > 8/152 pg/mL também em 12 amostras.
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Os resultados observados no presente trabalho, juntamente com os resultados
obtidos pelos autores supracitados, corroboram com a afirmativa de que microrganismos
que apresentam suscetibilidade a determinados antimicrobianos em testes laboratoriais
convencionais podem ser, na verdade, altamente resistentes aos mesmos antimicrobianos,
quando em biofilme, e, como consequéncia, doengas infecciosas envolvendo biofilmes
sdo geralmente dificeis de tratar.

Esse aumento da CIM em biofilme ocorre pelo fato de que as bactérias que vivem
nessas comunidades sdo frequentemente de 10 a 1.000 vezes mais tolerantes aos
antimicrobianos do que quando na forma planctonica [5], indicando que alguns dos
mecanismos envolvidos na resisténcia dos biofilmes aos antimicrobianos diferem dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia de bactérias plancténicas aos mesmos agentes
[24]. De acordo com Mabh, [14] a resisténcia aos antimicrobianos é multifatorial; existem
varios mecanismos de resisténcia que agem em conjunto de modo a proporcionar um
aumento da resisténcia em biofilme.

Dentre os principais fatores postulados para explicar a baixa suscetibilidade
antimicrobiana de células em biofilme, se destacam a combinacdo de uma fraca
penetracdo do antibidtico, em que o biofilme atua como barreira fisica para difusdo,
retendo grande parte dos agentes antimicrobianos e, assim, reduzindo a quantidade desses
agentes para agir sobre as células e a interagdo quimica de componentes do biofilme com
0s agentes antimicrobianos, sequestrando os antimicrobianos hidrofilicos e carregando
positivamente, tais como 0s aminoglicosideos [25].

Um microambiente alterado também contribui para a resisténcia em biofilme.
Gradientes de nutrientes e oxigénio existem a partir do topo para o fundo de biofilmes e
as células bacterianas localizadas em zonas pobres em nutrientes diminuem a atividade

metabolica e aumentam o tempo de duplicacdo. Assim, as bactérias em biofilmes
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constituem populagdes heterogéneas com variada taxa de crescimento e variada
suscetibilidade aos antimicrobianos [26].

Assim, a tolerancia aos antimicrobianos pode resultar da presenca de populacéo
de células bacterianas, conhecidas como células dormentes ou persistentes. Essa
populacdo apresenta reduzida taxa metabolica e comumente encontra-se na base da
estrutura dos biofilmes, onde ha limitada oferta de oxigénio e nutrientes. O baixo
metabolismo dessas células persistentes garante a sua resisténcia ao tratamento com
antimicrobianos, haja vista que os antimicrobianos geralmente agem na fase de
crescimento bacteriano, como sintese proteica, sintese de acidos nucleicos e de parede
celular. Dessa forma, o tratamento pode conduzir a erradicacdo da maior parte da
populacéo do biofilme, mas a fracdo de células persistentes ndo é atingida e atua, portanto,
como um nucleo para reinfeccdo, ap6s a descontinuacao terapéutica [24,27].

Além disso, os mesmos gradientes quimicos que levam a uma limitacdo do
crescimento bacteriano em biofilmes podem ser suficientes em si mesmos para alterar a
poténcia antibidtica. Por exemplo, a disponibilidade de oxigénio por si sé é conhecida por
modular a acdo dos aminoglicosideos [28]. Assim, bactérias em uma regido anaerdbia de
um biofilme podem ser diferencialmente protegidas contra estes antibioticos.

Walters e colaboradores [29] compararam a capacidade de penetracdo de
antimicrobianos, com a limitagdo de oxigénio e com os efeitos da atividade metabolica
de P. aeruginosa em biofilmes na tolerancia a ciprofloxacina e a tobramicina. Os
resultados sugerem que a limitacéo de oxigénio e a baixa atividade metabolica no interior
dos biofilmes, mais do que a penetracdo do antimicrobiano, sejam 0s responsaveis pela
tolerancia a esses farmacos.

Os gradientes de pH podem igualmente impactar negativamente sobre a eficacia

de antibidticos [30,31]. Venglarciket e colaboradores [30] avaliaram os efeitos
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bactericidas da oxacilina em diferentes pH e mostraram que os efeitos bactericidas dos
antibidticos que agem na sintese de parede em células de bactérias, incluindo S. aureus,
podem ser suprimidos, dependendo do pH. Os autores observaram no experimento que o
comportamento tolerante ndo estava presente nos 20 isolados de S. aureus quando o pH
do in6culo foi acima de 7,0. Quando o pH do indculo era &cido, 35% dos mesmos isolados
apresentaram tolerancia a oxacilina.

A formacdo de biofilmes esta frequentemente associada as infecgdes que
envolvem o uso de dispositivos biomédicos implantaveis e sabe-se que de 60% a 70%
das infecces hospitalares estdo associadas ao uso desses dispositivos [32]. Esse é o0
primeiro trabalho que avaliou a producdo de biofilme em S. saprophyticus isolado de
casos de ITU e a acdo dos antibidticos frente a esses microrganismos em biofilme.

A producdo de biofilme por grande parte das amostras, além da resisténcia aos
agentes antimicrobianos quando tais amostras se encontram em biofilme, sugere que esse
fator de viruléncia é muito importante para que S. saprophyticus consiga se estabelecer e

desenvolver ITU persistente.
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6. Conclusoes

v" O Maldi-TOF MS ¢é mais preciso do que o sistema automatizado Vitek 2 para
identificar em nivel de espécie os ECN isolados de ITU, particularmente isolados
urinarios de S. saprophyticus.

v" Vaérios grupos de isolados altamente relacionados foram encontrados entre
amostras coletadas em diferentes anos e em diferentes cidades, indicando
persisténcia e propagacdo geogréafica de alguns clones de S. saprophyticus.

v S. saprophyticus foi sensivel aos agentes antimicrobianos utilizados, com maior
percentual de resisténcia apenas frente a trimetoprim-sulfametoxazol.

v" Apesar da alta prevaléncia de amostras resistentes a oxacilina pelo método de
microdiluicdo em caldo, poucas amostras carrearam 0 gene mecA e foram
consideradas resistentes a antibidticos betalactamicos. Por essa razdo, a
microdiluicdo em caldo para determinar a suscetibilidade de S. saprophyticus a
oxacilina ndo é recomendada, porque a maior parte das cepas mecA negativas foi
considerada resistente ao aplicar os critérios de interpretacdo do CLSI atualmente
recomendadas para ECN.

v O estudo de fatores de viruléncia em S. saprophyticus mostrou que, apesar do
potencial toxigénico observado pela presenca de genes para EEs, a producdo de
EEs ndo é um fator de viruléncia relevante para a espécie, entretanto, S.
saprophyticus mostrou um grande potencial para aderir e crescer de forma
persistente no trato urinario, o que pode ser afirmado pela grande quantidade de
amostras produtoras de adesinas e biofilme. Dessa forma, fatores de viruléncia
relacionados a adesd@o as células da bexiga, bem como a producéo de biofilme,
parecem ser 0s mais importantes para a colonizacdo e o estabelecimento da

infeccdo no trato urinario humano.
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v A formacdo de biofilme diminuiu a susceptibilidade dos S. saprophyticus aos
antibioticos testados. Os resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana
convencional (CIM) ndo se aplicam a infec¢des associadas ao biofilme, ja que o
uso de antimicrobianos testados ndo conseguiram erradicar as bactéria ligada ao

biofilme.
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