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RESUMO

Fibrose Cistica (FC) é uma doenca causada por mutagdes no gene CFTR (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) que resultam em danos nas propriedades viscoelasticas do
muco respiratorio, favorecendo o desenvolvimento de doenga pulmonar supurativa, obstrutiva e
progressiva. Em individuos com FC, ha uma maior prevaléncia de culturas respiratérias positivas para
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que associado coma prejudicada funcdo do
trato respiratério, dificulta o tratamento e progndstico de pacientes com FC. Este trabalho teve como
objetivo caracterizar cepas de S. aureus isoladas de amostras de pacientes com FC através de dois
diferentes métodos fenotipicos para identificacdo de MRSA. Os isolados foram provenientes de
amostras do trato respiratério de pacientes acompanhados no Ambulatério de Fibrose Cistica do
Complexo do Hospital de Clinicas (CHC) - UFPR, durante o periodo de maio a outubro de 2017.
Foram realizadas provas bioquimicas microbiologicas para caracterizacdo de 146 cepas de S. aureus.
Para a deteccio de MRSA, foram utilizados dois testes fenotipicos: crescimento em Agar
Cromogeénico MRSA® e Teste de disco-difusdo com Cefoxitina. Das 146 cepas analisadas, 37 (25,3%)
cresceram no Agar Cromogénico MRSA® e 12 (8,2%) delas foram resistentes ao disco de Cefoxitina.
Portanto, houve discordancia entre os dois testes realizados de 25 (17,1%) amostras, quando
comparados um método com outro. A identificacdo apropriada de MRSA colonizador das vias areas e
potencial patégeno é de extrema importancia para o inicio de uma correta antibioticoterapia, pois ha
riscos que envolvem tratamentos prolongados e uso indiscriminado dessas drogas, com osurgimento
de novas estirpes cada vez mais resistentes.

Descritores: Fibrose cistica; Staphylococcus aureus; MRSA.
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ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is a disease caused by mutations in the CFTR gene (Cystic Fibrosis
Transmembrane Conductance Regulator) that result in damage to the viscoelastic properties of
respiratory mucus, favoring the development of suppurative, obstructive and progressive lung disease.
In individuals with CF, there is a higher prevalence of positive respiratory cultures for methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (MRSA), which, together with impaired respiratory tract function,
hinders the treatment and prognosis of CF patients. This work aimed to characterize strains of S.
aureus, isolated from samples of CF patients through two different phenotypic methods for
identification of MRSA. The isolates were obtained from samples from respiratory tract of patients
followed at the Cystic Fibrosis Outpatient Clinic (CHC) - UFPR, from May to October 2017.
Microbiological biochemical tests were performed to characterize 146 strains of S. aureus. For the
detection of MRSA, two phenotypic tests were used: growth in Chromogenic Agar MRSA® and Disc-
diffusion Test with Cefoxitin. Of 146 strains analyzed, 37 (25.3%) were grown in the MRSA
Chromogenic Agar® and 12 (8.2%) of them were resistant to the Cefoxitin disc test. Therefore, there
was disagreement between the two tests performed of 25 (17.1%) samples, when compared one
method with another. Proper identification of MRSA colonizing pathways and pathogenic potential is
of paramount importance for the initiation of a correct antibiotic therapy, since there are risks that
involve prolonged treatments and indiscriminate use of these drugs, as well as favoring the emergence
of new and increasingly resistant strains.

Descriptors: Cystic fibrosis; Staphylococcus aureus; MRSA.

INTRODUCAO

A Fibrose Cistica (FC) também denominada mucoviscidose é uma doenga
autossdmica recessiva, causada por mutaces no gene CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator), que codifica a proteina transmembrana chamada de CFTR (1,2).
Essa proteina é responsavel pelo transporte ibnico na membrana celular e esta diretamente
envolvida na regulacdo do fluxo de ions cloreto (CI') nas células endoteliais (3). A proteina
CFTR encontra-se presente em varios 6rgdos e devido ao seu mau funcionamento, essa
patologia pode acarretar disfuncdo pancreética exocrina, desordem da motilidade intestinal,
doenca hepatica, infertilidade masculina e concentracdes elevadas de eletroélitos no suor (4,5).

O defeito na proteina CFTR resulta na alteracdo do equilibrio eletrolitico na mucosa
das vias aéreas, o que afeta as propriedades viscoeldsticas do muco respiratorio e por
consequéncia ocorre o comprometimento das fun¢Ges mucociliares de limpeza, principal fator
que contribui para o inicio da colonizacdo bacteriana nas vias aéreas dos pacientes
fibrocisticos (6). Os produtos decorrentes do metabolismo bacteriano causam danos nas
mucosas respiratorias e, com o decorrer do tempo, a resposta inflamatoria tambem contribui
para a Doencga Pulmonar Obstrutiva Crénica (DPOC) (7). Sendo assim, o0 comprometimento
das fungdes pulmonares é um dos principais quadros clinicos que contribuem na morbidade e
mortalidade desses pacientes, que desenvolvem uma doenca pulmonar supurativa, obstrutiva e

progressiva (8,9).
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Entre os principais microrganismos envolvidos nas infecgdes pulmonares nos
pacientes com FC, estdo Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Haemophillus
influenzae e Complexo Burkholderia cepacia (6,10). O microrganismo mais comumente
isolado em infeccBes pulmonares na FC € P. aeruginosa, sendo estabelecida uma associacéo
entre a formacéo de biofilme, comprometimento das vias respiratorias de forma progressiva e
morte (11) . Contudo, S. aureus

O uso frequente de antimicrobianos por pacientes com FC no tratamento de infecgcdes
bacterianas pode ter contribuido para 0 aumento da resisténcia de cepas de S. aureus. Embora
a terapia profilatica antiestafilocécica tenha sido inicialmente eficaz contra o patdégeno, o uso
frequente desses antimicrobianos permite a sele¢do de cepas mais resistentes (12).Além disso,
MRSA pode formar e residir em biofilmes, o que dificulta sua erradicacéo e é capaz de formar
Small Colony Variants (SCV — tradugdo em portugués: Variantes de pequenas coldnias), que
pelo seu estilo de vida intracelular exibem a chamada resisténcia fenotipica ou funcional,
além dos mecanismos classicos de resisténcia. As SCV encontram-se associadas a taxas mais
altas de resisténcia antimicrobiana e doenca pulmonar mais avangada em FC (13). Durante a
infeccdo, MRSA produz varias enzimas, como: proteases, lipases e elastases, as quais
permitem a disseminacdo para outros sitios,invasdo e destruicdo dos tecidos do hospedeiro
(14).Portanto, a determinacdo da patogénese desse microrganismo na FC e a identificacdo
apropriada de MRSA colonizador das vias areas é de extrema importancia para o inicio de
uma antibioticoterapia adequada e eficaz.

O objetivo desse estudo é caracterizar isolados microbiol6gicos de MRSA em
amostras do trato respiratério de pacientes diagnosticados com FC que fazem
acompanhamento no ambulatério do Complexo do Hospital de Clinicas (CHC) — UFPR,

através de dois testes fenotipicos.

METODOLOGIA

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Complexo Hospital de Clinicas UFPR (CHC), sob parecer n°2290.184/2010-07. Trata-se de
um estudo retrospectivo, no qual foram identificadas cepas de S. aureus isoladas a partir de
amostras de escarro e swab de orofaringe de pacientes diagnosticados com FC de ambos os
géneros e acompanhados no Ambulatério de Fibrose Cistica do Complexo Hospital de
Clinicas — UFPR.
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Foram colhidas 194 amostras de pacientes com FC, sendo 146 (75,2%) com S. aureus
e 48 (24,7%) com outros microrganismos. Como critério de inclusdo foram analisadas as
cepas de microrganismos previamente identificados no setor de Bacteriologia do CHC -
UFPR como S. aureus e como critério de exclusdo os isolados que ndo tinham sido
identificados previamente como S. aureus.

As cepas foram transportadas em meio de cultura sélido (&gar) em tubo para o
laboratério de Microbiologia Clinica do Centro Universitario Autdbnomo do Brasil
(UniBrasil), onde foram realizados os testes de viabilidade e pureza das col6nias, semeando-
as em agares nao seletivos (Agar Sangue e Nutriente). Os agares semeados foram incubados a
35+2°C por 24 a 48 h em estufa bacteriol6gica e posteriormente inoculadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) com 15% de glicerol em criotubos e congelados entre -18 a -20°C,
para analises posteriores.

Para o inicio das analises, as cepas foram descongeladas e semeadas em Agar-Sangue
de carneiro (AS) e incubadas por 24 a 48 h a 35+2°C. Os microrganismos foram
caracterizados fenotipicamente através de suas respectivas provas bioquimicas, utilizadas
rotineiramente por técnicas microbioldgicas padrdes, segundo o manual da ASM (American
Society for Microbiology). Ap6s o crescimento em AS, foi iniciada a identificacdo
morfotintorial pela Coloracdo de Gram e visualizacdo da estrutura bacteriana ao microscopico
Optico por imersdo, na objetiva de 100X. As provas bioguimicas realizadas para confirmacéo
de S. aureus foram: caracterizacdo colonial, catalase, coagulase, DNAse, crescimento e
fermentacdo em &gar Manitol, meio seletivo para S. aureus.

Posteriormente, foram realizadas provas fenotipicas para caracterizacdo de cepas de S.
aureus resistente a meticilina - MRSA usando Agar Cromogénico MRSA® e Teste de disco-
difusdo com Cefoxitina. Para o teste com Agar Cromogénico MRSA®, foi inoculado a cepa
teste pela técnica de semeadura por esgotamento de alca e entdo apo6s a incubagdo foram
verificados o crescimento colonial e a formagdo depigmentacdo no &gar. Para o teste de disco
difusdo em agar com Cefoxitina (30 ug), foi utilizada a técnica de Kirby-Bauer padronizada
de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)(15)), sendo observado
apos incubacao a susceptibilidade da cepa frente a esse antimicrobiano.

Para a realizacéo de todos os testes foram utilizadas cepas ATCC® (American Type Culture
Collection) para o controle de qualidade dos resultados. As cepas utilizadas para controle
positivo foram ATCC® 25923 (Staphylococcus aureus), ATCC® 700698 (Staphylococcus
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aureus resistente a meticilina — MRSA) e para controle negativo ATCC® 29212

(Enterococcus faecalis).
RESULTADOS

Foram analisadas 146 cepas de S. aureus de 102 pacientes, com idade variando de 2
meses a 76 anos. Dessas 146 cepas, 44 (30,1%) foram isoladas do mesmo paciente em
periodo ou culturas diferentes. Nos resultados das provas bioquimicas microbiologicas
padrdes para a identificacdo de S. aureus, todas as cepas apresentaram crescimento em Agar
Sangue, catalase, coagulase e DNAse positivas e pela caracteristica morfotintorial foram
observadas Cocos Gram Positivos (CGP) arranjados em cachos ou agrupados. Das cepas
semeadas em agar Manitol, todas tiveram crescimento, sendo que destas, 132 (90,4%) tiveram
fermentac&do no &gar e 14 (9,5%) ndo fermentaram o aglcar. Através da analise macroscopica,
em 75 (51,3%) das 146 cepas analisadas, foi observado o desenvolvimento de SCV, sendo
destas 75 cepas de SCV, apenas 9 (6,16%) caracterizadas como S. aureus resistente a
meticilina - MRSA.

No teste de disco difuséo, 12 (8,2%) das cepas foram resistentes a acdo de Cefoxitina e 91,8%
foram sensiveis. No Agar cromogénico MRSA®, 37 (25,3%) das cepas tiveram crescimento,
fermentacdo do Manitol e apresentaram pigmentacdo especifica para MRSA, o que sugere
cepas resistentes (MRSA) e 74,7% das cepas ndo apresentaram crescimento no agar,
sugerindo cepas sensiveis (MSSA). Assim, de acordo com os resultados desses dois testes
analisados, houve discordancia em 25 (17,1%) isolados, quando comparamos um método com

outro (Grafico 1).

GRAFICO 1. COMPARACAO ENTRE DOIS METODOS FENOTIPICOS PARA
IDENTIFICACAO DE S. AUREUS
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Legenda: Foram realizados o teste de disco difusdo com o antibimicrobianoCefoxitina e cultivo em meio
seletivo (Agar cromogénico MRSA®).MRSA e 74,7% crescimento negativo.

DISCUSSAO

Durante muitos anos P. aeruginosa foi a bactéria mais frequentemente isolada em
culturas de secrecOes respiratdrias e relacionada a piora do quadro de infeccdo pulmonar
desenvolvida por pacientes com FC, sendo responsavel por 58,8% dos casos até o ano de
2005, o que sugere uma forte associacdo ao dano respiratorio progressivo e morte destes
pacientes (16). A partir de 2005, a prevaléncia anual relatada de P. aeruginosa diminuiu
significativamente, no entanto a incidéncia e a prevaléncia de MRSA aumentou. aumentou de
0,1% em 1995 para 17,2% em 2005 nos Estados Unidos em pacientes com FC. (17).Nos
ultimos anos foi observado o aumento da prevaléncia de infeccdes pulmonares em pacientes
com FC, causadas por MRSA, no continente europeu e Estados Unidos (18)De acordo com o0s
resultados obtidos neste trabalho, em apenas seis meses de estudo, das 146 cepas de S. aureus,
14 (9,5%) obtiveram resultados positivos pelos dois testes fenotipicos, indicando uma
possivel cepa de MRSA.

A maioria das infec¢des causadas por MRSA estdo associadas a assisténcia a satde, ou
seja, cepas adquiridas em ambito hospitalar geralmente por conta da realizacdo de
procedimentos invasivos (19). A resisténcia & meticilina é devida a presenca do gene mecA,
que codifica as proteinas ligadoras de penicilina presentes na membrana bacteriana, o que
diminui a afinidade com a classe de antibiéticos p-lactamicos. Os mecanismos de resisténcia a
meticilina menos comuns podem ser encontrados nestas cepas, sendo mediada por plasmideos

que conferem a hiperproducédo de B-lactamases, enzimas que quebram os anéis B-lactamicos

61 Cad. da Esc. de Sadde, Curitiba, V.18 N.1: 56-66



* Cadernos da Escola de Saude

UNIBRASIL

CENTRO UNIVERSITARIO

dos antibidticos desta classe. Este mecanismo é conhecido como resisténcia Boderline
(Borderline Oxacillin Resistant Staphylococcus aureus — BORSA) (20,21).

Além de MRSA apresentar fatores de viruléncia comuns as cepas sensiveis a
meticilina (aderéncia aos tecidos, producdo de leucocidinas, hemolisinas, coagulases,
catalasese de diversas outras toxinas), produzem biofilmes e maior adesdo ao poliestireno,
bem como nas ceélulas epiteliais bronquicas e maior propensdo de invadir tecidos pela
presenca de dominios de ligacdo de fibronectina e sdo capazes de formar SCV, que podem
contribuir para infeccbes persistentes e recorrentes, pois sdo capazes de “se esconder” nas
células do hospedeiro sem causar danos significativos ou aparentes (22). Ainda, podem sair
do seu estado vegetativo tornando-se mais virulentas, o que resulta em infecgdes recorrentes,
0 gque causa um tempo maior de antibioticoterapia e periodos prolongados de internagdo, além
de resultarem em uma funcdo pulmonar mais comprometida (23). No presente estudo foi
observado o desenvolvimento de SCV em 75 (51,3%) das 146 cepas analisadas. Dessas 75
cepas de SCV, apenas 9 (6,16%) foram posteriormente caracterizadas como sendo MRSA,
similar ao trabalho de Wolter et al. (2013), em que foi observado aumento de SCV em
culturas de pacientes com FC (13).

Sdo varios os fatores que podem influenciar na escolha do método fenotipico a ser
utilizado para a deteccdo de uma cepa de MRSA, desde a rapidez do resultado, custo,
disponibilidade, sensibilidade e especificidade. O teste de disco difusdo é o mais utilizado
para a classificacdo de uma cepa quanto a sua resisténcia aos agentes antimicrobianos, sendo
o resultado com maior influéncia na escolha terapéutica. Este método tem como vantagem a
facil reprodutibilidade e execucdo, materiais de baixo custo e ndo requer equipamentos
especiais (24,25). A desvantagem pode estar em avaliar cepas heterorresistentes, que sdo
capazes de apresentar varios niveis de resisténcia frente aos antibidticos, mesmo sendo células
pertencentes da mesma col6nia bacteriana. De acordo com a CLSI, s6 podem ser obtidos
resultados confidveis com os testes de disco difusdo que usarem o principio de metodologia
padronizada e medidas do didmetro do halo de inibi¢do correlacionados as Concentracbes
Inibitérias Minimas (CIM). O CLSI preconiza para a detec¢cdo de MRSA o uso de disco de
Cefoxitina 30 pg (CFO) ou Oxacilina 10 pg (OXA) (15).

O uso do agar cromogénico na pratica microbiologica esta cada vez mais comum, com
a proposta de rapidez, confiabilidade e especificidade de espécie e resultados. Estes meios sdo
compostos por substratos cromogénicos, que ao entrarem em contato com certas enzimas

produzidas pelos microrganismos, resultam em col6nias de coloracdo especifica. No caso do
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Agar Cromogénico MRSA (Laborclin®), utilizado nesta pesquisa, MRSA produz coloracio
azul esverdeada. Este método apresenta vantagens, tais como a facil reproducéo e execucéo,
ndo requisicao de equipamentos especiais e possibilidade de isolamento do MRSA em apenas
um passo (26,27).

Quando comparamos os dois testes, podemos citar algumas vantagens e desvantagens,
sendo que o resultado definitivo do &gar Cromogénico pode demorar até 48h para ser
observacao de crescimento das coldnias (como qualquer outro meio de cultura) e/ou liberado.
O custo dessa metodologia é mais elevado relacéo ao teste de disco difusdo, pois os agares
cromogénicos sdo mais custosos que 0s agares comuns, juntamente com os discos de
antimicrobianos utilizados rotineiramente. Ainda, o 4&gar Cromogénico esta propenso a falhas
frente a cepas heterorresistentes, pois se trata de um produto altamente sensivel, com
exigéncia de cuidados especiais. Sendo assim, 0s agares perdem estabilidade e acuracia
facilmente, ndo podem permanecer em temperatura ambiente mais que 72h, necessitam de
armazenamento de 2 a 12°C e devem ser protegidos da acdo direta da luz. Contudo, ha a
necessidade de ter um controle de qualidade bem implantado para a certeza de um resultado
fidedigno..

O método considerado padrdo ouro para a deteccdo de MRSA € o método molecular, a
resisténcia é determinada através da deteccdo do gene mecA. Esta técnica pode ser realizada
de duas formas distintas: por hibridizacdo direta e por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
(28,29). Apesar de ser considerada uma técnica padrdo ouro, ndo € muito utilizada
rotineiramente devido aos seus custos elevados, demora de resultado e por ser trabalhosa
(30,31). Nédo foram realizadas técnicas moleculares no presente trabalho, mas as pesquisas

continuardo com a inclusdo desta analise por outros pesquisadores.

CONCLUSOES

Devido ao fendmeno de heterorresisténcia e outros mecanismos de resisténcia
apresentados pelas cepas de MRSA, tanto o método fenotipico, quanto o0 método molecular,
podem apresentar dificuldades para a identificacao final.

Apesar das divergéncias de resultados entre os métodos utilizados, 0 método de disco
difusdo € o de primeira escolha por se tratar de um metodo menos custoso e de mais rapido,
porém, o ideal seria a combinacdo de diversos métodos para a melhor e mais agil

identificacdo da resisténcia.
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Em consequéncia do aumento crescente de infecgdes pulmonares causadas por MRSA,
a deteccdo correta da resisténcia e a identificacdo apropriada desse microrganismo
colonizador das vias areas € de extrema importancia para o inicio de uma antibioticoterapia

adequada e eficaz, além do controle da disseminacdo desse microrganismo.
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