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RESUMO

RAMOS, Karolina Romao. Atividade da exposicido de antimicrobianos utilizados no
tratamento de exacerbac¢des pulmonares causadas por Staphylococcus aureus resistente
a meticilina em estagios planctonicos e em biofilme recuperados de pacientes com
fibrose cistica. 2024. 58f Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

A presenca de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) recuperados de
secregOes respiratorias de pacientes com Fibrose Cistica (FC), vem aumentado
significativamente na ultima década. Sendo um assunto de preocupagdo global, o estudo da
resisténcia bacteriana ¢ de extrema importdncia para a comunidade médico/cientifica pois a
diminuicdo da susceptibilidade de cepas aos antimicrobiano tem como consequéncia ao
aumento da mortalidade em hospitais, ao prolongamento e alto custos de tratamentos para
diversas infec¢des. O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a influéncia do crescimento
em biofime e em estados planctonicos, determinando a susceptibilidade a antimicrobianos em
cepas recuperadas de infecgdes pulmonares cronicas de pacientes com Fibrose Cistica. Neste
trabalho buscamos avaliar a capacidade de trés antimicrobianos usados para o tratamento de
FC (Ciprofloxacino, Vancomicina e Trimetoprim-sulfametoxazol) em penetrar no biofilme
presente no muco espesso caracteristico do pulmido com FC, comparando sua acdo em
bactérias em estado planctonico e definir quais sdo as concentragdes eficazes nestas duas
condigdes. Somado a isso, validamos que bactérias crescendo em biofilmes sdo mais
resistentes a agentes antimicrobianos do que aquelas crescendo em estado planctonico. A
conclusdo deste estudo reforca a crescente preocupagdo com a resisténcia antimicrobiana em
MRSA, especialmente em pacientes com FC. Nossos resultados demonstraram que bactérias
em biofilmes exibem uma resisténcia significativamente maior em compara¢do com bactérias
em estado planctonico, evidenciando a necessidade de estratégias terap€uticas mais eficazes
que considerem a penetracdo dos antimicrobianos em biofilmes. Esses achados demonstram a
importancia de continuar a investigacdo sobre métodos novadores para combater a resisténcia
bacteriana em ambientes clinicos complexos.

Palavras-chave: MRSA; biofilme; fibrose cistica; vancomicina; resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

RAMOS, Karolina Romao. Activity of exposure of antimicrobials used in the treatment of
pulmonary exacerbations caused by methicillin-resistant Staphylococcus aureus in
planktonic and biofilm stages recovered from patients with cystic fibrosis. 2024. 58f
Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The presence of methylin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) recovered from
respiratory secretions of patients with Cystic Fibrosis (CF) has increased significantly in the
last decade. Being a subject of global concern, the study of bacterial resistance is of extreme
mportance for the medical/scientific community as the decrease in the susceptibility of
strains to antimicrobials results in increased mortality in hospitals, prolonged and high costs
of treatments for several infections. The main objective of this work was to evaluate the
mfluence of growth i biofilm and planktonic states, determining the susceptibility to
antimicrobials in strains recovered from chronic pulmonary mfections of patients with Cystic
Fibrosis. In this work we sought to evaluate the capacity of three antimicrobials used for the
treatment of FC (Ciprofloxacin, Vancomycn and Trimethoprim-sulfamethoxazole) in
penetrating the biofilm present in the thick mucus characteristic of CF lungs, comparing their
action on bacteria in a planktonic state and defining which concentrations are effective in
these two conditions. Added to this, we validated that bacteria growing in biofilms are more
resistant to antimicrobial agents than those growing in a planktonic state. The conclusion of
this study reinforces the growing concern about antimicrobial resistance m MRSA, especially
m patients with CF. Our results demonstrated that bacteria in biofilms exhibit significantly
greater resistance compared to bacteria in a planktonic state, highlighting the need for more
effective therapeutic strategies that consider the penetration of antimicrobials into biofilms.
These findings demonstrate the importance of continuing research into mnovative methods to
combat bacterial resistance in complex clinical settings.

Keywords: MRSA; biofilm; cystic fibrosis; vancomycin; bacterial resistance.
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INTRODUCAO

A Fibrose Cistica

A fibrose cistica (FC) ¢ uma doenca genética grave, congénita ¢ autossoOmica recessiva
que afeta predominantemente o trato respiratorio e diversos Orgdos exocrinos, incluindo o
pancreas, o sistema hepatobiiar e as glandulas exdcrinas. Além disso, a FC influencia o
funcionamento do sistema digestério e reprodutivo. Esta patologia estd associada a mutagdes
no gene que codifica a Protena Reguladora da Condutancia Transmembrana da Fibrose
Cistica (CFTR), localizada no cromossomo 7. Essas mutagdes comprometem a fungdo do
canal ibnico em glandulas apicais, resultando em alteracdes no transporte de ions e na
regulacdo do fluxo de cloro, s6dio e dgua através da membrana celular. Como consequéncia
dessas disfungdes, ocorre a producdo de muco viscoso, o qual pode danificar os ductos de
secrecdo e se disseminar para outros Orgaos (Angyal, 2021).

O aumento da viscosidade do muco produzido dificulta sua eliminacdao, afetando
principalmente os pulmdes e o pancreas. Com o aumento dessa viscosidade nos pulmdes,
ocorre o0 bloqueio das vias aéreas, aumentando o risco de proliferacdo de microrganismos.
Isso pode levar a uma infecgdo cronica, lesdes pulmonares graves e, em casos extremos,
resultar em 6Obito (Cocorullo, 2023).

Sao conhecidas cerca de 2.100 mutagdes que estdo relacionadas ao gene CFTR,
distribuidas em seis classes distintas que conferem variagdes celulares, dependendo da
expressdo da proteina. De uma forma abrangente, as mutacdes de classes I, II e III, estdo
relacionadas a uma expressdo fenotipica classica da FC, consideradas mutacdes graves. As
mutacdes IV, V e VI, sdo relacionadas as mutacdes leves, gerando expressdes fenotipicas
brandas da FC (Scotet, 2020). A frequéncia e distribuicdo das mutagcdes no CFTR variam de
acordo com a origem étnica dos pacientes com FC. A populagdo brasileira ¢ bastante
heterogénea, apresentando uma alta taxa de miscigenacdo (Barei, 2020).

A classificagdo funcional dessas mutagdes, permitiu o direcionamento para um
tratamento mais adequado de acordo com o diagnoéstico e a correlagdo entre gendtipo/fendtipo
de cada mutacdo. De uma forma geral, as mutacdes de classe I podem ser definidas sendo
aquelas que possuem uma sintese proteica defeituosa e a auséncia de CFTR funcional na

superficie celular. A classe II, resulta na degradacdo da proteina, causando seu bloqueio e
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impossibilitando sua ancoragem no epitélio devido a perda da fenilalanina na posicdo 508,
impedindo o deslocamento dessa proteina para a membrana apical (Bareil, 2020).

Associada a mutacdo G551, a variante mais estudada da classe III, a protemha CFTR
estd presente na membrana apical da célula, porém ela ndo ¢ funcional, nterferindo na
mteragdo com o ATP intracelular, o que prejudica a regulagdo adequada da abertura do canal
de cloro. Em contrapartida, a mutacdo da classe IV, modificam a translocagdo do cloro pelo
poro da proteina, permitindo que seja transportada normalmente para a membrana celular e
responda a estimulos, mas gerando um fluxo reduzido de ions de cloro (Scotet, 2020).

A mutagdo da classe V, inclui variagdes nas regides promotoras que reduzem a
transcricdo do gene, alterando nucleotideos que promovem splicing alternativo de transcritos
do CFTR e substituem aminoacidos, causando a maturacdo de uma proteina meficiente. Ja as
mutagdes da classe VI, produz proteina CFTR funcional, porém a mesma ¢ degrada
precocemente devido a instabilidade na superficie celular, (Deletang, 2022; Scotet, 2020).

De acordo com o Registro Brasileto de Fibrose Cistica (REBRAFC),
aproximadamente 3.000 pessoas vivem com FC no Brasil, e a incidéncia ¢ de 1 para 10.000
nascidos vivos, exceto na regido Sul do pais, onde essa estimativa ¢ reduzida para 1 para
2.500 mdividuos. No ano de 2020, foi conduzido um estudo mtitulado '"Tendéncias de
mortalidade relacionada a fibrose cistica no Brasil no periodo de 1999 a 2017: um estudo de
causas multiplas de morte”, que indicou a ocorréncia de 2.854 6bitos associados a FC, sendo
que 77% dessas mortes estavam ligadas a complicagdes do sistema respiratorio. Foi observada
uma tendéncia continua de aumento nas taxas de mortalidade, com uma variagdo percentual
anual significativa de 6,84% entre os homens e 7,50% entre as mulheres (Santo, 2020).

Adicionalmente, verificou-se um aumento na mediana da idade ao Obito, passando de
7,5 anos em 1999 para 56,5 anos em 2017. Embora tenha ocorrido um aumento na expectativa
de vida das pessoas com FC, ha um aumento significativo e continuo nas taxas de mortalidade

relacionadas a doenga (Santo, 2020).

A Microbiologia da Fibrose Cistica

A FC ¢ uma doenca ainda sem cura. Contudo, por meio de um diagndstico precoce e
da adesdo a um tratamento multiprofissional, os pacientes podem alcangar a vida adulta
mantendo uma boa qualidade de vida (Rauber, 2022). Por outro lado, com o aumento da
expectativa de vida desses pacientes, hd uma propensdo a uma maior colonizagdo por diversos

patogenos, causando infec¢des, especialmente no trato respiratdrio. As espécies mais
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comumente encontradas nos pulmdes de individuos com FC incluem Haemophilus influenzae,
Pseudomonas aeruginosa, espécies do complexo Burkholderia cepacia, complexo
Mycobacterium abscessus e Staphylococcus aureus (Gavillet, 2022; Cocorullo, 2023).

Ao longo das décadas, a composicdo dos microrganismos prevalentes em pacientes
com FC tem passado por mudancas significativas, influenciadas por diversos fatores, como o
desenvolvimento de terapias antimicrobianas mais eficazes e alteracdes nas praticas de saude.
Inicialmente, S. aureus emergiu como uma das bactérias mais frequentemente encontradas,
seguida por H. influenzae e P. aeruginosa. No entanto, com o passar do tempo, observou-se
um aumento na prevaléncia de cepas mais resistentes de P. aeruginosa, especialmente as
variantes mucoides, e o surgimento de outras bactérias gram-negativas notaveis, como as
espécies do complexo Burkholderia cepacia (Gavillet, 2022).

A FC, por sua natureza cronica, expde o0s pacientes a infeccdes respiratdrias
persistentes, tornando-os mais suscetiveis a cepas bacterianas resistentes, como o S. aureus
resistentes a meticiina (MRSA). O ambiente pulmonar especifico desses pacientes,
caracterizado pela producdo de muco espesso, oferece condigdes ideais para a colonizagdao e
propagacao de microrganismos, incluindo aqueles capazes de formar biofime. Esse aumento
na prevaléncia de cepas MRSA em pacientes com FC ndo apenas torna o tratamento dessas
mfeccdes mais complicado, mas também pode resultar em consequéncias mais graves,

incluindo deterioracdo da fungdo pulmonar e maior risco de crises agudas (Cheung, 2021).

Staphylococcus aureus

Pertencentes ao grupo dos cocos gram-positivos, os S. aureus apresentam-se de forma
esférica, com aproximadamente 0,5 a 1,5um de didmetro. S3o imoveis, ndo esporulados e
geralmente ndo possuem capsula. Sua apresentacdo mais tradicional ¢ em forma de "cachos de
uva", mas também podem ser encontrados em pares ou em cadeias curtas. Descrito pela
primeira vez em 1880 pelo cirurgido escocés Alexandre Ogston, o S. aureus ¢ um dos
microrganismos mais comuns em infecgdes piogénicas em todo o mundo, sendo o principal
agente causador de doencas de pele, pneumonia e outras infec¢des do trato respiratorio, local
cirirgico, protese articular, infecgdes cardiovasculares, bem como bacteremia (Tong, 2015).

Reconhecido por sua alta capacidade de causar infeccoes e desenvolver biofime, o
género S. aureus possui miultiplos fatores de viruléncia, sendo a exotoxina a-hemolisina um

dos principais. Proteinas ancoradas na superficie, como as da famiia MSCRAMM (Microbial
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Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), sio fundamentais para a
adesdo tecidual e a sobrevivéncia bacteriana na corrente sanguinea, contribuindo para a
patogénese das infecgdes estafilocdcicas. Apds a mnvasdo sist€émica, esse patdgeno utiliza uma
variedade de mecanismos para evadir as defesas do hospedeiro, demonstrando uma alta
capacidade de destruir células do sistema imunologico (Pickens, 2022).

Além disso, outros fatores de viruléncia, como, o-toxinas e determinantes de
resisténcia a antimicrobianos, frequentemente sdo codificados no genoma acessorio do S.
aureus, que inclui elementos genéticos moéveis como plasmideos, transposons e ihas de
patogenicidade. Esses elementos desempenham um papel importante na disseminacdo da
resisténcia aos antimicrobianos e na viruléncia bacteriana. A capacidade desse microrganismo
de se adaptar representa um desafio significativo no tratamento de infecgdes hospitalares e
comunitarias, ressaltando a importdncia continua de pesquisas e desenvolvimento de
estratégias terapéuticas eficazes contra esse patogeno versatil (Novick, 2019; Cheung, 2021).

Uma abordagem para o controle e monitoramento da circulagio dessas cepas ¢ a
utilizacdo do método de tipagem spa, que se baseia no sequenciamento da regido polimérfica
X do gene da proteina A (spa), presente em todas as cepas de S. aureus. A regido X ¢€
constituida por um nimero variavel de repeticoes de 24 pb em regides bem conservadas. Este
método de tipagem, baseado na sequéncia de nucleotideos da regido X do polimorfismo da
proteina A, apresenta algumas vantagens técnicas, como rapidez, alta capacidade de
identificar cepas de S. aureus, possiiltando o uso dessa técnica em estudos epidemiologicos
locais e globais, auxiliando na pesquisa cientifica e na rotina hospitalar. Tais estudos sdo
facilitados pelo estabelecimento de uma nomenclatura padronizada de tipos de spa e de

bancos de dados compartilhados na Internet (Abdulah, 2022).

Staphylococcus aureus resistente a meticilina

Na década de 1960, a meticilina foi introduzida no mercado, e apenas um ano apds sua
mtroducdo, pesquisadores do Remno Unido relataram o primeiro caso de MRSA. Essas
mfeccdes estdo associadas ao aumento da mortalidade, morbidade e internacdo hospitalar
(Moran, 2006; Siddiqui, 2023). Desde entdo, cepas de MRSA tornaram-se uma grande
preocupacdo na comunidade médico-cientifica, pois sua resisténcia multipla representa um
grande desafio para o tratamento, e a prevencao de sua disseminacdo ¢ uma preocupacao para

a saude publica (Wilcox, 2019).
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Produzindo uma variedade de mecanismos de viruléncia, incluindo toxinas e fatores de
evasdo imunologica, cepas de MRSA possuem uma importincia clinica devido a sua alta
capacidade infecciosa e Otima adaptagdo em diversas condigdes ambientais, permitindo uma
boa colonizagdo do hospedeiro (Lakhundi, 2018).

A alta capacidade de disseminacdo dessas cepas, que eram iicialmente encontradas
apenas em ambientes hospitalares (HA-MRSA), mudou a partir da década de 1980, com o
surgimento de cepas provenientes da comunidade (CA-MRSA) com alto potencial de
viruléncia de uma forma até entdo desconhecida (Wilcox, 2019).

Historicamente, as diferengas significativas em sua epidemiologia, padroes de
resisténcia, fatores de risco e manifestagdes clinicas, 0 CA-MRSA era tipicamente associado a
mnfeccdes de pele e tecidos moles em individuos saudaveis que ndo timham historico recente
de hospitalizagdo ou procedimentos invasivos. Por outro lado, o HA-MRSA estava
relacionado a infecgdes mais graves, como bacteremia, pneumonia associada a ventilacao
mecanica ¢ infecgdes do trato urindrio, sendo predominante em ambientes hospitalares e de
cuidados de satde prolongados. As diferengas nos padrdes de resisténcia, fatores de viruléncia
e epidemiologia entre 0 CA-MRSA e¢ o HA-MRSA tém implicagdes significativas no manejo
clinico, na selecdo de antibidticos e nas estratégias de controle de infeccao em diferentes
contextos de saude (Turner, 2019).

A resisténcia a meticilina ocorre, principalmente, devido a producdo da proteina
ligante de penicilina modificada (PBP-2a), codificada pelos genes mecA ou mecC, presentes
em uma ilha genética movel denominada cassetes de cromossomo estafilococico mec
(SCCmec). Essa proteina impede a ligagdo de antibidticos beta-lactamicos as proteinas da
parede celular bacteriana. Isso resulta em cepas de MRSA que sdo resistentes ndo apenas a
meticilina, mas também a todos os antibioticos beta-lactamicos (Idrees, 2023; Youssef, 2022).

A tipagem molecular do SCCmec ¢ uma ferramenta importante para caracterizar cepas
de MRSA quanto a sua origem e ao seu padrao de resisténcia a antimicrobianos, pois permite
a definicdo genética das caracteristicas especificas de cada isolado, a partir do complexo de
genes mec e ccr (Youssef, 2022). Cada arranjo dessa ilha genética movel (SCCmec) possui
uma composicdo genética especifica, resultante de diferentes rearranjos e insergdes de genes
de resisténcia. Com base na composicao dos complexos mec e ccr, as cepas de MRSA podem
ser classificadas, de acordo com os SCCmec, em 13 tipos, do [ a XIII (McClure, 2020).

Em um estudo dirigido por Zhong em 2023, foi caracterizado os tipos de SCCmec de
cepas de CA-MRSA, além de outros fatores de viruléncia e resisténcia antimicrobiana, com a

mtencdo de analisar as caracteristicas clinicas dessas cepas. O estudo relacionou os tipos
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SCCmec 1, 11 e III como sendo caracterizados pela presenga de genes de resisténcia além do
gene mecA, e comumente encontrados em cepas de MRSA associadas ao ambiente hospitalar
(HA-MRSA). Por outro lado, os tipos SCCmec IV e V foram caracterizados pela presenca
exclusiva do gene mecA e estdo associados a cepas adquiridas na comunidade (CA-MRSA)
(Youssef, 2022; Zhong, 2023). Esses achados, destacam a alta capacidade de cepas MRSA de
adquirir e disseminar genes de resisténcia através da evolugdo e troca genética, contribuindo
para a variabilidade genética e desafiando o controle de infeccdes causadas por este patdogeno
(Youssef, 2022).

Classificar precisamente uma cepa de MRSA como sendo CA-MRSA ou HA-MRSA ¢
desafiador, pois as caracteristicas epidemioldgicas e microbioldogicas de ambas sofrem
constantes mutagdes, além disso as cepas de CA-MRSA vém demonstrando uma crescente
capacidade de adaptacdo no ambiente hospitalar, causando assim, mudangas nos padrdes de
resisténcias a antimicrobianos e formando cepas hibridas, que contribuem para a
complexidade dessa classificacdo. Portanto, ¢ essencial adotar abordagens integradas que
considerem ndo apenas os critérios epidemiologicos, mas também as caracteristicas genéticas
e de viruléncia das cepas de MRSA, a fim de realizar uma classificacdo precisa e informar

estratégias eficazes de controle e prevengdo da disseminacdo da bactéria (Asghar, 2014).

Formagao de biofilme em Staphylococcus aureus

O biofilme ¢ uma comunidade microbiana complexa e estruturada, formada por
microrganismos aderidos a uma superficie bioldgica ou abidtica, imersos em uma matriz
extracelular de polimeros produzidos pelos proprios microrganismos. Essa matriz, composta
principalmente de polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios, fornece suporte
estrutural e protecdo as bactérias presentes dentro do biofilme (Ruhal, 2021).

Uma das caracteristicas marcantes dessa estrutura ¢ sua capacidade de resisténcia aos
agentes antimicrobianos e ao sistema imunologico do hospedeiro, justamente, devido a
presenca da matriz extracelular, que atua como uma barrerra fisica e reduz a eficacia dos
tratamentos antimicrobianos e a agdo do sistema imunoldgico. Além disso, os microrganismos
dentro do Dbiofilme exibem comportamentos metabolicos e fenotipicos distintos em
comparacdo com suas cé€lulas planctonicas, o que pode afetar a resposta do hospedeiro e a
eficacia dos tratamentos (Rather, 2021).

A formacdo do biofilme é um processo dindmico que envolve varias etapas, nchindo

a adesdo inicial dos microrganismos a superficie, a formacdo de micro colonias, o
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desenvolvimento de estrutura tridimensional ¢ a dispersdo de células para formar novos
biofilmes. A adesdo in vivo ocorre nas protefnas da matriz humana através de proteinas
ancoradas na parede celular e outras proteinas de superficie, muitas das quais pertencem a
familia. MSCRAMM (Foster, 2020; Rather, 2021).

A presenca de microrganismos em diferentes estdgios de crescimento metabolico
dentro do biofilme resulta em uma populacdo heterogénea, onde subpopulacdes de células
dormentes s3o menos suscetiveis aos tratamentos convencionais. Ademais, a capacidade dos
microrganismos dentro do biofilme de trocar genes de resisténcia entre si, juntamente com a
adaptacdo continua a presenca de antimicrobianos, contribui para o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. Essa interacdo complexa entre biofilme e resisténcia bacteriana torna
essas comunidades microbianas uma preocupacao significativa na satude humana, requerendo
abordagens terapéuticas mais direcionadas e estratégias de prevencdes eficazes (Guo, 2022).

Sabendo que cepas MRSA possuem uma alta capacidade de desenvolver biofilmes em
superficies teciduais e/ou artificiais, ¢ considerando que bactérias crescendo em biofilmes sao
mais resistentes a agentes antimicrobianos do que bactérias crescendo em estado planctonico,
surge um grande desafio para definir uma abordagem anti-infecciosa capaz de atender a

necessidade de combater esse tipo de infecgdes (Jalalifar, 2022).

Staphylococcus aureus na fibrose cistica

Individuos com FC s3o frequentemente colonizados por MRSA, e estudos globais,
mnclundo dados publicados por nosso grupo, indicaram que a colonizagdo pulmonar cronica
por MRSA resulta em deterioragdo com declinio acelerado da fungdo pulmonar em
comparacdo com pacientes colonizados por cepas de S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA)
(Athanazio, 2023; Rodrigues, 2019).

A vancomicina permanece como o antimicrobiano principal para combater infeccdes
por MRSA, embora tenham ocorrido cepas altamente resistentes a vancomicina (VRSA), que,
no entanto, ndo se espalharam provavelmente devido ao forte custo de aptiddo imposto pelos
genes de resisténcia a vancomicina (McGuinness, 2017).

O wuso de antimicrobianos anti-MRSA (vancomicina, linezolida, daptomicina,
ceftarolina, telavancina, tigeciclina, ceftobiprole e tedizolida) revelou que alguns centros de
atendimento credenciados pela Fundacdo Americana de Fibrose Cistica optam por doses

superiores as aprovadas pela Food and Drug Admmistration (FDA) dos Estados Unidos
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(Esposito, 2019). Essa decisdo ¢ respaldada pela complexidade em atingir o sitio alvo, uma
vez que diversos fatores, incluindo as caracteristicas do ambiente pulmonar e a notavel
capacidade do S. aureus de formar biofilme, contribuem para essa dificuldade (Rather, 2021).
Embora as concentracdes de antimicrobianos anti-MRSA em situagdes planctonicas sejam
amplamente documentadas na literatura (Rodrigues, 2019), a escassez de dados que avaliem
essas drogas em contextos de bioflme ¢ evidente e requer uma investigacdo mais
aprofundada.

Alkm dos antibidticos tradicionais como vancomicina, teicoplanina e linezolida,
podem ser consideradas combinagdes de antbiodticos ou terapias alternativas para abordar
infecgdes resistentes ou recorrentes. Uma opcdo € a combinagdo de antimicrobianos, que pode
aumentar a eficicia do tratamento e reduzir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Por
exemplo, a combinagdo de vancomicina com rifampicina ou gentamicina pode ser utilizada
em casos graves de infeccdo por MRSA, especialmente em infeccoes que envolvem
dispositivos médicos ou tecidos profundos (Aktas, 2021).

No entanto, s3o necessarios mais estudos para avaliar as propriedades dos
antimicrobianos anti-MRSA em condigdes especificas de pacientes com FC, como o uso de
ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprima, além de avaliar a capacidade desses
antimicrobianos em penetrarem no muco espesso € no biofilme caracteristico dos pulmoes e
atingirem concentragdes eficazes, pois essas informacdes ainda ndo estdo totalmente claras
(Smith, 2020).

Adicionalmente, terapias alternativas, como a terapia com inaladores podem ser
utilizadas para administrar antibidticos diretamente nos pulmdes, visando tratar mfeccdes
pulmonares cronicas associadas a FC. Antibidticos como tobramicina inalatdria ou aztreonam
malatorio sdo comumente usados nessa abordagem (Elborn, 2020).

Ha também o desenvolvimento de estratégias anti-viruléncia, que visam um
determinante de viruléncia especifico do patdgeno para ser neutralizado, porém essa
abordagem desenvolvida em S. aureus enfrenta o problema consideravel de que esse
microrganismo apresenta fatores multiplos de viruléncia, o que dificulta o emprego dessa
terapia (Clatworthy, 2007).

Vale ressaltar que a escolha da combinacdo de antibioticos ou terapias alternativas
deve ser individualizada e orientada por um médico especialista, levando em consideragdo a
gravidade da infeccdo, o perfil de resisténcia local, a resposta do paciente ao tratamento e

outras condicdes médicas (L, 2017).
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Devido a sua importancia clinica, ha necessidade de continuas pesquisas para
entender, bem como desenvolver novas estratégias terapéuticas ao combate de infecgdes

desenvolvidas por MRSA em paciente com FC.

JUSTIFICATIVA

Na FC, o S. aureus ¢ o patdogeno oportunista mais comumente encontrado na
populacdo em geral. A persisténcia desse microrganismo nos pulmdes de ndividuos com FC,
apesar das diversas estratégias de erradicacdo, ¢ facilitada por varias caracteristicas tanto do
hospedeiro quanto do patogeno. Entre estas, a capacidade de formar biofilme ¢ uma estratégia
altamente protetora para sobreviver em condigdes ambientais adversas, uma caracteristica
comum compartilhada pelos principais agentes patogénicos identificados na FC.

Comparativamente as bactérias em forma planctonica, os biofilmes bacterianos podem
sobreviver a niveis extremamente altos de antimicrobianos. A resisténcia do biofime aos
antibidticos provavelmente ¢ multifatorial, resultando de um complexo processo fisiologico.

Determinar a eficicia dos principais antimicrobianos utilizados na pratica clinica com
acdo anti-MRSA, especialmente quando presente em biofilmes, ¢ crucial para garantir o
tratamento apropriado, prevenrr o desenvolvimento de resisténcia bacteriana, melhorar a
satde publica e reduzir complicagdes em pacientes com infecgdes pulmonares causadas por

€sse microrganismo.
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1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do crescimento em biofilme na susceptibilidade a antimicrobianos
em Staphylcoccus aureus resistente a meticiina (MRSA) recuperadas de secrecdes

respiratorias de individuos com Fibrose Cistica.

1.1 Objetivos especificos

Determinar a concentracdo inbitoria minima (CIM) de MRSA em estigio planctonico
para os antimicrobianos ciprofloxacina, vancomicina e sulfametoxazol- trimetoprima;

Determinagdo da concentragdo bactericida minima (CBM) para os antimicrobianos
ciprofloxacina, vancomicina e sulfametoxazol- trimetoprima;

Avaliar a susceptibilidade a antimicrobianos para os antimicrobianos ciprofloxacina,
vancomicina ¢ sulfametoxazol- trimetoprima nas amostras de MRSA sob condicdo de

formacao de biofilmes (BIC).
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2 METODOLOGIA

2.1 Delineamento do estudo

Estudo retrospectivo visando a determinacdo da concentracdo inibitdria minima a
alguns antimicrobianos de uso clinico, seu potencial sob condigdes planctonicas e sob
formacdo de biofilme de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) recuperadas
de secregdes respiratorias de individuos com fibrose cistica (FC) acompanhados em dois

centros para o tratamento da doenca na cidade do Rio de Janeiro.

2.2 Espécimes clinicos e origem das amostras

Neste estudo foram avaliadas 26 amostras de MRSA, provenientes de secrecdes
respiratorias de individuos com FC atendidos no Instituto Nacional de Saide da Mulher, da
Criancas e do Adolescente Fernandes Figuerra (IFF/Fiocruz) e na Policlinica Piquet Carneiro
(PPC/UERJ), sendo 15 amostras coletado devia swab de orofaringe ¢ 11 amostras de escarro,
entre o periodo de 2008 e 2022.

Das 26 amostras, 16 foram oriundas de trabalho anteriormente conduzido pelo nosso
grupo (Rodrigues et al, 2019), e as demais (n=10) recuperadas da Colecdo de Bactérias do
Laboratorio de Microbiologia da Fibrose Cistica (LABMiFC) da Disciplina de Microbiologia
e Imunologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da UERJ (Quadro 1).
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Quadro 1 - Caracterizagdo das amostras de MRSA incluidas no estudo

Paciente Amostra Data da coleta Espécime clinico Clinica Spa type
1 9066 24/06/2009 Swab IFF t539
2 14194 02/02/2012 Swab IFF t18066
3 14196 02/02/2012 Swab IFF t021
4 18815 19/12/2014 Escarro PPC

19627 19/06/2015 Escarro PPC
9122 16/07/2009 Swab IFF t1605
> 8394 22/01/2009 Swab IFF t1605
6 9840 07/10/2010 Escarro IFF t002
19630 22/06/2015 Escarro PPC
! 19785 20/07/2015 Escarro PPC
g 8891 22/05/2009 Swab IFF t002
10158 05/04/2010 Swab IFF t002
9 19046 06/02/2015 Escarro PPC
10 7799 20/08/2008 Swab IFF t002
14197 02/02/2012 Swab IFF t318
7687 30/07/2008 Swab IFF t002
11 8484 12/02/2009 Swab IFF t002
9065 25/06/2009 Swab IFF t002
12 23049 30/07/2021 Escarro PPC
23050 30/07/2021 Escarro PPC
13 10430 30/07/2010 Swab IFF t002
14 19133 20/02/2015 Escarro PPC
10279 10/05/2010 Swab IFF t002
15 12481 28/04/2011 Swab IFF t002
18904 23/01/2015 Escarro PPC
16 130/22 22/07/2022 Escarro PPC

Legenda: Instituto Nacional de Saude da Mulher, da Criangas e do Adolescente Fernandes Figueira (IFF) e
Policlinica Piquet Carneiro (PPC)
Fonte: O autor,2023.

2.3 Identificacao bacteriana

Os microrganismos identificados previamente pelo Laboratério de Bacteriologia
Clinica (LABACT-HUPE) como S. aureus que apresentaram perfil fenotipico de MRSA
estavam estocados em tubos tipo eppendorf contendo skim-milk acrescido de 10% de glicerol

(DifcoLabs, Michigan, USA). Visando a possibilidade de contaminagdo ou perda de
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viabilidade, os microrganismos foram re-identificados como S. aureus bem como a
verificagdo do fendtipo MRSA.

A identificacio deu-se a partir de crescimento em placas de Agar Sangue de carneiro a
5% (AS) (preparado em base Agar Columbia, MicroMed, Brasil) e Agar Manitol (AM)
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra). Avaliou-se o comportamento tintorial pelo método de
coloragdo de Gram e em seguida efetuaram-se provas de verificagdo da produgdo das enzimas
catalase, coagulase e DNase.

Coloragao de Gram — foi realizada para identificar os cocos gram-positivos e para
controle da colora¢do utilizou-se as segumtes cepas: Escherichia coli ATCC (American Type
Culture Collection) 25922; S. aureus ATCC 29213.

Prova da Catalase — Uma algada de cultivo bacteriano puro foi transferida para uma
lamina limpa e adicionada uma gota de peroxido de hidrogénio 3% (H202). A formagdo de
bolhas indicou prova positiva € a ndo formagdo prova negativa. Foram utilizadas como
controles as seguintes cepas: S. aureus ATCC 29213 como controle positivo; Streptococcus
pyogenes ATCC 49619 como controle negativo.

Produ¢do de DNase - Para a realizagdio do teste de detec¢do da enzima
desoxirribosenuclease, uma colonia bacteriana foi semeada em meio Agar DNase (DifcoLabs,
Michigan, USA) e incubada a 36+£2°C por 24h. Apos o periodo de incubagdo, a visualizagdo
do halo de degradagdo do acido nucleico contido no meio pode ser vista pela precipitagao do
DNA, com a adicdo de acido cloridrico (HCl 1N) (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) sobre a
placa. O aparecimento de um halo claro ao redor das colonias foi interpretado como prova
positiva, indicando hidrélise do DNA pela enzima desoxirribosenuclease encontrada em S.
aureus. As cepas utilizadas como controle negativo foram E. coli ATCC 25922 e positivo S.
aureus ATCC 29213

Producdo de coagulase - A verificacdo da producdo de coagulase foi determinada pelo
kit Staphcln latex (Laborclin, Parani, Brasi) que tem a finalidade de identificar
Staphyococcous aureus por aglitinagdo em latex. O teste foi realizado de acordo com a bula
do fabricante.; em uma lamina disponibilizada pelo kit, adicionou-se uma colonia ou parte de
uma colonia recente e pura, caso a colonia selecionada seja muito espessa adicionou-se uma
gota de salna (ndo oferecida pelo kit) para diluigdo, em seguida, adicionou-se uma gota do
reagente (disponivel no kit) e com o palito também disponivel no kit foi homogeneizado o
conteudo, fazendo movimentos circulares, a fim de observar a aglutinacdo, o teste foi
considerado positivo quando a suspensdo apresentou grumos grandes, vermelhos e bem

visiveis; A cepa utilizada para controle positivo foi, S. aureus ATCC 29213.
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Fermentagio do manitol - Uma colénia foi semeada em meio Agar Manitol Salgado
(Oxoid, Basingstoke, Inglaterra) e foi incubada por até 48 horas a 36+2°C em aerobiose. O
crescimento de colonias amarelas e alteracdo da coloracdo do meio (indicando que a bactéria
consumiu o carboidrato gerando metabdlitos 4cidos) indicaram se tratar de S. aureus, pois os
Staphylococcus coagulase negativo apresentam colonias com coloracdo rosada. Foi utilizado
S. aureus ATCC 29213 como controle positivo e ATCC 1228 de Staphylococcus epidermides

foi utilizada com controle negativo.

2.4 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos

Para o teste de sensibilidade a antimicrobianos (TSA) foi utiizado o método de disco-
difuisdo seguindo o protocolo do BrCast, 2022. As amostras bacterianas foram testadas para o
antimicrobiano: cefoxitita — FOX (30pg), para a confirmar o fenétipo MRSA. A partir de
colonias puras e isoladas foi feita uma suspensdo em solugdo salina 0,9% e ajustado a escala
0,5 de MacFarland, em seguida inoculadas com swab estéril em uma placa de Agar Muller-
Hinton (Himedia, S3o Paulo, Brasil). Os discos do antimicrobiano foram distribuidos de
forma equidistante sobre a superficie da placa sendo incubados em estufa bacteriologica a
36°C+2°C durante um periodo de 24h. Passado o periodo de incubagdo as placas foram
analisadas quanto a presenca de halos de mibicdo, com a utilizagdo de régua foram medidos
os didmetros (mm) encontrados, verificando assim, se os organismos sao sensiveis, sensivel

aumentando exposicdo ou  resistentes de acordo com a tabela de pontos de corte

disponibilizada pelo BrCast 2022.

-----

Para cada amostra testada foi utilizado 12 pogos de uma placa de microtitulacao de 96
pocos, sendo o primeiro poco, Al, noculado com 200uL. de uma solugdo de uso, essa solugdo
foi feita separadamente para cada antimicrobiano testado, tendo uma concentragdo maxima de

64 pg/mL.
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A composicdo da solugdo de uso para os antimicrobianos ciprofloxacina e
vancomicina foi de 0,10mg do antibidtico testado para cada mL de 4gua destiada. O
antimicrobiano  sulfametoxazol-trimetoprima tem em sua composicdo dois antimicrobianos,
trimetoprima e sulfametoxazol, sendo necessdria realizar a pesagem de forma separada. Na
solucdo de sulfametoxazol foi pesado 0,10mg do antimicrobiano e adicionado hidroxido de
sodio (NaOH) at¢ a completa dissolugdo do pd e na solugdo de trimetoprima, também foi
pesado 0,10mg do antimicrobiano e adicionado acido latico até a completa dissolucdo do po.
Posteriormente, foi feito uma propor¢do de 19 parte de sulfametoxazol para 1 parte
trimetoprima, obtendo uma diluicdo final de 19:1, para a solugdo de uso de sulfametoxazol-
trimetoprima.

Nos 11 pogos restantes foi moculado 100ulL de caldo Muller-Hinton ajustado —
CAMHB (Kasvi, S0 Paulo, Brasil) em cada pogo; partiu-se entdo, para uma diluicdo seriada
passando 100uL do primeiro poco, Al, para o segundo poco, A2; do segundo pogo, A2 para o
terceiro pogo, A3 e assim por diante até o décimo pogo, Al0, obtendo as seguntes diluicdes
de antimicrobiano em cada pogo respectivamente: 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25 ¢ 0,125
ug/mL.

Uma suspensdo bacteriana com concentragdo de 107 UFC/mL foi produzida e SuL
dessa suspensdo foi semeada nos pocos correspondentes a amostra. Sendo sempre a primeira
lnha, A, da placa utilizada com a cepa padrao - Cepa controle de S. aureus ATCC 29213, a
coluna 11 utilizada sempre como controle negativo ¢ a coluna 12 sempre utilizada como
controle positivo. O crescimento bacteriano na coluna 11 foi interpretado como teste mnvalido
€ 0 ndo crescimento na coluna 12 também apontava invalidade no teste, sendo necessaria a
repeticdo daquela amostra.

Apbés as diluicoes e a moculagdo bacteriana das amostras nos seus respectivos pogos
essa placa foi incubada a 36°C£2°C por 20h e em seguida foi feita uma leitura visual da
turvagdo ou concentracado de uma massa bacteriana no fundo do pogo, para determinar a
menor diluicdo capaz de ibir por completo o crescimento bacteriano do patégeno em sua
forma planctonica (Eucast, 2022).

Todas as amostras foram feitas em duplicata, considerando o resultado da CIM a
mesma concentragdo encontrada nos dois ensaios. Em caso de discordancia, foi feito uma

triplicata da amostra.
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2.6 Concentracao Bactericida Minima

A Concentragdo Bactericida Miima (CBM), ¢ a determinagdo da menor concentracao
na qual ndo ha crescimento nenhum de bactéria, ou seja, qual concentragio minima de
determinado antibidtico ¢ capaz de mibir o crescimento total do microrganismo.

A partir da leitura de CIM foi feito o plaqueamento em Agar Mueller-Hinton
(Himedia, S3ao Paulo, Brasil) de todas as concentragdes que nido obtiveram crescimento
visivel. As placas foram incubadas em estufa de 36°C+2°C e foi feita a leitura apos 24h do
micio da incubagdo, sendo considerada a CBM a concentragdo que ndo apresentou nenhum

crescimento bacteriano.

2.7 Concentra¢ao Inibitoria em Biofilme

A Concentragdo Inibitéria em Biofilme (BIC) foi realizada segundo Moskowitz, 2013,
com algumas modificagdes. Essa técnica foi dividida em trés etapas: - a formagdo do
biofilme; - a diluicdo em antibidtico e transferéncia; - e a recuperagdo do biofilme.

Os isolados bacterianos foram cultivados em Agar Muller-Hinton (Himedia, Sdo
Paulo, Brasil), obtendo-se colonias puras e isoladas. Em seguida foi feita uma suspensdo
bacteriana ajustada a escala 0,5 de McFarland de cada amostra. Foi transferido 100uL de
CAMHB para os 96 pocos de uma placa de microtitulagdo, em seguida foi transferido 100uL
da suspensdo bacteriana antes produzida, cada amostra em uma linha da placa, sendo as
colunas 11 e 12 usadas sempre para controle negativo e positivo (ATCC 29123 - S. aureus),
respectivamente. Foi utillizada a tampa de pinos apropriada para a formac¢do de biofilme

(Figura 1). A incubagdo foi feita a 36°C+2°C em estufa bacterioldégica por 20h.
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Figura 1 - Crescimento do Biofilme
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Biofilm Growth Plate Antibiotic Challenge Plate Biofilm Recovery Plate
20 h incubation @ 37°C antibiotic dilutions in CAMHB Transfer biofilms by
without movement (100 uL per well) centrifugation from pegs to
18-20 h incubation @ 37°C CAMHB (100 uL per well)

Fonte: Adaptado de Moskowitz, 2004

A segunda etapa, dar-se inicio com a lavagem das tampas, 3 vezes com agua destilada.
Em seguida montamos a placa de microtitulacio de acordo com a mesma técnica utilizada no
CIM (item 3.5), utilizamos a mesma tampa da etapa anterior.

A placa foi incubada novamente em estufa bacteriologica a 36°C+2°C por mais 20h.

Para recuperacdo e transferéncia do biofilme, niciamos também com a lavagem das
tampas, 3 vezes com dagua destilada. Em seguida transferimos a mesma tampa da etapa
anterior para uma nova placa de microtitulacio de 96 pocos contento 100uL de CAMHB em
cada pogo. Foi realizada uma centrifigagdo a 810X por 20 mm, sendo feitos em dois ciclos de
10 minutos cada. Assim as tampas de pinos foram descartadas e trocadas por tampa padrao.

Foi feito uma leitura da OD650 na Oh. Em seguida essa placa foi incubada por mais 6
horas a 36°C £+ 2°C em estufa bacteriologica ¢ uma nova leitura da OD650 foi feita na 6h,
sendo os resultados definidos como as concentragdes mais baixa da droga que resultaram da
diferenca entre a OD650 na 6h da OD650 na Oh.

O controle positivo foi feito utilizando a cepa ATCC 29213 — S. aureus.
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2.8 Analise estatistica

Para validar a analise comparativa entre as diferentes situagdes abordadas neste estudo
foi utilizado o teste-t. Os dados foram avaliados no aplicativo Prisma (GraphPad, Inc., versao

10.0re). Qualquer diferenga foi considerada significativa quando p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Confirmacio da identificacio bacteriana e do fendtipo MRSA

Os procedimentos laboratoriais empregados confirmaram a identificacdo de todas as
amostras incluidas nesse estudo em S. aureus. Além disso, as amostras tiveram a resisténcia
confrmada, pelo método de disco-difusdo, para o antimicrobiano FOX, confirmando o
fenotipo MRSA.

3.2 Avaliac¢ao da susceptibilidade aos antimicrobianos

3.2.1 Concentracdo Inibitoria Minima

A CIM para CIP entre as 26 amostras de MRSA exibiram concentragdes cujo
resultados variaram de 0,5 a 2ug/mL. Metade das amostras apresentavam CIM de 0,5ug/mL e
7 amostras (27%), CIM de 1 pg/mL. Nessas faixas (0,5 a 1), 3/4 das amostras foram
categorizadas como sensiveis aumentando exposicdo. Apenas 1/4 das amostras foram
caracterizadas como resistentes, com CIM de 2pug/mL (Tabela 1).

Observando a CIM de CIP frente aos dois centros analisados, o nimero de amostras
resistentes foi similar, sendo trés amostras provenientes do IFF e quatro provenientes do PPC.
Entretanto CIM na faixa de lpg/mL foi observada apenas em amostras oriundas do IFF,
centro de acompanhamento pediatrico (Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentracdo Inibitéria Minima para ciprofloxacina em Staphylococcus aureus
resistente @ meticiina (MRSA) isolados de secregdes respiratorias de individuos

com fibrose cistica

Origem Concentracdo do antimicrobiano (pug/mL)
Hospitalar 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
IFF 0 6 7 3 0 0 0 0 0
n= 16
PPC 0 7 0 3 0 0 0 0 0
n= 10
Total
= 6 0 13 7 6 0 0 0 0 0

Legenda: Instituto Fernandes Figueira (IFF); Policlinica Piquet Carneiro (PPC).
Fonte: O autor, 2023.

Utllizando a determmagdo da CIM para VAN, todas as amostras foram classificadas
com como sensiveis. A menor CIM observada foi de 0,5 pg/mL e a maior de 2pg/mL.
Aproximadamente 70% (n=18) da amostragem apresentou CIM de 1 pg/mL, sendo 13 dessas
oriundas do IFF (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo Inibitdéria Minima para vancomicina em Staphylococcus aureus
resistente @ meticilina (MRSA) isolados de secre¢des respiratorias de individuos

com fibrose cistica.

Origem Concentragdo do antimicrobiano (pg/mL)
Hospitalar 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
I_FF 0 2 13 1 0 0 0 0 0
n= 16
PPC 0 1 5 4 0 0 0 0 0
n= 10
Total
= 26 0 3 18 5 0 0 0 0 0

Legenda: Instituto Fernandes Figueira (IFF); Policlinica Piquet Carneiro (PPC).
Fonte: O autor, 2023.

Pela determinagdo da CIM para SUT, as 26 amostras de MRSA exibiram
concentracdes cujo resultados variaram de 1 a 4pg/ml. 2/3 das amostras incluidas no estudo
apresentaram CIM na faixa de 2 pg/mL. Apenas seis amostras foram caracterizadas como
sensiveis aumentando exposicdo, isto ¢, apresentando CIM de 4pg/mL. Nenhuma das

amostras testadas para este trabalho foram consideradas resistentes (Tabela 3).
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Tabela 3 - Concentragdo Inbitéria Minima para sulfametoxazol-trimetoprima em
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) isolados de secrecdes
respiratorias de individuos com fibrose cistica

Origem Concentracdo do antimicrobiano (pug/mL)
Hospitalar 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
IFF 0 0 1 13 2 0 0 0 0
n= 16
PPC 0 0 3 3 4 0 0 0 0
n= 10
Total
= 6 0 0 4 16 6 0 0 0 0

Legenda: Instituto Fernandes Figueira (IFF); Policlinica Piquet Carneiro (PPC).
Fonte: O autor, 2023.

3.2.2 Determinacdo da MICso € 0 MICoo

Ha duas varidveis de CIM que merecem ser estudadas: o MICso e o MICoo. Essas sdo
consideradas ferramentas valiosas na andlise epidemiologica e sdo uteis na determinagdo do
plano de tratamento. O MICso corresponde @ menor concentracdo que consegue mibir 50%
das amostras testadas. Por outro lado, o MICyo representa a quantidade minima de
medicamento necessaria para inibir 90% das amostras. E importante notar que 0 MICoo é mais
sensivel do que o MICso.

A totalidade das amostras apresentou CIMso de 0,5ug/mlL, 1 pg/mL e 2 pg/mL e
CIMyo de 2pug/mL, 1 pg/mL e 2 ug/mL para CIP, VAN e SUT, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - CIMso e CIMyo para ciprofloxacina, vancomicina e sulfametoxazol-trimetoprima
em Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) isolados de secrecdes
respiratorias de individuos com fibrose cistica

Origem . . Concentracdo do antimicrobiano (pg/mL)
Hospitalar ~ ATtimicrobiano CIMs0 CIMoo CIMmin _ CIMmax
CIP 1 2 0,5 2
g VAN 1 1 0,5 2
SUT 2 2 1 4
CIP 0,5 2 0,5 2
R VAN 1 1 0.5 2
SUT 2 4 1 4
CIP 0,5 2 0,5 2
Total VAN 1 1 0.5 2
SUT 2 2 1 4

Legenda: Instituto Fernandes Figueira (IFF); Policlinica Piquet Cameiro (PPC); ciprofloxacina (CIP);
vancomicina (VAN); sulfametoxazol-trimetoprima (SUT). CIMso: representam as concentragdes
necessarias para inibir 50% das amostras; CIMoo: representamas concentragdes necessarias para inibir
90% das amostras.

Fonte: O autor, 2023.

3.2.3 Determinacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos

Analisando o perfil de resisténcia aos trés antimicrobianos testados, frente as 26
amostras de MRSA, destacamos que a maioria dos antimicrobianos apresentaram CIM abaixo
do ponto de corte que os categorizaram como sensivel ou sensivel aumentando exposicao.
Observamos que a categoria de sensiveis aumentando exposicdo foi observada na maioria das
amostras para CIP (n=20/77%) e em 23% das amostras para SUT (n=6). Para VAN todas as
amostras foram identificadas como sensiveis, sendo aproximadamente dois tercos (n=20) das
amostras apresentando sensibilidade simultinea aos antimicrobianos VAN e SUT. Casos de

resisténcia (n=6) so foram observados para CIP (Grafico 1).
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Grafico 1 - Perfl de susceptbilidade aos antimicrobianos em Staphylococcus aureus
resistente a4 meticiina (MRSA) isolados de secregdes respiratorias de

individuos com fibrose cistica

sSUT
20
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Legenda: ciprofloxacina (CIP); vancomicina (VAN); sulfametoxazol-trimetoprima (SUT); sensivel (S);

sensibilidade aumentando exposi¢do (I); resistente (R).
Fonte: O autor,2023.

Amostras com sensibiidade simultainea a VAN e SUT e sensibiidade aumentando
exposicdo para CIP foram observados em 65,38% (n=17), sendo 12 amostras provenientes do
IFF e cinco do PPC. Trés amostras (9840, 18815 e 23049) apresentaram sensibilidade a VAN
e sensibilidade aumentando exposi¢ao para CIP e SUT. O perfil resistente a CIP e sensivel a
VAN e SUT foi observado em duas amostras (7799 e 8394) provenientes do IFF e em uma
unica amostra (19630) obtida de paciente atendido na PCC. Em contrapartida a amostra 7687
proveniente do IFF e as amostras 19046 e 23050 oriundas do PPC, apresentaram o perfil
resistente a CIP, sensivel para VAN e sensibilidade aumentando exposi¢do para SUT (Tabela
5).

Metade dos pacientes apresentaram duas ou mais amostras de MRSA analisadas. As
amostras 18815 e 19627 provenientes do paciente quatro apresentaram um perfil de
resisténcia diferente para o antimicrobiano SUT, a amostras 18815 coletada em dezembro de
2014 apresentava um padrao de sensibilidade aumentando exposicdo e a amostra 19627 de
junho de 2015, seis meses apOs a primeira coleta, apresentou um padrao sensivel para SUT,
ambas foram obtidas de escarro (Tabela 5).

O paciente cinco, também com duas amostras, 9122 e 8394, ambos spa type t1605,

apresentou uma diferenga no perfil de resisténcia para CIP, sendo a amostra 8394 coletada em
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janeiro de 2009 apresentando um perfil resistente para CIP. Seis meses apds a primeira coleta
a amostra 9122 apresentou o perfil sensivel aumentando exposigdo para o mesmo
antimicrobiano, sendo as duas coletada do mesmo espécime clinico, swab nasal.

O paciente sete também apresentou uma diferenca no perfil de resisténcia para CIP,
com apenas um més de diferenca entre as coletas das amostras. A amostra 19630 coletada em
junho de 2015 apresentou um perfil resistente e a amostras 19785 coletada em julho do
mesmo ano apresentou um perfil sensivel aumentando exposicao.

O paciente oito com amostras coletadas com um ano de diferenca, 8891 coletado em
2009 e 10158 de 2010, apresentou o mesmo perfil de resisténcia, compartilhando também o
mesmo spa type (t002).

No paciente 10 foi observado que a primeira amostra, 7799, coletada em 2008,
apresentava um perfil resistente para CIP e spa type t002, quatro anos apds a primeira coleta
em 2012, a amostra 14197 apresentou um spa type diferente, t318 e o perfil para CIP foi
sensivel aumentando exposicao.

Do paciente 11 foram coletadas trés amostras todas tipificadas com o spa type t002, a
amostra 7687 coletada em 2008 apresentou um perfil resistente para CIP, um ano apos a
primeira coleta, em 2009, as amostras 8484, coletada em fevereiro e 9065 coletada em junho
apresentaram o mesmo perfil de resisténcia.

Do paciente 12, obtivemos duas amostras, 23049 e 23050 coletadas no mesmo dia
30/07/2021 que apresentaram um perfil diferente para o antimicrobiano CIP, sendo a primeira
sensivel aumentando exposicdo e a segunda resistente, respectivamente.

E o paciente 15 apresentou trés amostras (10279, 12481 e 18904), todas apresentaram
o mesmo perfil de resisténcia e o spa type t002 foi identificado para duas amostras que foram

coletadas do mesmo espécime clinico, swab nasal (Tabela 5).
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Tabela 5 - Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em amostras de Staphylococcus aureus
resistente & meticilina (MRSA) isolados de secrecdes respiratorias de individuos

com fibrose cistica

Paciente = Amostras Perfll de resistencia Clinica Esp,é'cnne Spa type
FOX CIP VAN SUT clinico
1 9066 R I S S IFF Swab t539
14194 R I S S IFF Swab t18066
3 14196 R I S S IFF Swab t021
4 18815 R | S 1 PPC Escarro
19627 R I S S PPC Escarro
9122 R I S S IFF Swab t1605
> 8394 R R S S IFF Swab t1605
6 9840 R I S 1 IFF Escarro t002
7 19630 R R S S PPC Escarro
19785 R I S S PPC Escarro
g 8891 R I S S IFF Swab t002
10158 R I S S IFF Swab t002
9 19046 R R S 1 PPC Escarro
10 7799 R R S S IFF Swab t002
14197 R I S S IFF Swab t318
7687 R R S I IFF Swab t002
11 8484 R I S S IFF Swab t002
9065 R I S S IFF Swab t002
23049 R I S 1 PPC Escarro
12 23050 R R S 1 PPC Escarro
13 10430 R I S S IFF Swab t002
14 19133 R I S S PPC Escarro
10279 R I S S IFF Swab t002
15 12481 R I S S IFF Swab t002
18904 R I S S PPC Escarro
16 130/22 R | S S PPC Escarro

Legenda: cefoxitina (FOX); ciprofloxacina (CIP); vancomicina (VAN); sulfametoxazol-trimetoprima (SUT);
sensivel (S); sensibilidade aumentando exposi¢do (I); resistente (R); Instituto Fernandes Figueira
(IFF); Policlinica Piquet Carneiro (PPC).

Fonte: O autor, 2023.

3.3 Concentracio Bactericida Minima

Analisando os resultados de CBM, observamos que a faixa de concentracdo variou de

0,5 a 2 pg/mL para CIP e VAN. Para SUT essa faixa variou entre 1 a 8 pg/mL. Casos de
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similaridade com os resultados de CIM foi observado para os trés antimicrobianos testados.
Em 69,3% (n=18) dos casos encontrados tendo resultados similares ao encontrado na CIM
para CIP, nove casos apresentaram uma concentracao de 0,5 ug/mL, as amostras 8484, 9065 e
9066 apresentaram concentragdo de 1 pg/mL e seis casos concentragdo 2 pg/mlL. Para VAN
toda a nossa amostragem (100%) apresentou resultado similar ao encontrado no CIM. E para
SUT 84,7% (n=22) também apresentou a mesma similaridade com os resultados de CIM,
sendo quatro casos com concentracdo de 1 pg/mL, 14 casos apresentando concentragdao de 2
ug/mL e quatro casos concentragdo de 4 ug/mL.

Oito amostras apresentaram concentragdes diferentes entre CIM e CBM para CIP,
cinco amostras provenientes de IFF e trés do PPC. Para SUT observamos quatro casos com
essa diferenga, sendo duas amostras provenientes de IFF e duas do PPC. Observamos que a
amostra 18815 apresentou uma diferenca de duas diluigdes para os dois antimicrobianos

acima citados e as demais amostras apresentaram a diferenca de uma diluicdo entre os

resultados de CIM e CBM (Tabela 6).

Tabela 6 - Resultados da concentragdo inibitoria minima e concentragdo bactericida minima
para o antimicrobiano ciprofloxacina, vancomicina, sulfametoxazol-trimetoprima

de amostras de MRSA recuperadas de paciente com FC

N° de amostras (%)

Antimicrobianos

0,5pugmL 1 pg/mlL 2 pg/ml 4 pg/mL 8 pg/mL p
CIP CIM 13 (50) 7 (30) 6 (23) 0 0 0,023
CIP CBM 9 (34,6) 6 (23) 11 (42) 0 0
VAN CIM 3(11,5) 18 (69) 5(19,2) 0 0 0.01
VAN CBM 3(11,5) 18 (69) 5(19,2) 0 0 ’
SUT CIM 0 4 (15,3) 16 (61,5) 6 (23) 0 0,034
SUT CBM 0 5(19,2) 14 (54) 6(23) 2(7,7)

Legenda: ciprofloxacina (CIP); vancomicina (VAN); sulfametoxazol-trimetoprima (SUT); concentracdo
inibitéria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM). Significativo quando p <0,05.
Fonte: O autor, 2023.

3.4 Concentracao Inibitéria Minima em formacao de Biofilme

Todas as amostras de MRSA incluidas nesse estudo demonstraram a capacidade de
formar biofilme. As amostras que apresentaram uma DO de até 0,05 foram consideradas

fracas formadoras de biofilme, aquelas que apresentaram uma DO entre 0,06 e 0,103 foram
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identificadas como formadoras moderadas e as amostras que revelaram uma DO acima de
0,104 foram classificadas como fortes formadoras de biofilme. A cepa ATCC 29213,
considerada uma forte formadora de biofilme, apresentando uma DO de 0,206. (Oliverra,
2010)

Entre elas, 15 (57,7%) exibiram uma capacidade fraca, 7 (30%) capacidade moderada
de formacdo de biofilme, enquanto outras 4 (15,3%) mostraram uma capacidade forte. As
amostras classificadas como forte formadoras de biofilme apresentaram uma média de
densidade optica (DO) de 0,206 com um intervalo de variagdo de 0,108 a 0,147. Ja as
amostras moderadas variaram entre 0,061 e 0,095, com uma média de DO de 0,103 (Tabela

7).

Tabela 7 — Capacidade de formacdo de biofilme em cepas de Staphylococcus aureus resistente

a meticilina

Capacidade 'de Formacgao de N° de amostras DO média Intervalo de variacao da
biofilme (%) DO
Fraca 15 (57,7) 0,05 0,01 - 0,059
Moderada 7 (30) 0,103 0,061 - 0,095
Forte 4 (15,3) 0,206 0,108 - 0,147

Legenda: DO — densidade dtica.
Fonte: O autor, 2024.

A determmacdo da CIM em formagdo de biofilme para o antimicrobiano CIP variou
entre 8 pg/mL e 64 pg/mlL. Sendo, em 18 amostras obtivemos a concentracdo de 64 pg/mL,
apenas 2 amostras a concentracdo foi de 32 pg/mL, em 5 amostras a concentragdo foi de 16
pug/mL e 1 amostra teve concentragdo de 8 upg/mL Para o antimicrobiano VAN, tivemos a
mesma variagdo, entre 8§ ugmL e 64 pg/ml. Sendo, em 20 amostras obtivemos a
concentragdo de 64 ug/mlL, em apenas 1 amostras foi encontrado a concentragdo de 32
pg/ml, em 2 amostras a concentragdo foi de 16 pg/mlL e, em 3 amostras apresentaram a
concentragao de 8 pg/mL

O ultimo antimicrobiano testado foi SUT e para esse fairmaco tivemos uma variagao
entre 16 pg/mL e 64 pg/mlL, sendo em 18 amostras a CIM obtida foi de 64 pg/mL, em 4
amostras a concentragdo foi de 32 pg/mL e em 4 amostras obtivemos a concentracdo de 16
ug/mL

Foi observado que a maioria das amostras testadas (cerca de 77%) para os trés

antimicrobianos, a concentragdo obtida foi de 64 pg/ml, sendo necessario testar
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concentracdes >64 pg/mL para termos uma definicdo mais precisa da concentracdo necessaria

para esses antimicrobianos surtirem efeito em cepas de MRSA.

3.5 Comparac¢iao da Concentraciio Inibitéria Minima em formaciao de Biofilme

Observamos que a faixa de concentracdo de CIM para CIP variou entre 0,5 a 2ug/mL
em contrapartida para o mesmo antimicrobiano a faixa de BIC variou entre 8 a 64 pg/mL.
Considerando que em 20 amostras obtivemos a concentragdo de 64 pg/mL, apenas a amostra
14194 apresentou concentracdo igual a 32 ug/mL, quatro amostras (9840, 8891, 8484 23050)
tiverem resultado de BIC 16 pg/mL e a amostra 10158 apresentou BIC de 8 pg/mL (Tabela
8).

Avaliando da concentragdo mibitoria minima em formagdo de biofilme, para CIP, em
42,30% (n=11) do total das amostras analisadas, foi necessario uma concentragdo 128x > do
que quando avaliado em condigdes planctonica; para a amostra 14194 essa concentracdo foi
de 64x maior e em quatro caso tivemos uma concentracdo necessaria de 64x > do que quando
comparado a condigdes planctonica; menos de 1/3 das amostras a concentragdo necessaria foi
de 32x >, para as amostras 8484, 8891, 9840 e 10158 essa concentragdo foi de 16x maior e
apenas a amostra 23050 precisou de uma concentragdo 8x maior do que quando avaliado em
condicdes planctonica (Tabela 8).

Para VAN também tivemos uma variacdo de CIM entre 0,5 a 2 pg/mL e de BIC entre
8 a 64 pgmlL. Avaliamos que em 18 amostras o resultado para BIC foi de 64 pg/mL, duas
amostras (14194 e 9065) com BIC de 32 pg/mL, as amostras 9840, 8891, 8484, 10430 e
12481 com BIC de 16pug/mL e uma, 10158 com BIC de 8ug/mL (Tabela 8).

Comparando os resultados de CIM x BIC para VAN notamos que para a amostra
23050 foi necessaria uma concentragdo de 128x >, em 46,15% (n=12) essa concentragdo foi
de 64x > e apenas a amostra 9065 se mostrou necessario uma concentragdo 64x maior em
comparacao com a CIM. Em menos de 1/3 a concentragdo foi de 32x > e em 11,53% (n=3) foi
necessaria uma concentracao de 32x e 16x maior do que quando analisado em CIM. Apenas a
amostra 10158 se mostrou necessaria a concentragdo 8x maior (Tabela 8).

Os resultados de CIM para SUT variou entre 1 a 8 pg/mL, ja para BIC essa variacdo
foi de 16 a 64 pg/mL, sendo 18 amostras com resultado de BIC 64pg/mL, as amostras 14194,
19630, 14197 e 12481 com BIC de 32 pg/mL e quatro amostras (19627, 9122, 19785 e
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18904) com BIC igual a 16pg/mL. Em comparagdo com a CIM podemos analisar que em
apenas uma amostra, 19133 a concentragdo necessdria se mostrou 64x >, em 42,30% (n=11)
tivemos uma concentragdo de 32x > e apenas a amostra 14197 se mostrou necessaria a
concentracdo de 32x maior em relacio a CIM. Em 23,08% (n=6) essa concentragao se
mostrou 16x > e em 19,23% (n=5) precisamos de uma concentracdo 16x maior e para as
amostras 9122 e 19627, uma concentracdo 8x maior quando comparada com os resultados de
CIM para o mesmo antimicrobiano (Tabela 8).

Observamos também que em 46,15% (n=12) foi observado que o valor de BIC para os
trés antimicrobianos foi igual. Ja nas amostras 9122, 19627, 19785 e 18904 o valor de BIC
encontrados foi de 64pg/mlL, 64 pg/mle 16ug/ml, respectivamente para CIP, VAN e SUT.
Trés amostra (9840, 8891 e 8484) apresentaram resultado 16pug/mL, 16pug/mL e 64pg/mL. Os
resultados 64ug/mL, 64pg/mL e 32pg/ml foram encontrados nas amostras 19630 e 14197.
Para a amostra 10158 foi obtido resultado 8ug/mL para CIP ¢ VAN e 64ug/mL para SUT,
para a amostra 9065 o resultado 64pg/mL foi obtido para CIP e SUT, em VAN o resultado foi
de 32 pgmL. A amostra 23050 apresentou um resultado de 16pg/mL para CIP e 64 pg/mL
para VAN e SUT. A amostra 12481 obtivemos um resultado diferente pra os trés
antimicrobianos, 64ug/ml, 16pug/mL e 32ug/mL respectivamente, e para a amostra 10430
obtivemos CIP e SUT com resultados 64pug/ml. e VAN com um resultado de 16ug/mL
(Tabela 8).
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Tabela 8 - Resultados da concentracdo mibitdria minima € concentragdo mibitdria minima em formagdo de biofilme para os antimicrobianos

ciprofloxacina, vancomicina, sulfametoxazol-trimetoprima de amostras de MRSA recuperadas de paciente com FC

Antimicrobianos
Pacierte | Amosira CIP Relagao VAN Relagao SUT Relagao
(ug/mL) CIM x BIC (ug/mL) CIM x BIC (ug/mL) CIM x BIC
CIM BIC CIM  BIC CIM BIC
1 9066 1 64 64x > 1 64 64x > 2 64 32x >
2 14194 0,5 32 64x 1 32 32x 2 32 16x
3 14196 0,5 64 128x > 1 64 64x > 2 64 32x >
4 18815 0,5 64 128x > 1 64 64x > 4 64 16x >
19627 0,5 64 128x > 2 64 32x > 2 16 8x
5 9122 0,5 64 128x > 1 64 64x > 2 16 8x
8394 2 64 32x > 2 64 32x > 2 64 32x >
6 9840 1 16 16x 0,5 16 32x 4 64 16x >
7 19630 2 64 32x > 1 64 64x > 2 32 16x
19785 0,5 64 128x > 2 64 32x > 1 16 16x
8 8891 1 16 16x 0,5 16 32x 2 64 32x >
10158 0,5 8 16x 1 8 8x 2 64 32x >
9 19046 2 64 32x > 1 64 64x > 4 64 16x >
10 7799 2 64 32x > 1 64 64x > 2 64 32x >
14197 0,5 64 128x > 1 64 64x > 1 32 32x
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Legenda: ciprofloxacina (CIP); vancomicina (VAN); sulfametoxazol-trimetoprima (SUT); concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo inibitéria minima em formagao

de biofilme (BIC).

Fonte:O autor,2024
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4 DISCUSSAO

A fibrose cistica tem uma incidéncia de aproximadamente 1:7.576 nascidos vivos no
Brasil, exceto no Sul do pais, cuja incidéncia cai para 1:22.500 individuos nascidos vivos sao
portadores do gene CFTR (Athanazio, 2017). Esses dados sugerem uma distribuicdo desigual
da doenga no territério nacional, refletindo o historico de migragdes europeias para o Sul,
onde a populacdo caucasiana ¢ mais prevalente. Essa diferenca na distrbuicdo da FC tem
relevancia tanto para o diagnostico quanto para o desenvolvimento de terapias de tratamento.
Regides com maior registro da doenga, devera requerer programas especificos de triagem
neonatal para garantir que os pacientes sejam identificados e tratados precocemente (Ribeiro,
2021).

O ultimo relatorio do REBRAFC publicado em 2021 apresentou um n= 6.427
individuos registrados em seu sistema, sendo n=15 estrangeiros ¢ n= 6.412 brasileiros,
abrangendo 51,22% (n= .3292) de individuos do sexo masculino e 48,78% (n= 3.135) do sexo
feminino, entre < 05 anos e > 50 anos. A populacdo pedidtrica ainda ¢ predominante, com um
percentual de 68,74% individuos entre < 05 e < 15 anos, totalizando um n= 2.118 criangas
portadoras de FC em nosso pais. O presente trabalho, evidéncia essa predominincia, onde
61,5% (n=16) das amostras sdo provenientes do IFF/Fiocruz, centro de referéncia para o
tratamento da doenga materno-infantil (IFF/Fiocruz, 2005).

Essa predominancia estd entre os individuos caucasianos, que representam 69,04% (n=
4.437) nos casos registrados. O Sudeste do pais com 44,12% (n= 2.829) ¢ a regido onde
predomina os casos de FC, seguido pelo Sul com 23,03% (n= 1,477) e Nordeste com 17,37%
(n= 1.114). As cidades de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e Bahia, com
26,8%, 12,4%, 8%, 7,5% e 7,3%, respectivamente, sdo as que apresentaram O maior nimero
de registros (REBRAFC, 2021).

A predomindncia da populagdo pediatrica em nosso pais destoa dos nameros
observados em paises desenvolvidos, o relatorio anual de paciente com FC de 2022 da
Fundacdo de Fibrose Cistica (CFF), apontou um crescimento na populacdo adulta passando de
32,8% em 1992 para 59,4% em 2022, e a populagdo pediatrica se manteve estavel, atualmente
sendo representada por 40,6% dos casos. Os Estados Unidos hoje, tem um total de n= 32.621
individuos cadastrados na CFF, onde 91,2% sdo brancos, o que demonstra que a populacdo

branca mundial tem mais propensdo a desenvolver FC. (CFF, 2022)
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A expectativa de vida dos pacientes com FC no Brasil também apresenta uma
diferencia significativa em relacdo ao Estado Unidos, onde a média de obitos de acordo com a
idade do individuo é de 21,5 anos, com a idade maxima de sobrevivéncia em 45,6 anos.
Diferentemente dos dados divulgados pela CFF em seu relatorio de 2022, que apresenta a
idade média de sobrevivéncia em 68,2 anos para individuos nascidos com FC em 2022, essa
diferenca se da devido, principalmente, ao diagndstico precoce e ao acesso a tratamentos
especializados (CFF, 2022; REBRACFC, 2021; Athanazio, 2017).

Apesar dos avancos no diagnostico precoce € no desenvolvimento de tratamentos
especializados, esse cenario reflete a necessidade urgente de melhorias na gestdo da saude
desses pacientes no Brasi, incluindo maior investimento em centros de referéncia,
capacitagdo de profissionais de satde e desenvolvimento de politicas publicas que assegurem
0 acesso a tratamentos inovadores e de alta qualidade para todos.

Por ser uma doenga hereditaria, de carater multissistémica e progressiva, o tratamento
de individuos com FC deve ser feito por uma equipe multidisciplinar, com o objetivo de ser
atendida as necessidades em particular de cada paciente, possibilitando, assim uma melhor
qualidade de vida para os mesmos (Castellani, 2018).

A FC compromete principalmente o sistema respiratorio, sendo necessario terapias
pulmonares como: fisioterapias respiratorias, medicamentos broncodilatadores, mucoliticos e
antimicrobianos, além de tratamentos especificos para os outros sistemas que podem ser
comprometidos pela disfungdo da CFTR, como por exemplo o sistema digestorio, sendo
necessario fazer o uso de enzimas pancredticas, vitaminas € suplementos para auxiliar na
absor¢do de nutrientes (Allen, 2023).

Alkm das terapias tradicionais, o desenvolvimento de terapias genéticas vem
aumentando nas ultimas décadas, moduladores do gene CFTR tem o objetivo de corrigir
mutagdo relacionadas a esse gene, fornecendo um modelo correto para o funcionamento
normal das células (Ensinck,2022).

Porém o tratamento medicamentoso ainda se faz necessdrio, pois o pulmdo como
principal o6rgao atingido, se torna uma fonte de microrganismos por sua natureza mucosa,
apresentando maior susceptibilidade a contaminagdes por S. aureus, P. aeruginosa,
Burkholderia cepacia, entre outras bactérias (Ensinck,2022). A presengca cronica dessas
bactérias nos pulmdes dos pacientes com FC leva a infllamagdes e danos pulmonares
progressivos, sendo a principal causa de morbidade e mortalidade nesses individuos

(Rodrigues, 2019).
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A terapia medicamentosa em episddios de exarcebagdes pulmonares ¢ crucial. As
frequentes exarcebacdes, resultam em maior exposicdo aos antimicrobianos, favorecendo a
selecdo de microrganismos multirresistentes. Com isso, a escolha dos antimicrobianos e a
duracdo do tratamento sdo questdes que dependem do perfil de resisténcia dos patdgenos
envolvidos, da resposta do paciente ao tratamento e da necessidade de mmnimizar os efeitos
colaterais dos medicamentos (Rodrigues, 2019).

Um dos principais colonizadores de infecgdes pulmonares em paciente com FC, o S.
aureus ¢ um patégeno bem adaptado a esse ambiente pulmonar, possuindo uma dificil
erradicacdo, pois determinantes genéticos como por exemplo, a presenca do gene mec A € mec
C, atrbui a esse patdogeno uma resisténcia a meticiina e a todos os antimicrobianos [3-
lactamicos. Além disso esse patdogeno possui uma grande capacidade em formar biofilme, o
que dificulta os tratamentos medicamentosos (Goss, 2011).

Sendo o biofilme um fator de viruléncia que age como uma barreira fisica e quimica
protegendo as bactérias em diferentes estdgios, contra a acdo dos antimicrobianos e do
sistema mmunologico do hospedeiro, permitindo que as infeccdes persistam cronicamente e
aumentem o risco de exarcebagdes pulmonares graves (He X, 2022).

Entre 2007 e 2022 houve uma diminuicdo no numero de individuos fibrocisticos com
cultura microbiologica positiva para MRSA, dados americanos evidenciam que a prevaléncia
em 2007 era de 21,3% de cepas positivas para MRSA, em 2012 esse nimero teve um leve
aumento passando para 26,6%, a partir de 2017, observou-se um declinio no nimero de cepas
positivas para MRSA, sendo esse ano marcado com 25,9%, em 2021 foram registradas 18%
de cepas positivas para MRSA e em 2022 esse nimero diminuiu ainda mais, passando para
15,6% de cepas positivas, com o auxilio das terapias genéticas esse nimero tende a se
estabilizar (CFF, 2022; Rodrigues, 2019).

O antbiograma ¢ um importante aliado na rotina laboratorial, ndo somente pela
determinacdo do perfil de resisténcia do patdgeno diante do antimicrobiano testado, mas
também auxiia e promove uma mudanca no manejo terapéutico, fornecendo dados sobre o
mecanismo de resisténcia bacteriano e deteccdo de padrdes incomuns. A interpretacdo correta
dos resultados desse teste ¢ importante para a escolha do tratamento mais eficaz,
especialmente em um cenario de aumento da resisténcia bacteriana, onde o uso inadequado de
antimicrobianos pode levar a falhas terapéuticas e ao desenvolvimento de cepas ainda mais
resistentes (CLSI, 2021; Humphries, 2021).

A exposicdo constante aos antimicrobianos, comumente administrados nos pacientes

com FC, exerce uma forte pressdo seletiva sobre os microrganismos, o que acaba
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influenciando na plasticidade do genoma desses patogenos. S. aureus, em particular, exibe
uma alta taxa de mutagdo durante a infeccdo pulmonar em pacientes com FC, uma
caracteristica que difere das cepas que colonizam mdividuos saudaveis. Essa elevada
capacidade de mutacdo permite que esse microrganismo se adapte rapidamente ao ambiente
hostll das vias aéreas comprometidas desses pacientes, facilitando sua sobrevivéncia e
permanéncia no organismo, mesmo diante de tratamentos antimicrobianos agressivos. Essa
adaptabilidade genética ¢ um dos principais fatores que contribuem para a dificuldade no
manejo clinico das infec¢cdes por S. aureus em pacientes com FC (Kahl, 2016; Rodrigues,
2019).

A analise do spa type em cepas de S. aureus ajuda a entender a dindmica da resisténcia
bacteriana, especialmente em relacdo a cepas MRSA. O gene spa codifica a proteina A, um
importante fator de viruléncia em S. aureus, e suas variagdes sdo frequentemente usadas como
marcador genético para tipagem molecular. Essa tipagem permite a identificagdo e a
monitorizagdo de diferentes clones bacterianos que circulam em ambientes hospitalares e
comunitarios, ajudando a rastrear a disseminacdo de cepas resistentes e a avaliar a eficicia das
estratégias de controle de infecgdes (Shopsin, 2001).

Além disso, essa andlise molecular fornecer dados sobre a evolugdo e a adaptacao
desses microrganismos em resposta ao uso de antimicrobianos. Ao identificar padrdes
especificos de mutagdes ou associagdes entre tipos de spa type e resisténcia a certos
antimicrobianos, pesquisadores podem prever a iminéncia de novas cepas resistentes e ajustar
as terapias antimicrobianas de forma mais adequada. Esse conhecimento ¢ importante para o
desenvolvimento de politicas de saide publica e para a mmplementagdo de medidas de
prevencdo e controle de mfecgdes, contribuindo para a mitigacdo da resisténcia bacteriana
global (O'Hara, 2016).

Todas as amostras incluidas nesse estudo, fizeram parte de um outro trabalho realizado
pelo nosso grupo (Rodrigues, 2019). As amostras tiveram seu perfil de resisténcia a oxacilina
confirmada pelo teste de disco difisdo, utiizando-se cefoxitina. E sabido que os métodos
laboratoriais comuns para detectar MRSA, como a difusdo em disco de cefoxitina por si so,
podem falhar na deteccdo de resisténcia a meticilina devido ao BORSA (S. aureus resistente a
oxacilina), que sdo caracterizadas pela hiperproducdo de enzimas [-lactamases, capazes de
quebrar a meticilina (Samsudin, 2024). Cabe ressaltar, que essa possibilidade foi descartada
nesse estudo uma vez que todas as amostras incluidas foram previamente detectadas o gene

mecA.
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Foi analisado a concentragdo inbitéria minima pra trés antimicrobianos distintos,
ciprofloxacina, vancomicina e trimetoprim-sulfametoxazol. Seguindo as orientagdes do
BrCast, foi obtido que 23% (n=6) da nossa amostragem se mostrou resistente para o
antimicrobiano  ciprofloxacina e 77% (n=20) se mostrou sensivel para o0 mesmo
antimicrobiano. Para a vancomicma 100% (n=26) dos nossos isolados apresentaram
sensibiidade e para o antimicrobiano trimetoprim-sulfametoxazol, 23,07%  (n=0)
apresentaram resisténcia mtermedidria e 76,92% (n=20) apresentou sensibiidade, sendo
nenhuma amostra apresentando resisténcia. Esses resultados demonstram a importincia de
uma abordagem personalizada no tratamento de infecgdes em pacientes com FC, levando em
considera¢do o perfil de resisténcia local e as caracteristicas individuais de cada paciente.

Em um estudo realizado por Tran em 2023 que teve como objetivo determinar a taxa
de isolados de cepas MRSA que causam pneumonia grave em criancas e avaliar seu nivel de
resisténcia a antimicrobianos, demonstrou sensibilidade para o antimicrobiano ciprofloxacina
em 65,6% (n=21), um resultado proximo ao que encontramos nesse estudo para a analise de
resisténcia de cepas MRSA em exposicdo ao antimicrobiano ciprofloxacina (Tran, 2023).No
mesmo trabalho, Tran avaliou o antimicrobiano vancomicina para as mesmas cepas € seu
resultado apresentou 100 % (n=32) de sensibilidade para esse firmaco, cujo resultado ¢ igual
ao encontrado nesse trabalho (Tran, 2023).

O trabalho realizado em 2021 por Jaradat, teve como objetivo avaliar a ocorréncia e
distribuicdo de MRSA em diferentes fomites em instalagdes publicas no norte da Jordania e
determmar seus antibiogramas, ele avaliou 158 isolados de MRSA, onde 15,3% (n=58)
apontou resisténcia a ciprofloxacina e nenhum dos isolados apresentaram resisténcia a
vancomicina. Mesmo a técnica que Jaradat utilizou tenha sido o de disco de difusdo os
resultados corroboram com os apresentados nesse estudo para os dois antimicrobiano testados
(Jaradat, 2021).

Em 2020 um trabalho realizado na Europa por Numanovic apontou o clone sul-alemao
de MRSA classificado com spa type t041 resistente a ciprofloxacino em 90,48% dos casos
(Numanovic, 2020).

Esses dados demonstram a importancia de conhecer a origem genética de cada cepa e
seu perfil de resisténcia para guiar o tratamento de forma mais coerente e precisa, além de
demonstrar a alta capacidade de cepas MRSA terem perfis diferentes de acordo com a sua
origem, o que demonstram a crescente dificuldade no tratamento de infecgdes por MRSA,
especialmente em pacientes com FC, onde a exposicdo prolongada a antimicrobianos pode

selecionar cepas altamente resistentes.
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Em relacio a andlise de resisténcia de cepas MRSA para o antimicrobiano
vancomicina, além dos estudos citados anteriormente, Rossato, 2020 publicou um estudo
mtilulado “CIM para vancomicina e disfungdo agr em infecgdes mvasivas por MRSA no sul
do Brasil”, que teve como objetivo avaliar a associacdo entre CIM da vancomicina e
disfuncdo do agr em isolados nvasivos de MRSA, nesse estudo, os 171 isolados obtidos de
2014 a 2019 apresentaram sensibilidade para vancomicina, demonstrando que a vancomicina
ainda ¢ o firmaco de primeira linha para o tratamento de FC, mesmo havendo algumas cepas
apresentando resisténcia a vancomicina essa cepas ainda ndo sdo prevalentes entre os
pacientes de FC (Rossato, 2020).

Contudo, ¢ importante monitorar continuamente o surgimento de cepas resistentes a
vancomicina, pois surgimento de tais cepas podem ter consequéncias devastadoras, limitando
severamente as opgdes terapéuticas disponiveis para esses pacientes.

Para o antimicrobiano trimetoprima-sulfametoxazol 76,92% (n=20) das nossas
amostras se mostraram sensiveis ¢ 23,07% (n=6) se mostrou com resisténcia intermediaria.
Duarte, 2018 publicou um estudo onde foi analisado a resisténcia a antimicrobianos em cepas
de S. Aureus em um periodo de 15 anos, onde apresentou um resultado de diminuicao da
resisténcia para os antimicrobianos trimetoprim-sulfametoxazol e gentamicina no periodo
estudado. O que pode explicar o nosso resultado de CIM onde nenhuma das nossas cepas
apresentaram resisténcia para o farmaco trimetoprim-sulfametoxazol. Também nesse estudo,
0 autor apontou uma elevacao crescente na CIM para vancomicina no mesmo periodo, o que
mais uma vez demonstra a importancia de conhecer a origem genética de cada cepa MRSA
(Duarte, 2018).

Outro estudo mais recente de 2020, avaliou o comportamento de cepas MRSA diante
de alguns antimicrobianos que vem sendo utiizados nas Ultimas décadas, dentre eles a
vancomicina € o trimetoprima-sulfametoxazol, nesse estudo o autor John, apontou que o uso
do antimicrobiano ainda ¢ uma alternativa razoavel a terapia de MRSA, porém foi avaliado
essas caracteristica em relacdo a infeccdes de pele e tecido moles, diferentemente desse
trabalho que teve como objetivo avaliar a relagdo desse antimicrobianos com o ambiente
pulmonar caracteristico de pacientes com FC (John, 2020).

Porém pesquisas continuas sdo necessarias para o acompanhamento da evolucdo da
resisténcia dessas cepas, pois mudangas no perfil de resisténcia podem ocorrer devido a
fatores como o uso prolongado de antibidticos, mudangas na pratica clinica e a introducao de

novas terapias.
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A andlise da concentragdo bactericida minima certificou a eficiéncia dos
antimicrobianos testados para cepas em estdgios planctonicos, ndo havendo uma diferenca
significativa entre os resultados encontrados em CIM e CBM.

No entanto, ¢ importante destacar que a eficacia dos antimicrobianos em condi¢des
planctonicas ndao necessariamente se traduz em eficicia em condicoes de biofiime, que
representam o estado mais comum e desafiador das infecgdes cronicas em pacientes com FC.

A concentragdo inbitdria miima em formacao de biofime traz um resultado esperado
para esse estudo, sabendo-se que o biofilme ¢ um fator de viruléncia extremamente eficaz
para a sobrevivéncia bacteriana, conseguimos comprovar com a analise laboratorial essa
eficiéncia. Com apenas 23% (n=6) da nossa amostragem se comportando de maneira
resistente em estdgio planctonico para o antimicrobiano ciprofloxacina, quando comparado
com o resultado de BIC essa resisténcia subiu para 96,15% (n= 25), havendo um aumento de
73,15% na quantidade de cepas resistentes. Esse resultado sublinha a importincia de
desenvolver e implementar novos métodos de tratamento que sejam eficazes contra bactérias
em formacao de biofilme, como o uso de iibidores de biofiime, terapias combinadas ou
novos agentes antimicrobianos.

Para o antimicrobiano vancomicina ndo foi diferente, onde 100% (n= 26) das nossas
amostras se mostraram sensiveill em estdgio planctonico obtivemos 96,15% (n= 25) no
resultado de BIC. Para trimetoprim— sulfametoxazol em estidgio planctonico ndo apresentamos
nenhuma amostra resistente em comparacdo com o resultado de BIC onde tivemos 96,15%
(n=25) da nossa amostragem apresentando resisténcia para esse farmaco. Estudos
demonstram que a eficacia deste antimicrobiano ¢ consideravelmente reduzida em biofimes
formados por S. aureus, o que pode explicar a alta taxa de resisténcia observada nesse estudo.
A literatura também relata que o SUT, que ¢ geralmente eficaz contra cepas planctonicas,
tende a perder sua eficicia contra bactérias em biofilme devido a incapacidade de penetrar e
atingir os biofilmes. (Costerton, 1999)

Um estudo realizado em 2022, onde foi verificado o papel do biofilme nas infecgdes
bacterianas e na resisténcia aos antimicrobianos, demonstrou que bactérias como P.
aeruginosa ¢ S. aureus, principalmente MRSA, sdo oOtimas produtores de biofime e
apresentam resisténcia a multiplos farmacos. O biofilme causa resisténcia a antibidticos por
meio de processos como genes resistentes codificados cromossomicamente. A formacdo dessa
estrutura pode ser relacionada ao desenvolvimento de superbactérias, sendo fundamental o

monitoramento  regular da  resisténcia  antimicrobiana, especialmente em  pacientes
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hospitalizados, a fim de controlar infecgdes relacionadas ao biofilme e de prevenr a
resisténcia antimicrobiana (Pokharel, 2022).

Outro estudo, também de 2022, avaliou a estimativa da concentragdo minima de trés
antimicrobianos diferentes para erradicacdo do biofime formado em implantes por cepas de
MSSA e MRSA, em infecgdo femoral em roedores, esses implantes foram tratados com
diferentes concentragdes de antimicrobianos e com combinagdo entre antimicrobianos para
determmar a concentracdo miima que mataria 100% e 60% das bactérias. O resultado
apresentado demonstrou que a gentamicina foi mais eficaz em matar as bactérias, mas a
quantidade necessaria do firmaco aumentou conforme o biofime amadurecia. E demonstrou
que a combinagdo de rifampicina junto com gentamicina ajudou a reduzir a quantidade
necessaria de antibidtico para eliminar as bactérias, principalmente nos primeiros dias de
mfeccdo. Esse estudo demonstra a importancia de um tratamento precoce porque, a medida
que o biofilme amadurece, fica mais dificil eliminar as bactérias, exigindo doses mais altas de
antimicrobianos (Okae, 2022).

Esses achados indicam que a formacdo de biofilme por cepas de MRSA em pacientes
com FC representa um desafio terapéutico significativo, e estratégias para prevenir ou
mterromper a formacdo de biofilmes sdo essenciais para melhorar os resultados clinicos.Foi
observado que a falta dados na literatura para corroborar com a andlise feita nesse estudo em
relacdo a BIC para CIP, VAN e SUT, sendo necesséario novos estudos para validar os dados
€Xpostos.

Entretanto, esses resultados vém afirmar a crescente preocupacdo com a
multirresisténcias de cepas MRSA em diferentes estdgios e condicdes, para diferentes
antimicrobianos. Aumentando a necessidade de pesquisas continuas para o acompanhamento
da evolugdo do perfil de resisténcia dessas cepas e novas estratégias e condutas para 0 manejo
dos antimicrobianos.

Como dito anteriormente, 16 amostras presentes nesse estudo fizeram parte do
trabalho realizado pelo nosso grupo (Rodrigues, 2019) sendo essas tipificadas quanto ao seu
spa type. Observamos que 62,5% (n=10) das amostras tipificadas apresentaram do spa type
t002, 12, 5% (n=2) apresentaram spa type t1605 e 6,25 % (n=1) apresentaram o spa type t021,
t18066, t539 e t318.

Em 2021, Gilpin publicou um artigo onde ele analisou as caracteristicas fenotipicas de
isolados MRSA na FC, associando essas cepas a piores resultados em comparacdo a infec¢ao
precoce ou intermitente. FEsta associacdo estar relacionada a alteracdes bacterianas

adaptativas, como por exemplo formagao de biofilme (Gilpin, 2021).
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Nesse estudo foram analisadas 26 cepas de MRSA, caracterizadas quanto a tipagem da
proteina A, teste de suscetibiidade antimicrobiana, formagcdo de biofilme e hemdlise sob
condigdes de cultura aerdbica e anaerobica. Os resultados obtidos demonstraram que 51%
(n=25) apresentaram progressdo da doenga/smtomas apos o iicio do MRSA com uso
significativamente maior de antibidticos, o que corrobora com os dados apresentados por
Oken no estudo publicado em 2022 (Gilpin, 2021; Oken, 2022).

Sendo, 38% (n=19) dos isolados pertencia ao spa type t002, curiosamente, 16,3%
(n=8) dos pacientes tiveram uma mudanca no spa type ao longo do tempo. O que valida a
mportancia do conhecimento da origem genética de cada cepa MRSA, para um tratamento
mais eficaz em cada paciente.

Esse estudo também aponta que a CIM foi significativamente menor em condigdes
anaerobicas x aerobicas para vancomicina e rifampicina, mas para trimetoprima-
sulfametoxazol a CIM foi maior, podendo ser explicada pelas condicdes de crescimento
anaerobico, que ocorrem nas vias aéreas dos pacientes com FC, o que pode afetar a expressao
de fatores de viruléncia e a suscetibilidade a antimicrobianos do MRSA, mais do que a
duracdo da infeccdo, essas infecgdes persistente por MRSA sdo frequentemente associada ao
declinio clinico do paciente (Gilpin, 2021).

Contudo, a falta de dados sobre a tipificagdo molecular da protemha A de MRSA
colonizando pacientes com FC, dificulta a analise fenotipica de cada spa type. E sabido que a
populacdo de S. aureus estd em constante evolucdo, sendo a caracterizagdo dessas cepas
essencial para o entendimento aprofundado sobre a distribuicdo das linhagens ja conhecidas e
possivelmente, a descoberta de novas linhagens, fornecendo assim, informagdes criticas sobre
a epidemiologia dessas cepas, que demonstram uma alta capacidade de persistir e sobreviver
em longo prazo nos pulmdes caracteristicos de pacientes com FC.

Compreender a distribuigdo mundial das cepas de MRSA na colonizacdo cronica na
FC, permite o desenvolvimento de estratégias eficazes, capazes de orientar o melhor
tratamento e manter uma boa qualidade de vida para os individuos portadores do gene CFTR.

A compreensdao da dinamica do MRSA na FC, além de orientar as medidas gerais de
controle de infeccdo e da disseminagdo, contribui para o aumento de sobrevida desses
pacientes, portanto, a analise continua dessas cepas € crucial para a adaptagdo de protocolos
clinicos e para a implementagdo de itervencdes que minimizem os impactos dessas infecgdes

no longo prazo.
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CONCLUSAO

Ao fim desse estudo, concluimos que:

a) Na comparacao entre CIM e BIC observamos que a susceptibilidade do
antimicrobianos penetrar no biofilme comparado ao crescimento celular planctonico ¢é
menor, demonstrando assim uma resisténcia bacteriana a a¢do do antimicrobiano em

formagdo de biofilme;

b) Em estigio planctonico detectamos uma sensibilidade de mais de 88% aos trés
antimicrobianos testados o que significa que doses menores de antimicrobianos sao

suficientes para mibir o crescimento de MRSA em estagio planctonico;

c) A comparagdo entre a inbicdo do patdogeno com a sua morte diferu em dois dos

antimicrobianos testados;

Para o antimicrobiano Ciprofloxacmo observamos uma diferenca de 11,38% para a
sensibilidade do patéogeno e 15,39% para a sua resisténcia diante do antimicrobiano

testado;

Para o antimicrobiano Trimetoprim-sulfametoxazol houve uma diferenca de 15,38%

para a sua sensibilidade e para o estidgio intermediario.
J& para o antimicrobiano Vancomicina ndo observamos diferencas significativa.

d) Ja em condicoes de formagdo de biofilme o cenario se mverte, tendo como parametro
os mesmos pontos de corte que foram utilizados para CIM, observamos uma
resisténcia de mais de 96% desses amostras para os trés antimicrobianos testados,

entendendo-se com isso, que a formagdo do biofilme ¢ um fator limitante para a

mibicdo de MRSA,;
e) Conhecer a origem e o perfil genético de cada cepa auxilia no tratamento do paciente;

f) O biofilme se apresenta como um fator de viruléncia bastante eficaz para a

sobrevivéncia bacteriana;

2) A necessidade de pesquisas continuas para entender e acompanhar a evolugdo cada
cepa se faz necessaria para auxiiar no monitoramento e controle de cepas

multirrestientes.
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