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RESUMO

Introducéo: As linhagens sensiveis de Staphylococcus aureus com susceptibilidade
reduzida a vancomicina (VAN) tém atraido a atencdo de pesquisadores,
principalmente nas Ultimas décadas, devido a relacdo com episddios de falha
terapéutica e recidiva de infeccfes. As estratégias de sobrevivéncia microbiana em
linhagens sensiveis sdo denominadas tolerancia e persisténcia capazes de alterar
transitoriamente o metabolismo de parte da populagdo na presenca de
antimicrobianos bactericidas como forma de escape. Portanto, o objetivo deste estudo
foi investigar se diferentes concentracbes de vancomicina sao capazes de induzir
tolerancia ou persisténcia em S. aureus. Materiais e métodos: Cinco linhagens de S.
aureus foram expostas de forma intermitente a 10 pg/mL de VAN durante 6 h. Além
disso, uma linhagem foi escolhida para ser exposta a 100 pg/mL de VAN por 6 h.
Selecionaram-se as linhagens derivadas da ATCC 29213 (parental), E10.6 e E100,
para dar continuidade aos ensaios. Confirmou-se o grau de pureza das linhagens
derivadas por MALDI-TOF MS e por padrdo de similaridade genética por PFGE. Em
seguida, caracterizou-se tolerancia/persisténcia a partir da susceptibilidade por
determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida
minima (CBM) para VAN e ensaio de disco difusdo modificado com VAN, oxacilina
(OXA) e ciprofloxacino (CIP). Esses ensaios foram confirmados por ensaio de curva
de morte com 50 ug/mL de VAN e, por fim, foram avaliadas as alteracdes fenotipicas
de velocidade de crescimento, percentual de autdlise em Triton X-100, nivel de
TBARS e potencial Zeta. Resultados: Todas as linhagens néo alteraram o
guantitativo de células viaveis quando expostas a 10 pg/mL de VAN. Para a ATCC
29213, nem mesmo 100 pg/mL de VAN foram suficientes para eliminar
completamente a populacdo. As linhagens E10.6 e E100, tiveram sua identidade
confirmada, descartando qualquer contaminagdo. Nenhuma linhagem derivada
apresentou alteracéo de susceptibilidade, porém a razdo CBM/CIM foi menor que 32
para todas as linhagens. A linhagem parental e suas derivadas E10.6 e E100
apresentaram alto nivel de tolerancia/persisténcia para OXA e CIP (p > 0,05), porém
esse ensaio néo foi viavel para VAN. Em 6 h, a linhagem E10.6 apresentou 0 mesmo
MDKgg que a linhagem parental, sendo igual a 3 h em fase exponencial e a 6 h em
fase estacionaria. Em contrapartida, 0 MDKagg,99 foi de 6 h em fase exponencial e maior

gue 6 h para ambas as linhagens em fase estacionaria. Quanto as alteracdes



fenotipicas, foram observadas altera¢gdes discretas na fase adaptativa apenas nas em
0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL de VAN. A partir de 1 ug/mL de VAN nédo foi observado
crescimento. Os niveis de TBARS foram aumentados para o grupo tratado com VAN,
bem como os percentuais de autélise por Triton X-100, enquanto a carga superficial
de membrana tornou-se mais negativa (todos com p < 0,05). Conclusdes: O
tratamento com diferentes concentracdes de VAN néo altera a contagem de viaveis,
bem como néo altera os niveis de tolerancia/persisténcia para VAN, OXA e CIP.
Todavia, é capaz de elevar os niveis de peroxidacéo lipidica e o percentual de autdlise,
enguanto reduz a carga de superficie nas linhagens parental e derivadas E10.6 e
E100.

Palavras-chave: S. aureus. Vancomicina. Sobrevivéncia microbiana. Persisténcia a

antimicrobianos.



ABSTRACT

Introduction: Staphylococcus aureus lineages with reduced susceptibility to
vancomycin (VAN) gained attention researchers due to it relation between therapeutic
fails and recalcitrance. Microbial survival strategies are denominated tolerance and
persistence, they are able to change transiently the metabolism of a sub population
exposes to bactericidal antibiotics. So, in this study we investigated if different
concentrations of vancomycin are able to induced tolerance or persistence in S.
aureus. Materials and methods: Five lineages of S. aureus were intermittently
exposed to 10 pg/mL of VAN by 6 h. They were selected derivative lineages of ATCC
29213 (parental), E10.6 and E100, to continue the assays. They were confirmed the
purity of derivative lineages by MALDI-TOF MS and similarity genetic by PFGE. After,
they were characterized tolerance/persistence from susceptibility by minimal inhibitory
concentration (MIC) and minimal bactericidal concentration (MBC) for VAN and
modified disk difusion test with VAN, oxacillin (OXA) and ciprofloxacin (CIP). Those
assays were confirmed by time-kill curve with 50 pg/mL of VAN and, in the end, they
analysed the phenotypic changes in growth taxa, autolysis percentual in Triton X-100,
TBARS levels and Zeta potential. Results: All lineages did not change the viable cells
guantitative when exposes to 10 pg/mL of VAN. For ATCC 29213, even though 100
png/mL of VAN were sufficient to erradicate the population. No one derivative lineage
changes in the susceptibility, but MBC/MIC ratio was smaller than 32 for all lineages.
The parental lineage and it derivatives E10.6 and E100 showed high level to
tolerance/persistence for OXA and CIP (p > 0,05), although this assay was not viable
to VAN. In 6 h, E10.6 lineage showed the same MDKgg than parental lineage, being
equal to 3 h in exponential phase and to 6 h in stacionary phase. In contrast, for both
lineages the MDK99,99 was 6 h in exponential phase and bigger than 6 h in stacionary
phase. Little changes in adpatative phase were observed only in 0,25 pg/mL and 0,5
pug/mL of VAN. From of 1 pg/mL of VAN it was not observed growth. TBARS levels
were increased for the treated group with VAN, as well as the autolysis percentuals,
while the membrane superficial charge has became more negative (p > 0,05 for all).
Conclusions: The treatment with diferentes concentrations of VAN do not change
viable counting, as well as do not change the tolerance/persistence levels for VAN,

OXA and CIP. Although, it is able to increase the lipidic peroxidation levels and



autolysis percentual, while reduce the surface charge in parental and derivative

lineages.

Key words: Staphylococcus aureus. Vancomycin. Microbial survival. Antibiotic
persistence.
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1 INTRODUCAO

O Staphylococcus aureus é um patdogeno causador de infeccdes nosocomiais e na
comunidade, comumente isolado do epitélio humano e mucosas. Apesar da
disponibilidade de novos farmacos com atividade contra S. aureus resistentes a
meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-Resistant S. aureus), o custo e, principalmente,
0 grande numero de estudos para vancomicina ainda mantém o uso deste
glicopeptideo como terapia empirica. Todavia, 0s niveis séricos abaixo de 15 pg/mL
de vancomicina em pacientes com infec¢des estafilocécicas complicadas podem, por

pressao seletiva, levar a falha terapéutica e recidiva (HONORE et al., 2019).

O crescente aumento de infeccdes por linhagens de S. aureus sensiveis a
vancomicina com reduzida susceptibilidade, isto é, com concentracdo inibitoria
minima (CIM) entre 1 e 2 ug/mL (MIC-creep), sdo um problema de saude publica com
impacto significativo nas taxas de morbidade e mortalidade no mundo (KULLAR et al.,
2011). A capacidade de sobrevivéncia de S. aureus, por longos intervalos de tempo
na presenca de fatores ambientais limitantes e condi¢cdes hostis no hospedeiro, é
possivel por meio de adaptacdo do estado fisioldgico e atividades celulares. Esses
mecanismos dificultam sua erradicacdo e favorecem a dissemina¢do, tanto na

comunidade como em hospitais (ONYANGO; ALRESHIDI, 2018).

Na ultima década, pesquisas voltadas para a compreensao dos mecanismos de
persisténcia a antimicrobianos vem sendo realizadas, tendo em vista a crescente
associacdo de microrganismos sensiveis com recidivas e a aceleracdo da aquisicao
do fendbmeno de resisténcia. Sabe-se que populacbes bacterianas geneticamente
idénticas sdo comumente compostas de populagdes menores, fenotipicamente
distintas, com alteragdo transitoria do seu estado metabdlico na presenca de
condicOes estressoras (JOHNSON; LEVIN, 2013). Estas populacfes desenvolvem um
fendmeno chamado persisténcia a antimicrobianos que pode ser dividido em
tolerancia e persisténcia, considerando o percentual da populacdo que expressa 0
fenotipo caracteristico. Quando o percentual € menor ou igual a 1% da populacao da-

se 0 nome de “persisténcia”.
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A persisténcia a antimicrobianos pode ser resultante das condicfes ambientais, pode
ser induzida por drogas; ou pode ser espontanea, com a finalidade de perpetuacdo da
espécie. Em todos os casos, ocorre reducdo da susceptibilidade ao tempo de
exposicao ao estresse, diferente da avaliagdo por métodos convencionais que avaliam
a susceptibilidade em relacdo a concentracdo minima capaz de inibir o microrganismo
(BALABAN et al., 2019).

Particularmente, a persisténcia induzida por drogas ocorre através de gatilhos como,
por exemplo, a exposi¢do de linhagens a concentragdes subinibitérias (MICHIELS;
FAUVART, 2016). Semelhantemente, as concentracfes séricas abaixo do
recomendado para eliminar uma infeccdo, isto €, concentracdes subterapéuticas
também sdo capazes de selecionar populacbes ou subpopulacdes por alteracdes
fisioldgicas transitérias (CONLON et al., 2016). Ao longo do tempo, o acumulo de
mutacdes adaptativas confere a sobrevida a um ou mais antimicrobianos bactericidas,

ampliando a tolerancia e, consequentemente, acelerando a resisténcia.

Sendo assim, a dificuldade de deteccdo de pequenas fracdes de células tolerantes
pode contribuir para a escolha terapéutica inadequada, seguida de evolucdo e
disseminacdo de microrganismos com capacidades adaptativas irreversiveis e
recalcitrantes (LEVIN-REISMAN et al., 2017). Logo, desejou-se com este estudo
investigar se a linhagem de S. aureus ATCC 29213 exposta a diferentes

concentracdes de vancomicina podem desenvolver tolerancia e/ou persisténcia.
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1.1 Staphylococcus aureus: GENERALIDADES DO PATOGENO

O género Staphylococcus compreende microrganismos gram-positivos de 0,5 — 1,5
um de didmetro que podem ser visualizados em microscopia nha forma de cocos
isolados ou agrupados semelhantes a cachos de uva, devido a diviséo celular em trés
planos perpendiculares (HARRIS; FOSTER; RICHARDS, 2002; SANTOS et al., 2007).
Dentre as espécies colonizadoras de humanos, o Staphylococcus aureus esta entre
as mais estudadas, devido a relevancia clinica e diversidade de infeccfes, tanto na

comunidade, quanto no ambiente hospitalar.

Os S. aureus sdo anaeroébios facultativos, iméveis e ndo formadores de esporos
(KLOOS; BANNERMAN, 1994; HARRIS; FOSTER; RICHARDS, 2002). Apresentam
elevada capacidade adaptativa, podendo sobreviver em diferentes ambientes. Suas
colonias sao lisas, arredondadas e de coloracéo cinza ou amarelo-ouro. Quando em
agar sangue costumam formar halo de hemdlise completa das células sanguineas (3-

hemdlise) ao redor das coldnias.

Os ensaios bioquimicos de caracterizagcdo desta espécie, compreendem a
diferenciacdo de cepas de estreptococos por testes de catalase (+) e oxidase (-).
Como particularidade especifica da espécie, 0 S. aureus apresenta alta tolerancia
para meios salinos e a capacidade de fermentar o acucar manitol em acido latico,
tornam o agar manitol salgado um meio seletivo. Além disso, € um microrganismo
tolerante a variacbes de temperatura e produtor de coagulase (+), ligada ou livre, e
DNAse (+) (KLOOS; BANNERMAN, 1994; HARRIS; FOSTER; RICHARDS, 2002;
ROSSATO; REITER; ALVES, 2018).

Como todo gram-positivo, apresentam parede celular espessa (20 — 40 nm), como
revestimento protetor, cujo componente majoritario sdo os peptideoglicanos (50%). A
parede celular também é constituida de acidos teicbicos (40%) que podem estar
associados a parede celular e a membrana celular (HARRIS; FOSTER; RICHARDS,
2002). Esses acidos sao responsaveis por conferir carga superficial negativa para os

S. aureus, auxiliar na captacdo de ions metalicos, como cations bivalentes, e na
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atividade de enzimas autoliticas (ROSSATO; REITER; D’ AZEVEDO, 2018). Ainda na
parede celular sdo encontradas adesinas, autolisinas e proteinas de superficie

responsaveis pela viruléncia do patégeno.

O crescimento e a replicagdo do microrganismo dependem da habilidade de
adaptacao individual de cada linhagem. Em geral, o S. aureus apresenta diversos
mecanismos protetores capazes de auxiliar no processo infeccioso. O processo de
crescimento bacteriano, em condi¢gBes 6timas, € dividido em trés fases: adaptativa
(lag), exponencial (log) e estacionaria. Em fase lag, o microrganismo encontra-se em
preparacdo para sobrevivéncia. Durante a fase exponencial o crescimento torna-se
mais acelerado e eficiente para assegurar o crescimento celular e, a medida que as
bactérias envelhecem, seu crescimento € interrompido (HARRIS; FOSTER;
RICHARDS, 2002).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA E PATOGENESE DA INFECCAO
ESTAFILOCOCICA

A patogenicidade do S. aureus é complexa e multifatorial, pois depende da resposta
imunolégica do hospedeiro e da expressao de fatores de viruléncia que resultam na
capacidade de sobrevivéncia bacteriana (JARRAUD et al., 2002). Em cada fase de
crescimento, a producdo de fatores de viruléncia é modulada por reguladores de
resisténcia. O sistema agr (do inglés, Acessory Gene Regulatory) € um dos
reguladores mais importante estudados para S. aureus. Esse € o sistema controlador
central da expressao de genes de viruléncia que € autorregulado pela densidade
celular (quorum sensing) através da producéo e deteccao de peptideos autoindutores
(ROSSATO; REITER; D’ AZEVEDO, 2018). A baixa regulagao (down regulation) ou a
disfuncdo nesse sistema esta associada a infec¢des persistentes, susceptibilidade
reduzida a glicopeptideos antimicrobianos, formacdo de biofilmes e sdo mais
adaptados as condic¢des in vitro (SOMERVILLE et al., 2002; SCHWEIZER et al., 2011,
GOMES-FERNANDES et al., 2017)

A expressao de fatores de viruléncia quando em condi¢cdes de estresse, como por

exemplo na presenca de antimicrobianos circulantes, € fundamental para
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sobrevivéncia, incluindo os processos de adesao celular, manutencéo, replicacéo e
disseminacao do microrganismo no hospedeiro (SANTOS et al., 2007; NABER, 2009).

Os processos de adesao e colonizacao, inicialmente, ocorrem em sitios primarios de
infeccao, pele e fossas nasais, por fixacdo do microrganismo e sdo importantes para
posteriormente dar inicio ao processo infeccioso (NABER, 2009). Os acidos teicbéicos
da superficie de S. aureus sao essenciais para esse processo (WEIDENMAIER et al.,
2004). ApoOs a colonizagdo, o rompimento das barreiras protetoras ou o
comprometimento do sistema imune, acionam mecanismos bacterianos invasores
através da producédo de enzimas, toxinas e hemolisinas. Entdo, por destruicdo de
tecido alvo, o patdégeno penetra o hospedeiro e desencadeia a resposta aguda
inflamatoria localizada (LOWY, 1998; KOBAYASHI; MALACHOWA; DELEO, 2015). A
lesdo classica que caracteriza a infeccdo por S. aureus é 0 abscesso piogénico.

Patogenos como S. aureus apresentam uma gama de fatores de viruléncia capazes
de evadir as células de defesa e auxiliar no desenvolvimento de infec¢cdo. Séo dois os
mecanismos principais de viruléncia: a resisténcia a peptideos antimicrobianos
(AMPs, do inglés Antimicrobials Peptides) e a resisténcia a morte fagocitaria
(FOSTER, 2004; KOBAYASHI et al.,, 2010). Dentre os fatores de viruléncia,
encontram-se mecanismos anti-opsonizantes e producao de toxinas (leucotoxinas e
enterotoxinas) contra as células fagocitarias (HAAS et al., 2004; WANG et al., 1998)
e sintese de enzimas que eliminam espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés
Reactive Oxigen Species), como catalase e superédxido dismutase (SOD). Ao
colonizar novos sitios, 0 S. aureus é capaz de se multiplicar e por quorum sensing
regula a expressao de biofilmes, por producdo de uma matriz polimérica protetora
contra a acdo de antimicrobianos e células de defesa do sistema imunoldgico

(NABER, 2009).

As manifestacbes clinicas, decorrentes dos mecanismos microbianos de
patogenicidade, podem ser desde locais a sistémicas, com elevada taxa de
mortalidade, dependentes da resposta imunolégica do hospedeiro e das
caracteristicas da linhagem (JARRAUD et al.,, 2002). Dentre as infec¢cbes mais
comuns causadas por S. aureus estdo as infeccbes de pele e tecidos moles

localizadas ou difusas, como foliculite e sindrome da pele escaldada;
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sepse/bacteremia como consequéncia grave de infec¢des localizadas, com quadro de
febre, taquicardia, hipotensdo e taquipneia; infec¢cbes Orgao-especificas
(osteomielites, endocardites e pneumonia) de elevada mortalidade; e toxemias,
relacionadas a liberacdo de toxinas com acao de superantigenos, como intoxicacdes
alimentares e sindrome do choque téxico (BIEN; SOKOLOVA; BOZKO, 2011;
EDWARDS; MASSEY; CLARKE, 2012; SMITH et al., 2012; YAMAMOTO et al., 2013;
ROSSATO; REITER; ALVES, 2018).

1.3 RELEVANCIA CLINICA DE S. aureus E ASPECTOS DA RESISTENCIA A
VANCOMICINA

O S. aureus é um dos principais patégenos isolados no ambiente hospitalar e o
segundo microrganismo mais prevalente em isolados clinicos de pacientes da
comunidade. A colonizacdo nasal e epitelial apresenta relevancia na propagacéo do
patdgeno principalmente em ambientes nosocomiais (LOWY, 1998; SCHMIDT,;
BENARD; CYR, 2015). Cerca de 20 - 30% da populacio saudavel sdo carreadores
persistentes e 50 - 60% séo colonizados de forma intermitente por esse patdgeno. A
auséncia de sintomas para a maioria dos portadores propicia a disseminacdo do
microrganismo e eleva o risco de infec¢des por linhagens de colonizacdo enddégena
(SAVAGE; ANDERSON, 2013; TONG et al., 2015).

As infecgBes estafilococicas podem apresentar duracao variavel em diversos sitios,
devido a sua capacidade adaptativa a diferentes ambientes. Dentre os fatores de risco
associados a infeccdes estafilococicas estdo a idade, imunossupressao, lesbes
cutaneas, doencas renais, dialises e procedimentos invasivos (acesso vascular, uso

de proteses e dispositivos médicos).

As bacteremias por S. aureus sdo infec¢cdes graves com elevada morbidade e
mortalidade (PITTET, 1993; TONG et al., 2015). De acordo O’neill (2014), bacteremias
por esse patdgeno estdo associadas a maiores periodos de internacdo hospitalar,
gerando custos elevados com tratamento e aumento do risco de mortalidade quando
comparado com bacteremias causadas por outros patdégenos. Os custos de
tratamento sdo ainda maiores quando o0s pacientes apresentam mais de um tipo de

complicagéo (NISSENSON et al., 2005). Além disso, devido a urgéncia do tratamento
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para esse tipo de infec¢do, normalmente € realizada terapia antimicrobiana empirica,
antes do resultado de hemocultura. Entretanto, a terapia inicial inapropriada pode
contribuir para resisténcia a antimicrobianos, elevando os custos e as taxas de
mortalidade (KHATIB et al., 2006).

1.3.1 Relacao histérica de linhagens MRSAs com a terapia antimicrobiana

A historia dos antimicrobianos e o surgimento de linhagens de S. aureus resistentes a
meticilina tem relagdo direta com a manutengdo do uso da vancomicina e outros
glicopeptideos para o tratamento empirico de infeccbes por S. aureus. Desde o
primeiro isolado de MRSA reportado, em 1961, o uso indiscriminado de vancomicina
como alternativa aos B-lactamicos, gerou crescente surgimento de novas linhagens
resistentes (CHAMBERS, 2001).

A disseminacdo dos clones resistentes e a aquisicdo do cassete estafilococico
SCCmec (do inglés, Staphylococcal Cassette Chromosome Mec) séo responsaveis
pela distribuicdo mundial de linhagens MRSA. As linhagens de S. aureus resistentes
a meticilina possuem genes cromossdmicos mecA ou mecC (PATERSON et al., 2014;
ROSSATO; REITER; D’ AZEVEDO, 2018). Esses genes sdo transportados pelo
cassete estafilococico SCCmec movel, que codifica uma proteina ligadora de
penicilina (PBP, do inglés Penicillin Binding Protein) adicional, chamada PBP2a, com
fraca afinidade por B-lactamicos (SANTOS et al., 2007; WHO, 2017; FRACAROLLI;
OLIVEIRA; MARZIALE, 2017). Portanto, a PBP ¢é inativada, enquanto a PBP2a
mantém a sintese da parede celular e a sobrevivéncia do microrganismo. A
disseminacdo de linhagens MRSA para o ambiente hospitalar, limitou a terapia
antimicrobiana para S. aureus aos glicopeptideos (SANTOS et al., 2007). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude, o S. aureus resistente a meticilina €&

enguadrado como patdégeno prioritario no cenario mundial (WHO, 2017).

A resisténcia a antimicrobianos é um problema de salde mundial hd décadas,
responsavel por, aproximadamente, 700 mil mortes anuais (WHO, 2017). Nos Estados
Unidos da América (EUA), a média de infeccBes por MRSA jé relatada foi de 80.000
casos/ano, com 11.000 mortes aproximadamente (KLEVENS, 2007; MALANI, 2014).

Infecgdes por microrganismos resistentes apresentam elevada taxa de mortalidade e
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custos ao sistema de saude, devido as complicac6es e a recorréncia de infec¢des. O
aumento na frequéncia de isolados, tanto nos hospitais, como na comunidade, com
mutacdes que conferem resisténcia constitui um grave problema de saude publica.
Uma vez que quando a infeccdo por linhagens MRSA se estabelece, ocorre piora no
prognostico, resisténcia variavel a outros antimicrobianos, bem como dificuldade na
escolha da terapia antimicrobiana; e percentual elevado de mortalidade entre 20 a
40%, em até 30 dias (WEINER et al., 2016; DUARTE et al., 2018).

A escassez de estudos epidemiolégicos mais completos e multicéntricos dificulta a
identificacdo do perfil dos isolados atuais para S. aureus, principalmente em paises
menos desenvolvidos. A variabilidade de resisténcia se modifica de acordo com a
regido geografica e com o material clinico analisado (RODRIGUEZ-NORIEGA et al.,
2010; MEJIA; ZURITA; GUZMAN-BLANCO, 2010; LEE et al., 2018). Os paises de
maior prevaléncia de MRSA est&o localizados na América e na Asia (LEE et al., 2018).
Em 2009, no Brasil, a prevaléncia de infeccbes por MRSA foi de 44% a 56%
(FERREIRA et al., 2009; CARVALHO; MAMIZUKA; GONTIJO FILHO, 2010).
Enquanto, nos paises europeus e nos EUA a prevaléncia foi, respectivamente, de 1 —
24% e, cerca de, 40% (DULON et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015). A aumentada
distribuicao de linhagens MRSA na comunidade, elevou ainda mais os percentuais de

internacdes por infec¢des resistentes (LEE et al., 2018).

O Programa SENTRY de Vigilancia de Antimicrobianos (do inglés, Antimicrobial
Surveillance Program) publicou em 2009 dados sobre a prevaléncia de S. aureus na
América do Norte e na América Latina (GALES et al., 2009). De acordo com o estudo,
de 1997 a 2006, houve um aumento de resisténcia para a maioria dos antimicrobianos
por toda a América Latina, enquanto o percentual de isolados MRSA com
concentracéo inibitoéria minima (CIM) maior ou igual a 1 pg/mL diminuiu de 96,6% para
92,3% (MEJIA; ZURITA; GUZMAN-BLANCO, 2010). A versatilidade deste patdégeno
gram-positivo e sua capacidade adaptativa em diversos nichos ambientais, tem
contribuido para a disseminacdo de linhagens com susceptibilidade reduzida e

resistentes aos farmacos de escolha para tratamento.

Apesar de serem casos raros, em 2014, isolados foram identificados como S. aureus

resistentes a vancomicina (VRSA do inglés, Vancomycin Resistance S. aureus)
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advindos de pacientes que receberam o tratamento por mais de 30 dias com
vancomicina sem eficacia terapéutica (OLIVEIRA et al., 2014). Linhagens resistentes
a multiplos antimicrobianos, como MRSA e VRSA, elevam ainda mais 0s custos com
a terapia antimicrobiana, cerca de duas vezes mais comparada a infecgbes por
microrganismos sensiveis (FILICE et al., 2010). Além disso, a previsdo de mortalidade
por infeccBes causadas por microrganismos resistentes superara o quantitativo de
mortes por cancer (O’'NEILL, 2014). Embora a plasticidade do genoma estafilococico
seja irreversivel, no sentido de aumentar o nimero de mutacdes e aquisicdo de
elementos genéticos méveis que confere resisténcia, as infec¢gées por microrganismos

sensiveis tem sido alvo de preocupacao nas ultimas décadas.

1.4 FALHA TERAPEUTICA ASSOCIADA A TERAPIA EMPIRICA COM
VANCOMICINA

1.4.1 Aspectos da vancomicina como terapia empirica

Especificamente para infeccdes estafilocdcicas, o uso de vancomicina é recomendado
para linhagens resistentes a penicilinas, suspeita de infeccdo por MRSA e casos de
pacientes com alergia a penicilinas e/ou cefalosporinas (AVENT et al., 2013).

O uso da vancomicina foi liberado em 1956, entretanto, na época, com a ampla
utilizacao de meticilina, oxacilina e outras penicilinas sintéticas com menor toxicidade,
seu uso retornou somente apoés a identificacdo de isolados MRSA (WISPLINGHOFF
etal., 2004; LODISE et al., 2007; FOWLER et al., 2005; TROIDLE et al., 2007; RYBAK
et al., 2009). A vancomicina € um antimicrobiano bactericida da classe dos
glicopeptideos que atua inibindo a sintese de parede celular de bactérias gram-
positivas. Seu mecanismo de acdo compreende a formacgédo de um complexo estavel
com os pentapeptideos de mureina, impedindo a formacdo de peptideoglicanos,
principais constituintes da parede celular estafilococica (VANDECASTEELE;
BOELAERT; DE VRIESE, 2009; RUBINSTEIN; KEYNAN, 2014). Durante a sintese de
peptideoglicanos, no citoplasma, o aminoacido L-alanina € convertido em D-alanina
(D-ala). O D-ala é ligado a outra molécula idéntica, formando um dipeptideo D-ala-D-
ala. Entdo, cada dipeptideo formado € adicionado ao tripeptideo uracil difosfato-N-
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acetilmuramico, dando origem a um pentapeptideo. Esse ultimo, por sua vez, é

adicionado ao peptideoglicanos.

Vancomicina se liga, com alta afinidade, ao pentapeptideo na por¢cdo C-terminal D-
ala-D-ala, impedindo a ligacdo do peptideoglicanos. Logo, ocorre o bloqueio da
adicao de precursores na cadeia de peptideoglicanos nascentes (transglicosilacéo) e
a formacédo de pontes cruzadas (transpeptidacdo) (COURVALIN, 2005). Entdo, o
segundo estagio da sintese da parede celular € impedido por bloqueio da etapa de
transglicosilagdo e de transpeptidacdo (VANDECASTEELE; BOELAERT,; DE
VRIESE, 2009; SUJATHA; PRAHARAJ, 2012; RUBINSTEIN; KEYNAN, 2014;
ONYANGO, 2018).

Com relacdo as caracteristicas estruturais, a vancomicina apresenta peso molecular
de 1.449 Da e, por isso, sua atividade limitada aos gram-positivos, devido a dificuldade
de penetrar na membrana externa de gram-negativos (SPAGNOLO et al., 2014).
Apresenta efeito diminuido na fase estacionaria de crescimento bacteriano, em
inéculos bacterianos maiores que 10° Unidades Formadoras de Colbnias (UFC)/mL

(efeito de in6culo) e condigbes anaerdbicas de crescimento (RYBAK et al., 2009).

Devido a sua baixa absorcdo por via oral, a vancomicina € administrada por via
endovenosa. Cerca de 50 — 60% do farmaco encontra-se ligado a proteinas
sanguineas. A penetragdo nos tecidos pode ser afetada por condi¢es inflamatorias e
comprometimento imune. Esse farmaco nao € biotransformado, portanto € eliminado
(90%) na forma inalterada pelos rins, com meia vida de 4 — 8 h. A estreita janela
terapéutica, isto €, a dose minima € bem préxima a dose maxima eficaz, limita a
utilizacdo de concentragbes elevadas. Niveis séricos acima de 40 pg/mL séo
considerados téxicos (RYBAK et al., 2009) . Sinais e sintomas comuns ap0s a infusédo
sao eritema da face e pescoco e prurido, chamado de sindrome do homem vermelho.
Esses sintomas podem ser eliminados por administragdo conjunta com anti-
histaminicos e infuséo lenta de 1,5 — 2,0 horas (10 mg de vancomicina/min) e podem
estar acompanhados de queda da presséao arterial, dores musculares e espasmos
(HOEFEL et al., 2004).
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As caracteristicas farmacocinéticas e farmacodindmicas da vancomicina devem ser
levadas em consideracdo e ajustadas de acordo com as condi¢bes do paciente. O
parametro que melhor prediz a eficacia de vancomicina em infeccdes por S. aureus,
independente da CIM, é a area sob a curva (AUC)/CIM. De acordo com estudos, 0
parametro AUC/CIM deve ser maior que 400 para obtencédo de cura clinica ou eficicia
clinica e maior que 850 para cura bacteriologica (MOISE-BRODER et al., 2004;
VANDECASTEELE; DE VRIESE; TACCONELLI, 2013). Isto €, a medida que ocorre

aumento da CIM, a probabilidade de atingir a cura clinica € reduzida.

Apesar de poucos estudos clinicos comprovados na éarea, esses valores séo
geralmente aceitos como alvo PK/PD para vancomicina. As diretrizes norte
americanas estabelecem os niveis séricos minimos de 15 — 20 pug/mL para obtencao
de eficacia clinica (AUC/CIM > 400) no tratamento de infeccdes complicadas por
MRSA, incluindo bacteremias (RYBAK et al., 2009; JUNG et al., 2014). Como é de
conhecimento geral, doses abaixo do recomendado (subterapéuticas) sao frequentes,
principalmente em pacientes criticos. Fatores clinicos como taxa de filtragéo
glomerular, doencas renais e hipoalbuminemia alteram a distribuicdo e a eliminagao
do farmaco, alterando assim os valores dos parametros farmacocinéticos para niveis

séricos nao eficazes.

1.4.2 S. aureus com susceptibilidade reduzida a vancomicina

As primeiras descricfes relacionadas a sensibilidade reduzida ao glicopeptideo
ocorreram em pacientes com esquemas terapéuticos prolongados utilizando a
vancomicina (HIRAMATSU et al., 1997; SMITH et al., 1999; MEJIA; ZURITA;
GUZMAN-BLANCO, 2010). Desde entdo, a reducdo dos percentuais de isolados
MRSA e o aumento de relatos de estafilococos com susceptibilidade reduzida a
vancomicina, linhagens com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA do inglés,
Vancomycin Intermediate Staphylococcus aureus) e heterorresistentes (hVISA), é um

alerta quanto a utilizacao desenfreada do glicopeptideo.

Um dos fatores favoraveis para o desenvolvimento de S. aureus com susceptibilidade
reduzida a vancomicina € a sua estrutura molecular e o0 mecanismo de agcao deste

farmaco. O tamanho e o alvo de acdo da vancomicina resultam na formacéo de uma
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barreira fisica na superficie da membrana bacteriana com o préprio farmaco, levando
a baixa penetracdo da molécula (DERESINSKI, 2009; RONG; LEONARD, 2010). O
longo tempo de uso do farmaco também esta associado a falha ou a baixa resposta
clinica no tratamento (HIRAMATSU, 1998; KIM et al., 2000). No Brasil e outros paises
em desenvolvimento, a auséncia de monitoramento dos niveis séricos de pacientes
em uso de vancomicina e as condicbes de saude sdo fatores que predispde o
surgimento de linhagens menos susceptiveis ao farmaco (BREVES et al., 2015;
VITORIA et al., 2019).

Considerando o numero relativamente baixo de isolados VRSA no mundo até o
momento, pesquisas com foco em linhagens sensiveis com susceptibilidade reduzida
a vancomicina sao realizadas, a fim de compreender a capacidade de sobrevivéncia
de S. Aureus na presenca do farmaco e a relagdo com falhas terapéuticas. Em geral,
linhagens hVISA apresentam CIM < 2 pg/mL para vancomicina, com subpopulacdes
(10° a 10 células) com CIM = 4 ug/mL. Por esse motivo, a prevaléncia deste fenétipo
e variavel nos estudos, devido a baixa concentracdo de células com sensibilidade
diminuida e a variedade de metodologias pouco sensiveis utilizadas para deteccao
(RONG; LEONARD, 2010; HOWDEN et al., 2010).

A falha terapéutica relatada para vancomicina & bem estabelecida também com base
no aumento dos valores de CIM, denominado MIC creep. Os motivos que resultam no
incremento da CIM ainda sao controversos, juntamente com o0s outros fenbmenos

adaptativos, o uso da vancomicina tem sido questionavel.

Em 2007, a alteracéo dos critérios de susceptibilidade pelo CLSI, em virtude do MIC
creep e infeccbes com susceptibilidade reduzida, teve por objetivo aumentar a
sensibilidade da técnica de determinacdo da CIM e auxiliar no manejo de terapia
empirica (TENOVER; MOELLERING JR, 2007; DHAND; SAKOULAS, 2012). In vitro,
a classificacédo da susceptibilidade baseada na determinacéao da CIM, técnica padréo-
ouro, tem sido controversa. Mesmo isolados classificados como sensiveis para
vancomicina, conforme o critério estabelecido pelo CLSI (2018), com valores de CIM
proximos ao intervalo maximo de sensibilidade (2 pg/mL) tem sido associados com
baixa eficacia clinica (SORIANO et al., 2008; PEA; VIALE, 2009; GOULD, 2012,
HOLLAND; FOWLER, 2011; RICHTER et al., 2011). Episédios de bacteremias por
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isolados S. aureus sensiveis a meticilina (MSSA), nunca expostos a vancomicina, com
valor de CIM = 1,5 ug/mL, estdo associados a piora da resposta clinica (SORIANO et
al., 2008; HOLMES et al., 2011; AGUADO et al., 2012; CERVERA et al., 2014).

Durante a terapia com vancomicina, 0s parametros farmacocinéticos e
farmacodinamicos devem ser levados em consideragao para garantir eficacia ou cura
clinica. Linhagens MRSA com CIM igual a 2 pg/mL apresentam dificuldade em
alcancar a razdo AUC/CIM estabelecida, uma vez que o0s niveis séricos de
vancomicina se encontram abaixo do preconizado (15 — 20 pg/mL) (DHAND e
SAKOULAS, 2012). Mais recentemente, surgiu ainda a hip6tese de que os valores de
CIM para vancomicina podem ser marcadores de caracteristicas especificas dos
microrganismos relacionados a falha terapéutica, como por exemplo, espessamento
de parede celular (FALCON et al., 2016).

1.4.3 Capacidade adaptativa de S. aureus

A capacidade adaptativa dos estafilococos é dada pela rapida modificacdo das
atividades celulares e fisiologicas que permitem sua colonizagdo em condi¢des hostis,
adaptacdo a condicdes estressoras e, até mesmo, bactericidas (ONYANGO;
ALRESHIDI, 2018). Dentre as caracteristicas que podem ser alteradas, o envelope
celular bacteriano (parede celular e membrana celular) é um dos mais citados, pois é
responsavel por vérias fungbes vitais da célula envolvidas na infeccdo e

patogenicidade.

A adaptacdo do patdgeno a partir da alteracdo do envelope celular funciona como
mecanismo protetor de variacbes térmicas, exposicdo a farmacos e defesas do
hospedeiro. Como o primeiro ponto de contato entre a bactéria e meio externo se da
pelo envelope celular, uma das respostas mais comuns ao estresse na adaptacao
estafilococica € o espessamento da parede celular (ONYANGO; ALRESHIDI, 2018).
Por esse motivo, a parede celular € um dos principais alvos dos antimicrobianos
convencionais para estafilococos, pois atuam inibindo uma ou mais etapas de sua
sintese. Muitos outros mecanismos podem ocorrer, de forma transitéria ou nao,

dependendo do gatilho estressor, como alteracdo da composi¢ao da parede celular,
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pressdo osmotica, reducdo da velocidade de crescimento e replicacdo, alterando os
tamanhos das células bacterianas (ONYANGO; ALRESHIDI, 2018).

Outro ponto de alteracdo é o conteldo citoplasmatico, caso haja comprometimento do
envelope. Portanto, o conjunto de alteracdes diante dos estimulos externos mantém
a homeostase bacteriana e, quando o estresse é eliminado, as células retornam ao
fendtipo basal. Os mecanismos que favorecem a heterogeneidade fenotipica podem
ser de natureza epigenética, isto €, ndo envolvem mudangas no genoma, garantindo
a reversibilidade da condi¢ao observada. Entretanto, em alguns casos a transmissao,
pode ocorrer por varias geracdes, por mecanismos de heranca epigenética (CONLON
et al., 2016; ONYANGO; ALRESHIDI, 2018).

Com excecdo da resisténcia, as estratégias de sobrevivéncia bacteriana foram
negligenciadas durante muitos anos. Segundo Michiels & Fauvart (2016), parte desta
negligéncia foi devido a falta de esclarecimento quanto a sua relevancia clinica. Por
anos, a concepcao de que infeccdes resultam primariamente da resisténcia
antimicrobiana atraiu a atencdo de pesquisadores para estudos com isolados
resistentes, como MRSA (CONLON, 2014). A dificuldade técnica de detec¢do da
transicdo de fendtipo observado em pequenas fracdes de células também colaborou
com o atraso de pesquisas nesta area (MICHIELS; FAUVART, 2016). As falhas
terapéuticas sdo complexas e nao podem ser explicadas apenas pelo
desenvolvimento de resisténcia (CONLON, 2014). No estudo de Welsh et al. (2011),
bacteremias reincidentes tratadas com vancomicina apresentaram falha terapéutica

independente do desenvolvimento de resisténcia a vancomicina.

Embora os S. aureus resistentes a antimicrobianos sejam uma importante
preocupacéao, falhas no tratamento com antimicrobianos s&o mais complexas e
multifatoriais (CONLON, 2014). Isolados MSSA permanecem apresentando
dificuldade e falhas no tratamento, o que tornam as infec¢des por isolados MSSA um
problema de salude ainda mais preocupante, com casos de falhas terapéuticas em
terapias com vancomicina, linezolida e daptomicina (SENNEVILLE et al., 2011,
SHIELDS et al., 2012).
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1.5. PERSISTENCIA A ANTIMICROBIANOS COMO ESTRATEGIA ADAPTATIVA

As falhas terapéuticas em infeccGes por microrganismos susceptiveis podem estar
relacionadas a outras estratégias de sobrevivéncia dos microrganismos, como a
persisténcia a antimicrobianos. Esse termo descreve populacdes bacterianas
refratarias ao tratamento com antimicrobianos, seja in vitro ou no hospedeiro. O
estresse gerado pelas condi¢cdes do meio, como por exemplo auséncia de nutrientes,
tratamento com antimicrobianos, pH e presenca de fagocitos, pode acionar vias
metabdlicas responsaveis por alteracdes fisioldgicas que mantém a sobrevivéncia das

células por longos periodos (CONLON, 2014).

A persisténcia a antimicrobianos foi descrita pela primeira vez em 1944, quando
Joseph Bigger expbs S. aureus frente a concentracdes de penicilina e observou a
morte rapida da maioria da populacéo e sobrevivéncia de uma subpopulacéo de S.
aureus por longo periodo de tempo. Apdés a retirada do antimicrobiano, a
subpopulagao residual apresentou recrescimento (BIGGER, 1944). Desde entéo,
sabe-se que populacdes bacterianas geneticamente idénticas sdo comumente
compostas de populagcdes menores fenotipicamente distintas (JOHNSON; LEVIN,
2013). Apenas na ultima década, estudos nesta area retornaram apoiando o papel
das estratégias de sobrevivéncia em infecgdes crbnicas e recidivas (CONLON, 2014).
Desde entdo, estudos voltados para pesquisas destes fenbmenos vém sendo
realizados, porém com o uso inapropriado de termos, muitas vezes com conotacao de

similaridade.

Em estudo publicado em 2016, os autores descreveram 0S termos e propuseram a
diferenciacao destas estratégias de sobrevivéncia através de avaliacdo da cinética de
morte. A tolerdncia descreve “a habilidade, herdada ou ndo, de microrganismos
sobreviverem a exposicao transitdria a elevadas concentracdes de um antimicrobiano
sem alterar a CIM, geralmente alcancada por desaceleragdo de um processo
essencial bacteriano” (BRAUNER et al., 2016). Por exemplo, os B-lactamicos
necessitam da sintese de parede celular ativa para eliminar bactérias, logo o
crescimento bacteriano lento (forma de tolerancia) ira acarretar em longa duracéo do

tratamento para alcangcar os mesmos niveis de morte para a maioria da populagéo.
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Ja a persisténcia, segundo a definicdo de Brauner e colaboradores (2016), € “a
habilidade de uma subpopulacdo advinda de uma populacdo clonal sobreviver a
concentracdes elevadas de um antimicrobiano” e pode ser “tipicamente observada
guando a maioria da populagdo bacteriana € rapidamente morta enquanto uma
subpopulagéo persiste por um periodo mais longo de tempo, apesar da populagéo ser
clonal’. A diferenca principal entre tolerancia e persisténcia € no tamanho das
subpopulagcdes persistentes (tipicamente menor que 1%) da populacdo bacteriana
dominante e, portanto, necessitam de periodos de tempo maiores para serem

erradicadas completamente.

A tolerancia, a persisténcia e a resisténcia apresentam como resultado comum a
sobrevivéncia microbiana, entretanto possuem caracteristicas diferentes quanto a
susceptibilidade. Classicamente, por definicdo, a resisténcia é uma habilidade
herdada que permite a sobrevivéncia e a replicacdo bacteriana na presenca de
elevadas concentracbes de um antimicrobiano, comumente detectada pela

determinacao dos valores de CIM (BRAUNER et al., 2016).

A tolerancia e a persisténcia sdo ainda divididas em subtipos de acordo com os
mecanismos envolvidos. As tolerantes sao divididas em tolerantes por lag e tolerantes
por crescimento lento. A tolerancia por lag ocorre em funcdo de alteracdes de nichos
ou meio de cultura (AMATO; ORMAN; BRYNILDSEN, 2013) com extenséo da fase
adaptativa. Quando a duracdo dessa fase é maior que o tempo de tratamento com o
antimicrobiano, € observado um efeito protetor da fase lag. A tolerancia por
crescimento lento ocorre em condicOes de restricdo de nutrientes (carbono, por
exemplo). Nesta situacdo, as bactérias reduzem a taxa de crescimento bacteriano,

reduzindo assim a atividade de antimicrobianos bactericidas.

Em contrapartida, as persistentes sdo divididas em dose dependente e tempo
dependente. A persisténcia do tipo dose dependente esta relacionada a fatores
genéticos envolvidos na resisténcia (resistomas), pois através de estimulos, em fase
lag, sdo capazes de super expressar fatores de resisténcia, como bombas de efluxo,
e anular o efeito do antimicrobiano (ADAMS et al., 2011; AMATO; ORMAN;
BRYNILDSEN, 2013). A persisténcia dose dependente esta relacionada também com

o fendbmeno de heteroresisténcia, bem descrito para S. aureus. Esse fenbmeno é
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capaz de alterar a expressao do fenétipo de algumas células originadas de uma
populacéo clonal, ao longo de geracdes, possibilitando a visualizacdo de colonias em
placa. Ja a persisténcia tempo dependente esta associada a fatores genéticos de
tolerancia, por isso apresentam semelhanca com os tipos de tolerancia. A persisténcia
pode ainda ser subdividido em Tipo | ou acionada (longa fase lag) e Tipo Il ou
espontanea (taxa de crescimento diminuida) semelhantes a tolerantes por lag e por

crescimento lento, respectivamente (BRAUNER et al., 2016).

1.5.1. Tolerancia e persisténcia em S. aureus

Estudos pioneiros voltados para descobertas de mecanismos reguladores de
tolerancia e persisténcia a antimicrobianos ocorreram, principalmente, com
microrganismos gram-negativos, como Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli.

O conhecimento destes fenbmenos para gram-positivos é ainda limitado, porém ha
relatos de que os mecanismos reguladores consolidados para E. coli ndo sao
aplicaveis para S. aureus, indicando possiveis particularidades para cada
microrganismo ou mecanismos ainda néo totalmente elucidados (CONLON et al.,
2016). Ha relatos de que S. aureus sdo capazes de gerar células tolerantes e
persistentes de forma semelhante a outras bactérias. Todavia, € observado aumento
significativo destas células durante a transicéo para a fase estacionaria, sendo que a

tolerancia pode ser estendida a mais de um antimicrobiano (KEREN et al., 2004).

Segundo Conlon et al. (2013), a aquisicdo de tolerancia permite que S. aureus
sobreviva a longas incubacdes em concentracdes 10 vezes a CIM. Aparentemente,
as populacdes estafilococicas em fase estacionaria sdo mais tolerantes a
antimicrobianos que popula¢cdes em biofilme. Um dos principais gatilhos para a
inducdo de tolerancia ou persisténcia é a exposicao de linhagens a concentracdes
subinibitérias ou sub-letais (MICHIELS et al., 2016; HARMS; MAISONNEUVE;
GERDES, 2016).

N&o existem mecanismos especificos descritos para o surgimento do fendémeno de

persisténcia a antimicrobianos. Geralmente, o desenvolvimento de células
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fenotipicamente modificadas esta relacionado a vias regulatérias do crescimento
bacteriano utilizadas para sobrevivéncia ao estresse. A geracao de células tolerantes
ou persistentes em uma populacdo pode ser estocastica ou induzida por estimulos
ambientais como forma de manutencéo da espécie diante de condi¢Bes adversas
(HARMS; MAISONNEUVE; GERDES, 2016). Vias de sinalizagdo, como a resposta
estringente e a reposta SOS, séo associadas ao controle da quantidade de células
induzidas ao fenbmeno, através da liberacdo de uma alarmona ((p)ppGpp) como

segundo mensageiro.

O pentafosfato (pppGpp) ou tetrafosfato de guanosina (ppGpp) desempenha alguns
papeis importantes na resposta celular bacteriana coordenada frente ao estresse
(HAURYLIUK et al., 2015). Durante o crescimento exponencial, os niveis de (p)ppGpp
sdo basais, nesta fase seu papel principal € de controlar a taxa de crescimento e
ajustar o metabolismo bacteriano (KRIEL et al., 2012; GACA et al., 2015). Na auséncia
de nutrientes, os niveis de (p)ppGpp aumentam e ocorre inibicdo da producao de RNA
ribossémico, reduzindo a taxa de crescimento celular (TRAXLER et al., 2011; GACA
et al., 2015). Ao conjunto de alteracdes fisioldgicas moduladas por (p)ppGpp da-se o
nome de resposta estringente, responsavel por regulacdo da viruléncia, sobrevivéncia
no hospedeiro, resisténcia a antimicrobianos e persisténcia (POOLE, 2012; GEIGER
et al., 2014; MAISONNEUVE; GERDES, 2014).

Em S. aureus, o gene rel apresenta papel importante na codificagdo de duas enzimas
capazes de degradar ou sintetizar o pppGpp que esta associado ao crescimento
celular in vitro (CASSELS; OLIVA; KNOWLES, 1995; GENTRY et al., 2000). Sabe-se
gue proteases ClpP apresentam papel importante na formacdo de tolerancia e
persisténcia, visto que mutacdes no gene clpP aumentam a susceptibilidade de S.
aureus a rifampicina e ciprofloxacino (CONLON et al., 2013). Recentemente, Corrigan
e colaboradores (2016), descobriram que o pentafosfato de guanosina, pppGpp, €
capaz de interagir com sete alvos de proteinas em S. aureus capazes de desacelerar
0 crescimento bacteriano e, portanto, levam a um estado metabdlico menos ativo
(CASSELS; OLIVA; KNOWLES, 1995; GENTRY et al., 2000; CORRIGAN et al., 2016).

Apesar de muitos mecanismos relacionados a tolerancia e persisténcia ainda néo

estarem esclarecidos, é importante ressaltar que a resisténcia é um evento secundario
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ao aparecimento de tolerancia (LEVIN-REISMAN et al., 2017). Uma razéo para a
rapida aquisicdo de tolerancia € a frequéncia maior de mutacdes para tolerancia,
devido ao maior numero de genes relacionados a tolerancia comparado aos genes
relacionados a resisténcia (D’COSTA et al., 2006; GIRGIS; HARRIS; TAVAZOIE,
2012; BRAUNER et al., 2016). Em experimento revolucionario realizado com E. coli,
apos 4,5 h de tratamento com ampicilina, foi observado aparecimento de tolerancia,
por extensdo da fase lag, seguido de tolerancia e resisténcia parcial e, por fim,
aquisicado completa de resisténcia (LEVIN-REISMAN et al., 2017). Logo, sendo a
tolerancia um evento intermediario entre linhagens sensiveis e resistentes, sua
ocorréncia amplia a probabilidade de aparecimento de mutagcbes mais raras
relacionadas a resisténcia (COHEN; LOBRITZ; COLLINS, 2013). Assim, a prevenc¢ao

da tolerancia € uma ferramenta eficaz para retardar a evolugdo da resisténcia.

O desafio é compreender melhor os mecanismos de transicdo do metabolismo das
células, visando a manutencdo de um estado metabdlico mais ativo, a fim de que o

uso de agentes bactericidas seja mais efetivo nos alvos celulares.

1.5.2 Métodos de deteccdo para persisténcia e tolerancia

A dificuldade técnica de deteccao da transicdo de fendtipos, em pequenas fracdes de
células, tem sido um fator limitante para implantacdo de novas técnicas na rotina
laboratorial (MICHIELS et al.,, 2016). Portanto, € de fundamental relevancia a
padronizacdo de métodos de deteccdo mais confiaveis para persisténcia a
antimicrobianos. Pode ser realizada a busca de mecanismos moleculares que
permitem a sobrevivéncia da populacdo ou subpopulac¢des, por exemplo a busca por
mecanismos que reduzem o metabolismo microbiano; ou por mecanismos de
heterogeneidade, como curva de morte bimodal (uma subpopulagdo) ou multimodal
(mais de uma subpopulacéo) e elevada estocasticidade. Estas caracteristicas devem
ser consideradas para nortear os testes de identificacdo in vitro das subpopulagdes
persistentes (BALABAN et al., 2019).

A partir dos métodos convencionais, a persisténcia a antimicrobianos aparentemente
pode ser distinguivel do fendmeno de resisténcia. Em concentracdes elevadas,

linhagens resistentes por definicdo sdo capazes de se multiplicar. Porém, linhagens
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com persisténcia a antimicrobianos podem ser erroneamente classificadas como
linhagens sensiveis dependendo do nivel de persisténcia. A deteccéo de persisténcia
nao pode ser realizada por determinacdo da CIM ou por disco difusdo, visto que
linhagens persistentes apresentam valores de CIM iguais a linhagens sensiveis
(BRAUNER et al., 2016; BALABAN et al., 2019). Entretanto, a combina¢do do método
de determinacdo da CIM e a cinética de morte oferece melhor direcionamento para
caracterizacao in vitro de susceptibilidade a antimicrobianos (BRAUNER et al., 2016).
O valor de CIM direciona quanto a auséncia de resisténcia ou susceptibilidade
reduzida, enquanto o ensaio de curva de morte determina do tempo minimo de morte

(MDK, do inglés Minimum Duration for Killing).

A avaliacdo da cinética de morte € mais indicada, visto que nem toda a populagao
clonal € morta em uma mesma velocidade, pois, por meio da reducao da atividade
metabdlica, uma fracéo da populacéo persiste a acdo dos farmacos bactericidas. Além
disso, em geral, € possivel identificar populacfes tolerantes quando 99% da
populacao é erradicada (MDKgg = reducéo de 2 log), ao passo que persistentes sao
identificados apenas quando 99,99% da populacéo é erradicada (MDKagg,99 = reducéo
de 4 log) (BRAUNER et al., 2016). Aparentemente, erradicar 99% e 99,99% da
populacdo bacteriana representam erradicar quase a populacdo completa de
bactérias, entretanto, admitindo inéculo bacteriano de 1,0 x 108 UFC/mL (100.000.000
UFC/mL), 1% representa 1.000.000 de UFC/mL e 0,01% representa 10.000 UFC/mL.
Logo, 1% e 0,01% da populacdo bacteriana sdo quantidades de células viaveis

suficientes para contribuir com falha terapéutica e restauracdo da infeccao.

Para as populacdes persistentes é caracteristicamente observada, no ensaio de curva
de morte, uma curva com mais de uma fase (bimodal) indicando a presencga de uma
subpopulacéo, heterogénea em relagdo a populacdo geral. Essa caracteristica ndo é
uma regra, podendo coexistir varias subpopulacfes, gerando assim uma curva com
varias fases (multimodal). Importante ressaltar que para descartar fendmenos
associados a subpopulacdes resistentes e heteroresisténcia, a concentracdo do
antimicrobiano utilizado no ensaio de curva de morte deve ser varias vezes maior que
a CIM (BRAUNER et al., 2016).
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Recorrentes falhas terapéuticas e recidivas de infec¢des por S. aureus, mesmo em
linhagens sensiveis a vancomicina, denotam o aparecimento de novas estratégias de
sobrevivéncia deste microrganismo, diferentes dos conhecidos mecanismos de
resisténcia. Infecgbes por linhagens tolerantes ou persistentes demandam
adaptacdes do esquema terapéutico, incluindo ampliacdo do tempo de tratamento e

das dosagens, a fim de erradicar estes microrganismos sobreviventes.

A estimativa é que, até 2050, sejam gastos mais de 100 trilhdes de ddlares, com
infecgcbes por microrganismos resistentes a antimicrobianos. Ja se sabe que
microrganismos com mutacdes associadas a tolerancia e persisténcia sao capazes
de adquirir resisténcia mais rapidamente, o que contribui para o aumento do niamero
de microrganismos resistentes.

Além disso, a vancomicina apresenta estreita faixa terapéutica, de forma que é
frequente a ocorréncia de concentracdes abaixo dos niveis séricos minimos
recomendados, as quais sao, potencialmente, indutoras de tolerancia e persisténcia.
Entretanto, os testes de susceptibilidade de rotina, como disco-difusdo e determinacéao
da concentracédo inibitéria minima ndo conseguem detectar linhagens tolerantes ou

persistentes, sendo esses microrganismos categorizados como susceptiveis.

Assim, falhas terapéuticas de infecbes por microrganismos susceptiveis, tem
demandado uma abordagem diagndstica diferenciada para deteccao dos fenébmenos
de tolerancia e persisténcia de S. aureus frente as diferentes classes de
antimicrobianos. Portanto, neste estudo investigamos o potencial indutor de
concentracdes subterapéuticas de vancomicina na selecao de linhagens de S. aureus
tolerantes e persistentes. Acreditamos que a deteccdo de mecanismos de
sobrevivéncia bacteriana possa contribuir para implementacdo de medidas que
otimizem a terapia antimicrobiana, padronizacdo de métodos para deteccdo de
subpopula¢gdes com susceptibilidade reduzida a vancomicina e prevencao de falha

terapéutica e desenvolvimento de resisténcia.
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Portanto, diante do exposto surgiu a hipétese de que diferentes concentracdes de

vancomicina sédo capazes de induzir tolerancia e/ou persisténcia em S. aureus.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Investigar se a exposicao intermitente a diferentes concentragcbes de vancomicina
induz tolerancia e/ou persisténcia em linhagem de Staphylococcus aureus ATCC
29213.

3.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o grau de pureza por caracterizacdo molecular das linhagens S. aureus
ATCC 29213 e suas derivadas E10.6 e E100 ap0s exposi¢cao intermitente a
diferentes concentracdes de vancomicina;

e Determinar a susceptibilidade da linhagem S. aureus ATCC 29213 e suas
derivadas E10.6 e E100 apds exposicdo a diferentes concentracdes de
vancomicina;

e Determinar qualitativamente o nivel de tolerancia/persisténcia a vancomicina,
oxacilina e ciprofloxacino das linhagens de S. aureus ATCC 29213 e suas
derivadas E10.6 e E100;

e Avaliar se exposicao intermitente a 10 pg/mL de vancomicina altera a cinética
de morte da linhagem derivada E10.6 em relacdo a linhagem de S. aureus
ATCC 29213;

e Determinar as caracteristicas fenotipicas das linhagens S. aureus ATCC 29213
e suas derivadas E10.6 e E100;
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4.1 AMOSTRAS DO ESTUDO E ANTIMICROBIANOS

Este estudo foi conduzido utilizando a linhagem Staphylococcus aureus subsp. aureus
da American Type Culture Collection (ATCC®) 29213™, denominada linhagem
parental, além de quatro amostras clinicas de S. aureus com diferentes pulsotipos,
isoladas de bacteremias em outro estudo do nosso grupo de pesquisa (VITORIA et
al., 2019) (Tabela 1). Todas as linhagens encontram-se armazenadas em meio de
preservacdo (ANEXO A), a temperatura de 20 °C negativos, e fazem parte da
bacterioteca do Laboratorio de Biologia de Microrganismos e Antimicrobianos (BioMA-
lab).

Tabela 1 - Linhagens de Staphylococcus aureus incluidas no estudo.

- CIMI de Classificacéo de

Linhagem  py|sotipo  vancomicina Susceptibilidade a

(ug/mL) Vancomicinal?

ATCC® )
29213™ controle 1,0 Sensivel
Amostra

clinica 20 24 0,5 Sensivel
Amostra ,

clinica 166 15 1,0 Sensivel
Amostra )

clinica 200 14 0,5 Sensivel
Amostra ,

clinica 214 9 1,0 Sensivel

[ICIM: Concentracdo Inibitéria Minima.
IClassificagédo conforme ponto de corte descrito no manual Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), 2018.

Os antimicrobianos utilizados nos testes foram: cloridrato de vancomicina, oxacilina e
ciprofloxacino, todos da Sigma-Aldrich® (EUA). O preparo das solucdes estoque dos

antimicrobianos esta descrito no ANEXO B, conforme descrito pelo CLSI, 2015.
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4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os testes foram realizados de acordo o fluxograma de identificacdo baseado na
proposta de Brauner e colegas (2016), com modificacdes, ilustrado na figura 1, a fim
de analisar tolerancia e/ou persisténcia nas linhagens de Staphylococcus aureus

expostos a diferentes concentracdes de vancomicina.

Sao descritos oito passos de caracterizacdo de tolerancia e/ou persisténcia.
Primeiramente, realizou-se caracterizagao das fases de crescimento bacteriano com
a linhagem de S. aureus ATCC 29213 para determinacéo de curva de crescimento. O
tempo médio referente a metade da fase exponencial (mid-log) foi posteriormente
utilizados nos testes subsequentes de exposicao intermitente a vancomicina e curva

de morte.

Passo 1. A linhagem de referéncia ATCC 29213 e as quatro amostras clinicas de S.
aureus foram cultivadas até a fase mid-log e desafiadas com diferentes concentracdes
de vancomicina 10 pg/mL. A linhagem de S. aureus ATCC 29213 foi escolhida para
dar continuidade aos ensaios de caracterizagdo de tolerancia/persisténcia induzida
por vancomicina, considerando suas caracteristicas de susceptibilidade mais bem
definidas. Assim, esta linhagem também foi exposta a concentracao de 100 pg/mL de
vancomicina. Ao final das exposicdes, foram obtidas duas linhagens denominadas

derivadas.

Passo 2. As linhagens selecionadas foram avaliadas fenotipicamente quanto a
susceptibilidade a vancomicina, por determinacdo da CIM e da concentracado
bactericida minima (CBM). As amostras cuja razdo CBM/CIM foi maior ou igual a 32
foram classificadas como tolerante/persistentes, enquanto que razdes inferiores foram

investigadas quanto a tolerancia/persisténcia conforme descrito no préximo passo.
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Figura 1 - Fluxograma dos ensaios realizados a partir da exposi¢cdo a vancomicina de linhagem de referéncia de Staphylococcus aureus, bem
como suas derivadas, baseado no protocolo proposto por Brauner e colaboradores (2016) com modificagdes.
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Passo 3. A fim de descartar possibilidade de contaminag&o e confirmar a espécie das
linhagens, realizamos anélises moleculares por espectrometria de massas com fonte
de ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI, do inglés Matrix
Assisted Laser Desorption lonization) associada a analisador de tempo de voo (TOF,
do inglés Time Of Fly), para as linhagens parental ATCC 29213 e para as linhagens
derivadas escolhidas, E10.6 e E100, e por padrédo de similaridade dos fragmentos de
DNA obtido por técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE, do inglés
Pulsed Field Gel Eletrophoresis) apenas para as linhagens parental ATCC®29213™ e
derivada E10.6.

Passo 4. Como avaliagéo fenotipica da taxa de crescimento, comparamos o perfil de
crescimento das linhagens derivadas E10.6 e E100 em relacéo a linhagem parental
ATCC 29213 sem a presenca de antimicrobiano e em concentracdes de 0,25 pg/mL a
50 pg/mL de vancomicina. As medidas foram realizadas por leitura de densidade

Optica durante 24 h para obtencao das curvas de crescimento.

Passo 5. Em seguida, foi realizada uma triagem qualitativa para
tolerancia/persisténcia para a linhagem parental ATCC 29213 e suas derivadas E10.6
e E100. A técnica realizada conforme protocolo de Gefen e colaboradores (2017) com
modificagbes se baseia no ensaio de disco difusdo convencional com algumas
alteracdes. As amostras séo incubadas na presenca de discos com antimicrobiano até
formacédo do halo de inibigdo. Com base na caracteristica de tolerancia/persisténcia,
apos a retirada do disco com antimicrobiano seguido de nova incubacao, observa-se
0 crescimento de colbnias dentro do halo de inibicdo. A partir do quantitativo de

colbnias, determinamos o nivel de tolerancia/persisténcia de cada linhagem.

Passo 6. Para confirmacao de tolerancia e persisténcia, conforme recomendado em
consenso por Balaban e outros (2019), realizamos o ensaio de curva de morte para a
linhagem derivada E10.6 e sua linhagem parental ATCC 29213. O ensaio teve por
objetivo identificar tolerancia e persisténcia a vancomicina, por meio da quantificacao
do MDKgs € MDKog 9, respectivamente. Esses pardmetros representam o tempo
minimo que dado antimicrobiano leva para eliminar 99% da populacdo bacteriana

(reducédo de 2 log) e 99,99% da populacdo bacteriana (reducdo de 4 log)
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respectivamente. As linhagens derivadas com MDK maior que o MDK da linhagem

parental foram classificadas como tolerantes/ persistentes.

Passo 7. Consecutivamente, foi determinado o tipo de tolerancia e persisténcia, lag
ou por crescimento lento, através da quantificacdo do MDK com in6culo em fases
estacionéaria e exponencial de crescimento, separadamente. As linhagens derivadas
gue apresentaram MDK maior comparado a linhagem parental, apenas no ensaio com
inbculo em fase estacionaria, foram caracterizadas como tolerantes por lag.
Entretanto, quando o MDK encontrado foi maior que o MDK da linhagem parental em
ambas as condicbes de inéculo, foram caracterizadas como tolerantes por

crescimento lento.

Passo 8. Por fim, realizamos analise fenotipicas quanto a taxa de autolise, carga de
superficie e peroxidacdo lipidica para avaliar o comportamento das linhagens

derivadas expostas a vancomicina.

4.3 PADRONIZACAO DO INOCULO BACTERIANO

A padronizacédo do inéculo bacteriano foi realizada apenas com a linhagem parental
ATCC 29213 e teve por objetivo reduzir o nUmero de variaveis interferentes nos testes

e maior confiabilidade de comparacéo entre as diferentes linhagens.

Inicialmente, a linhagem ATCC 29213 foi cultivada em caldo Broth Heart Infusion (BHI)
(Oxoid® LTD., England) a 37 °C por 24 horas (h). Em seguida, foi realizado novo
cultivo em agar BHI (24 h a 37 °C). Entdo, coldnias puras foram selecionadas para
ajuste em solucdo de cloreto de sodio (NaCl) (Nuclear) 0,9% (m/v). Utilizando
espectrofotometro (modelo SP-22, Bioespectro), ajustou-se a solucdo bacteriana a
densidade 6ptica em comprimento de onda de 600 nm (DOsoo) de, aproximadamente,
0,269, equivalente a 2,6 x 108 UFC/mL (Figura 2).

Feito isso, foram realizadas quatro diluices sucessivas na proporc¢éo 1 : 10 e obteve-
se inéculo final de 2,6 x 10* UFC/mL. Esse método foi utilizado para ajuste de in6culo

bacteriano em todos o0s ensaios seguintes, salvo quando especificado diferente.
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24h 24h
37°C 37°C Diluicdes
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S. Aureus ATCC™ 140 Broth Heart Infusion Coldnias puras
29213™ (BHI) DOgyo = 0.269 Concentragéo final

(2,6x10% UFC/mL) 2,6x10* UFC/mL
L]
L

-

Espectrofotometro
(modelo SP-22, Bioespectro)

Figura 2 - Esquema de ajuste de in6culo bacteriano a 10* UFC/mL em espectrofotdmetro.

4.4 PERFIL DE CRESCIMENTO DA LINHAGEM PARENTAL

O perfil de crescimento bacteriano foi determinado com finalidade de definir os tempos
de inicio e duracdo de cada fase de crescimento de S. aureus com base na ATCC
29213 necessarios para realizacdo do ensaio de exposi¢cdo a vancomicina.

O inéculo bacteriano foi ajustado conforme descrito no item 4.3 e incubado a 37 °C,
sob agitagédo orbital de 150 rpm (Shaker incubator, Agimax®). A cada 30 minutos foram
retiradas aliquotas de 100 pL para monitoramento da DOsoo, seguido de diluices
seriadas, em salina 0,9%, na proporcdo de 1: 10 (10! a 10®) e cultivo, em triplicata,
em agar BHI por técnica de micro gota (10 uL), conforme protocolo de Romeiro (2018),

com modificagdes.

Apo6s incubacao a 37 °C por 24 horas, foi realizado contagem de colbnias viaveis. O
monitoramento foi encerrado quando os valores de DOsoo lidos em espectrofotdmetro
apresentaram-se estaveis por mais de duas leituras, indicando o fim da fase

exponencial (Figura 3).



S. aureus
ATCC® 29213™

2,6x10* UFC/mL

Temp.: 37 °C
Agitagdo orbital
(150 rpm)

4 MATERIAIS E METODOS

Leituras de DOgqq

Shaker-incubator

(Agimax) Espectrofotometro

(modelo SP-22, Bioespectro)

l Diluigdo seriada (1: 10)

Amostra-----------—---- 100 pL 100 pL 100 pL
Diluente ---—---- 900 FT—@ 900 HL&@ 900 j@
Diluiggio -~~~ 101 10 10 10*

1opuL

Figura 3 - Esquema de caracterizacéo do perfil de crescimento da linhagem ATCC® 29213™.

4.5 ENSAIO DE EXPOSICAO A VANCOMICINA

Partindo da hip6tese principal, quatro amostras clinicas de S. aureus de diferentes

pulsotipos (descritas no item 4.1) e a linhagem ATCC 29213 foram expostas de forma

intermitente a diferentes concentracdes de vancomicina. Esse ensaio foi baseado no

protocolo proposto por Fridman e colegas (2014) com modificacdes.

Foram realizadas 6 exposi¢des intermitentes de 10 pg/mL de vancomicina para cada

linhagem (Figura 4). Foi estabelecido duracdo de 6 h para cada exposicao

considerando a cinética de morte da linhagem ATCC 29213 realizada previamente em

outro estudo desenvolvido por nosso grupo de pesquisa que revelou atividade

bacteriostatica de vancomicina em concentracdes de 10 pg/mL durante esse intervalo
de tempo (CHAGAS, 2016 dados néo publicados).
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Figura 4 — Esquema de exposicéo da linhagem ATCC® 29213™ e das amostras clinicas 20,
166, 200 e 214 na presenca de 10 pg/mL de vancomicina.

Ty

A linhagem ATCC 29213 e as amostras clinicas foram ajustadas conforme item 4.3 e,
entdo, cada ajuste foi distribuido igualmente em dois frascos (10 mL de ajuste/frasco),
um frasco controle de crescimento (CC) e um frasco teste. Cada frasco foi entéao
incubado sob agitacdo orbital (150 rpm a 37 °C) até a fase exponencial (210 minutos).
Dado esse tempo, retirou-se uma aliquota de 100 yuL de cada frasco para diluicdo
seriada 1 : 10 (10? a 10°), seguido de cultivo para contagem de col6nias viaveis.
Entédo, foram adicionados 100 pL de solugéo de vancomicina (1000 pg/mL) no frasco
teste, obtendo-se concentracao final de 10 pg/mL. O frasco controle (CC) foi mantido

sem adicédo de vancomicina.

Logo, todos os frascos foram novamente incubados sob agitacéo orbital (150 rpm a
37 °C). Ao final de 6 horas, foram retiradas aliquotas de 100 pL para subcultivo em
agar BHI. Apds crescimento (24 h a 37 °C), parte do cultivo foi novamente ajustado,

seguido de nova exposicao e outra parte foi congelada em meio de preservacao.

A linhagem ATCC 29213 foi selecionada para dar continuidade aos ensaios, visto que

seu perfil de susceptibilidade é sabidamente sensivel a vancomicina, com uso desta
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linhagem como referéncia em testes laboratoriais. Entdo, utilizando o mesmo
protocolo, a linhagem ATCC 29213 foi exposta uma vez a 100 pg/mL de vancomicina

por 6 horas para avaliar os efeitos de concentra¢des elevadas de vancomicina.

As linhagens derivadas da ATCC 29213 de ambas as exposi¢cdes foram selecionadas
para dar continuidade aos ensaios, visto que a sua linhagem parental € sabidamente
sensivel a vancomicina e utilizada como referéncia em testes laboratoriais. Logo, as
seis linhagens derivadas da ATCC 29213 obtidas em 10 pg/mL de vancomicina foram
denominadas E10.1, E10.2, E10.3, E10.4, E10.5, E10.6 e a linhagem derivada obtida

apos exposicdo em 100 pg/mL de vancomicina foi denominada E100.

4.6 ENSAIOS DE SUSCEPTIBILIDADE A VANCOMICINA

A andlise da susceptibilidade da linhagem parental ATCC 29213 e suas linhagens
derivadas foi realizada com o propoésito de avaliar os efeitos da exposi¢cdo. Para isto,
foram determinadas a concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo

bactericida minima.

4.6.1 Determinagéo dos valores de CIM

Primeiramente, o ensaio de microdiluicdo em caldo para determinagao do valor da
CIM de vancomicina foi realizado conforme descrito no manual CLSI (2018), a fim de
reavaliar a susceptibilidade apds os ciclos de exposi¢cdo a vancomicina. As amostras
foram ajustadas conforme o item 4.3. As concentracdes crescentes testadas (0,125 —
32,0 pg/mL de vancomicina) foram obtidas por diluicdes seriadas duplicadas
realizadas diretamente em caldo Mueller Hinton Il cation ajustado (CAMHB, do inglés
Cation-adjusted Broth) (Becton Dickinson e Company, EUA), a partir de solucao

estoque de 1000 pg/mL de vancomicina.

Em microplaca de fundo chato (NEST®), adicionaram-se as colunas 100 pL do caldo
CAMHB com vancomicina na concentracdo de interesse, seguido de adicdo de 100
puL do ajuste de cada amostra a ser testada nas linhas. Os pog¢os destinados ao
controle de crescimento (CC) continham 100 pL do ajuste de cada amostra e caldo

CAMHB sem vancomicina. Os pocos destinados ao controle de esterilidade (CE)
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continham apenas 200 pL de caldo CAMHB sem acréscimo de antimicrobiano e sem
indculo bacteriano. As amostras foram incubadas por 24 horas a 37 °C (CLSI, 2018).
Apos aincubacéo, determinaram-se os valores de CIM a partir da menor concentracéo
em gue néo foi observado turbidez e estabeleceu-se a classificagdo de cada amostra
de acordo com os pontos de corte estabelecidos no CLSI (2018) (Figura 5).

/ (’!"\‘i" 3 N\ s —
0125 025][0.5 1.0 20 40 80 160 320 C CE

Figura 5 - Microdiluicdo em caldo para vancomicina em faixa de concentracdo de 0,125 pg/mL
— 32,0 pg/mL. As linhagens bacterianas estdo dispostas em linhas e as concentragdes
dispostas em colunas, em ordem crescente da esquerda para a direita. CC representa a
coluna de controle de crescimento e o CE representa a coluna do controle de esterilidade.
Foram realizados dois experimentos independentes.

4.6.2 Determinacgéo dos valores de CBM

Apos a leitura dos valores de CIM, foi realizada a determinagéo do valor de CBM, de
acordo com protocolo do CLSI (1999). Cada amostra foi individualmente avaliada, com
retirada de todo o contetdo dos pocos (200 uL) a partir do valor determinado para
CIM.

O conteudo de cada poco foi cultivado em agar BHI, com o auxilio de al¢a de Drigalski,
e incubado por 24 horas a 37 °C (Figura 6). Apoés incubacéao, foi realizada contagem
de coldnias viaveis e determinada o valor de CBM a partir da menor concentracdo em

gue foi observado reducéo de 99,9% (3 log) da populagao bacteriana inicial.
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Figura 6 - Esquema de avaliacdo de susceptibilidade a partir da concentracédo inibitéria
minima (CIM). A partir do ultimo pogo em que foi observado crescimento bacteriano (cinza),
foi realizado cultivo do contetdo da microplaca em agar BHI, indicado pela seta cinza, para
posterior contagem de coldnias viaveis. Foram realizados dois experimentos independentes.

4.7 CARACTERIZACAO DO PERFIL PROTEICO POR ESPECTROMETRIA DE
MASSAS ASSOCIADA A MALDI-TOF

Apos estes ensaios de susceptibilidade, duas linhagens derivadas de S. aureus ATCC
29213 foram selecionadas para dar continuidade as andlises de
toleréncia/persisténcia. Utilizou-se como critério de exclusdo o tempo e a
concentracdo de vancomicina exposta, a fim de avaliar possiveis alteracdes ao longo
do crescimento bacteriano. Portanto, foram escolhidas as linhagens derivadas E10.6
e E100, sendo que a linhagem parental ATCC 29213 foi mantida como controle dos

testes.

A linhagem parental ATCC 29213 e as linhagens derivadas E10.6 e E100 tiveram sua
identificacao confirmada por MALDI-TOF (do inglés, Matrix-Assisted Laser Desorption
lonization-Time of Fly), utilizando o espectrometro de massa Microflex LT e o software
MALDI Biotyper 3.3 (Bruker Daltonics, EUA).

Inicialmente, foi realizada a extracao das proteinas totais de cada linhagem de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Bruker Daltonics, EUA). ApGs repique em meio
BHI, com uma alga (1 pL), colonias puras foram selecionadas, adicionadas em um

tubo de 1,5 mL e diluidas em 300 pL de agua destilada estéril. Em seguida,
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adicionaram-se 900 pL de etanol absoluto (Carlo Erba Reagents, Italia) e agitou-se
cuidadosamente a solucéo. Entéo, centrifugou-se a mistura a 18.928 g por 2 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 50 pL de &cido
formico a 70% (Sigma-Aldrich®, EUA) e acrescido de 50 puL de acetonitrila pura
(Sigma-Aldrich®, EUA). Esta solucédo foi novamente centrifugada a 18.928 g durante

2 minutos e 30 pL do sobrenadante foi armazenado a -20 °C para posterior analise.

Entdo, para identificagcdo das amostras, pipetou-se 1 uL do extrato proteico de cada
linhagem de interesse para uma placa de ago inoxidavel com 96 pocos, fornecida pelo
fabricante. Esperou-se a completa secagem do inéculo, em temperatura ambiente. A
matriz de acido alfa-4-ciano-hidroxicinamico (Bruker Daltonics, EUA) de concentracao
igual a 500 mg/mL foi diluida em uma solugdo de &cido trifluoroacético 2,5%
(acetonitrila 50%, agua 50% e &cido trifluoroacético 2,5%). Em seguida, adicionou-se

1 pL da matriz diluida a placa de aco.

ApOs secagem a temperatura ambiente, adicionou-se o extrato proteico calibrante da
cepa Escherichia coli DH5a. Apds o processamento das linhagens e do calibrante, a

placa foi inserida no equipamento para analise.

Esse ensaio foi realizado em colaboragéo com o Laboratorio Especial de Microbiologia
Clinica (LEMC/ALERTA) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) por
supervisao da Prof.2 Dr.2 Ana Cristina Gales e do Prof. Dr. Rodrigo Cayb. A
identificacao pela técnica do MALDI-TOF MS foi realizada de acordo com o valor de
“score” liberado pelo aparelho. Foram admitidos os critérios especificados na tabela
2, em que os valores de score obtidos para cada linhagem foram analisados por meio

de um banco de dados, pelo qual foi possivel identificar o microrganismo de interesse.
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Tabela 2 - Identificac@o de microrganismos de acordo com os pontos de corte para a técnica
de MALDI-TOF MS.

Resultado Identificacéo
Score 2 2,30 Confiavel quanto a género e espécie.
2,00 > Score < 2,29 Confiavel quanto ao género e provavel quanto a espécie.
1,70 > Score < 1,90 Provavel quanto ao género.
Score < 1,69 Microrganismo nao identificado.

4.8 PADRAO CLONALIDADE POR ELETROFORESE DE CAMPO PULSADO

A clonalidade da linhagem parental ATCC 29213 e da linhagem derivada E10.6 foi
determinada por eletroforese de campo pulsado usando como enzima de restricdo a
Smal (Roche Diagnostics, EUA).

Primeiramente, as linhagens foram cultivadas em agar sangue (Oxoid®, Inglaterra)
para o isolamento de coldnias puras. Trés a cinco col6énias foram repicadas em 10 mL
de caldo Tripitc Soy Broth (TSB) (Oxoid®, Inglaterra) por 24 horas, sob agitacdo a
37°C. Apos esse periodo, as culturas bacterianas foram centrifugadas por 15 minutos

a 1008 g e o sobrenadante foi desprezado.

Entdo, ressuspendeu-se o homogenato em 1 mL de solucdo de NaCl 0,9% e o
conteudo foi transferido para um tubo eppendorf. O tubo foi centrifugado por 1 minuto
a 16.128 g e o sobrenadante foi descartado. Retirou-se 10 yL da suspensao
bacteriana e transferiu-se para novo tubo, adicionaram-se 300 pyL de tampao EC, 15
uL de lisostafina e, por fim, 340 pyL de agarose 2% (UltrapureTM Low Melting Point
Agarose, Invitrogen, EUA). Apés solidificacdo, os blocos de gel de agarose foram
transferidos para uma placa e incubados a 37°C por 10 - 12 horas em tampé&o 2 mL
EC e 200 L de lisozima.

Apos esse tempo, o tampao foi removido e os blocos foram lavados, duas vezes, com
2 mL de CHEF-TE. Posteriormente, os blocos de gel foram cobertos com 2 mL de
tampé&o ES contendo 1 mg/mL de proteinase K (USB Corporation, EUA). Em seguida,

0s blocos foram incubados durante 12 horas a 50°C.
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Apbs 12 horas, os blocos foram lavados com 2 mL de CHEF-TE (4 vezes) e entédo
foram armazenados em tampéao CHEF-TE, a 5°C, até o momento da digestédo do acido
desoxirribonucleico (DNA, do inglés Desorribonucleic acid) bacteriano. Os blocos de
agarose foram cortados de acordo com o tamanho do suporte e lavados em 200 pL
da solucdo DNS, 4 vezes em 1 hora. Apdés a remocao do tampao DNS, os blocos
foram incubados por 1 hora com o tampao sem enzima a 5°C. Em seguida, foram
incubados com o tamp&o contendo a enzima de restricdo a 5°C e, entdo, submetidos

a clivagem com a enzima Smal (New England Biolabs, EUA) a 25°C por 12 a 18 horas.

A corrida das bandas foi realizada em gel de agarose 1% imerso em TBE 0,5X no
sistema CHEF-DR Ill (Bio - Rad Laboratories Inc., EUA) a temperatura de 14°C e
corrente elétrica de 200 V (6 V/cm). O tempo de corrida foi aproximadamente 23 horas.
Posteriormente, o gel foi corado com brometo de etidio 0,08 pL/mL e fotografou-se em
sistema de fotodocumentacdo sob luz ultravioleta. Os perfis moleculares foram

analisados através do programa Bionumerics versao 5.0 (Applied Maths, Bélgica).

Esse ensaio também foi realizado em colaboragcdo com o Laboratério Especial de
Microbiologia Clinica (LEMC/ALERTA) da Universidade Federal de S&o Paulo
(UNIFESP) por supervisdo da Prof.2 Dr.2 Ana Cristina Gales e do Prof. Dr. Rodrigo
Cay0. Os resultados obtidos forneceram o padrao de similaridade molecular das
linhagens analisadas, a fim de descartar a possibilidade de contaminacdo das

amostras.

4.9 PERFIL DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DERIVADAS

A partir do experimento de exposi¢cdo a vancomicina, duas linhagens derivadas da
ATCC 29213 foram escolhidas para dar continuidade as analises de
tolerancia/persisténcia. Entdo, as linhagens derivadas E10.6 e E100 foram
selecionadas, respectivamente, com maior tempo de exposi¢cao a vancomicina e maior
concentracdo de vancomicina exposta, a fim de avaliar possiveis altera¢des ao longo
do crescimento bacteriano. A linhagem parental ATCC 29213 foi utilizada como

controle do teste.
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O ajuste de inéculo bacteriano de cada amostra foi realizado conforme descrito no
item 4.3. Em seguida, 200 pL do ajuste de cada amostra foram adicionados
individualmente nas colunas da microplaca de 96 pocos de fundo chato, a qual foi
incubada sob agitacéo orbital (205 rpm) a 37 °C por 24 horas no aparelho EPOCH 2
Microplate Spectrophotometer (BioTek®, EUA). Como controle de esterilidade,
distribuiu-se caldo BHI isento do ajuste bacteriano na ultima coluna da microplaca. Os
valores de DO foram lidos no comprimento de onda de 600 nm em intervalos de 30
minutos, armazenados pelo software Gen5 do equipamento e recuperados apos o

término do ensaio para analise.

4.10 PERFIL DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DERIVADAS SOB PRESSAO
SELETIVA DE VANCOMICINA

As linhagens derivadas E10.6 e E100 foram testadas em diferentes concentracdes de
vancomicina, a fim de testar o comportamento das linhagens derivadas, quanto a
duracdo das fases de crescimento e velocidade de crescimento bacteriano, quando

novamente na presenca do farmaco.

As linhagens derivadas E10.6 e E100 foram ajustadas conforme descrito no item 4.3.
Em seguida, em cada coluna, foram adicionados 100 yL do ajuste de cada amostra
em microplaca de 96 pocos de fundo chato. Entéo, partindo de uma solugéo estoque
de 1000 pg/mL de vancomicina, foram realizadas diluicdes seriadas duplicadas em
caldo para obter cinco concentragdes: 0,25 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1,0 pg/mL, 10,0 pg/mL

e 50,0 pug/mL de vancomicina.

Foram adicionados 100 pL de cada concentracao ao longo das linhas da microplaca,
de forma crescente. O primeiro tempo (To) foi lido imediatamente antes da adi¢éo do
antimicrobiano e, entdo, a microplaca foi incubada a 37 °C, sob agitacao orbital de 205
rpm no aparelho EPOCH 2 por 24 horas. As leituras de DOeoo foram realizadas a cada
30 minutos, armazenadas pelo software Gen5 do equipamento e recuperadas apés o

término do ensaio para analise. Foram realizados dois experimentos independentes.
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4.11 PADRONIZACAO DO ENSAIO DE DISCO DISUFAO MODIFICADO

Primeiramente, o teste foi realizado em dois meios de cultura diferentes: agar Mueller
Hinton e agar Luria Bertani (LB), preparado conforme o ANEXO A. Foram testados
trés antimicrobianos bactericidas de diferentes classes (vancomicina, oxacilina e
ciprofloxacino) recomendados pelo CLSI (2018) para S. aureus, a fim de testar a
presenca de tolerancia e/ou persisténcia e seus niveis. Por fim, foram testadas
diferentes quantidades dos antimicrobianos (1 ug, 1,5 ug, 2 ug, 2,5 ug e 5 ug), de
forma que a concentracao alcancada no halo de inibicdo, apds 24 horas de incubacéao,
deveria estar abaixo dos valores de CIM (sub-CIM) das linhagens testadas. Esta
condicdo é necessaria viabilizar o teste, a fim de permitir o crescimento de coldnias a
partir da retirada do farmaco. Testou-se ainda se a adi¢do de discos nutrientes de

glicose apds a retirada dos farmacos auxiliou no processo de crescimento de colonias.

Apoés os ensaios, definiu-se o agar LB como meio de cultivo para o ensaio e as
concentragbes com melhor formagdo do halo de inibicdo foram de 2,5 pg para
oxacilina e vancomicina, ao passo que foram utilizados 5 pg para ciprofloxacino. Nao
houve necessidade de suplementacdo com disco de glicose apoés a retirada do disco

contendo antimicrobiano.

4.11.1 ENSAIO DE DISCO DIFUSAO MODIFICADO

O principio do teste é baseado na visualizacdo do crescimento das células bacterianas
tolerantes/persistentes, apoés a retirada do disco contendo antimicrobiano. Trata-se de
uma modificagdo do método de Kirby-Bauer (BAUER, 1959), com o intuito de
diferenciar linhagens sensiveis, tolerantes/persistentes e resistentes frente aos

antimicrobianos bactericidas de interesse.

A fim de testar a hip6tese de que concentracdes de vancomicina sdo capazes de
induzir o desenvolvimento de tolerancia/persisténcia a antimicrobianos, realizou-se o
ensaio de disco difusdo modificado com base no protocolo de Gefen e colaboradores

(2017), com modificacdes, ilustrado esquematicamente na figura 7.
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Esse ensaio foi realizado com as linhagens derivadas E10.6, E100 e a linhagem
parental ATCC 29213. As linhagens foram cultivadas em caldo BHI e incubadas a 37
°C por 24 horas, seguido de repique em agar BHI por mesmo periodo de incubacéao.
As amostras foram entéo ajustadas em solucao de NaCl 0,9% até que, por leitura em
gue espectrofotdbmetro, a DOseoo atingisse valor préximo de 0,269, equivalente a 2,6 x
108 UFC/mL.

O ensaio € dividido em duas etapas: aplicacado do disco de antimicrobiano e retirada

do disco de antimicrobiano (Figura 7).

&= -
\\____/ \\_-//

Aplicagdo do disco com Difusdo do antimicrobiano Remocgdo do disco com
antimicrobiano e incubacgdo no agar e formagao do halo antimicrobiano e incubagéo
por 24 h (37 °C). de inibigdo por 24 h (37 °C).

Sensivel Tolerante/Persistente

l Colénias bacterianas

Observar crescimento bacteriano e classifica-lo.

Figura 7 — Esquema de ensaio de disco difusdo modificado para identificacdo de tolerancia
e/ou persisténcia.

Na primeira etapa, as amostras ajustadas foram semeadas, com swab de algodao,
em meio sélido de forma a garantir que o ajuste fosse espalhado de forma homogénea
por toda a placa em trés sentidos diferentes. Esperou-se secar por 10 minutos. Apés
esse tempo, com auxilio de uma pinca metdlica, adicionaram-se os discos
impregnados com o0s antimicrobianos de interesse, previamente confeccionados e
secos, com distancia suficiente entre os discos para néao gerar confluéncia de halos.
A cada aplicacdo dos discos, utilizando a pinga metélica, delicadamente pressionou-

se os discos para garantir a fixagdo dos mesmos e incubou-se a 37 °C por 24 h.
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Apés esse tempo, na segunda etapa, os discos impregnados com antimicrobianos
foram retirados e as placas foram novamente incubadas (37 °C, 24 h). Ao final, as
linhagens foram observadas quanto ao crescimento ou nao de colonias e classificadas
guanto aos niveis de tolerancia/persisténcia de acordo com o numero de colbnias

crescidas dentro do halo de inibicdo (Tabela 3).

Tabela 3 — Pontos de corte para a classificacdo dos niveis de tolerancia/persisténcia.

Nivel de Tolerancia/persisténcia Ponto de corte (hnumero de coldnias)
Baixo 0-10
Médio 10 - 100
Alto > 100 ou tapete bacteriano

Fonte: Gefen et al. (2017).

4.12 ENSAIO DE CURVA DE MORTE

Foi realizado ensaio de curva de morte para a linhagem parental ATCC 29213 e sua
derivada E10.6. Escolheu-se a concentracdo de 50 pg/mL de vancomicina
considerando que os niveis séricos acima de 30 ug/mL séo toxicos.

Nesse ensaio foi realizada a quantificacdo do tempo minimo em que 50 pg/mL de
vancomicina levam para eliminar 99% da populacao bacteriana (MDKogg) € 99,99% da
populacdo bacteriana (MDKagg,99). A determinacéo foi conforme o protocolo proposto
por Brauner e colaboradores (2016) com modificacdes. As andlises foram realizadas
em fases de crescimento diferentes (estacionaria e mid-log), a fim de classificar

tolerancia e/ou persisténcia e seus subtipos.

4.12.1 Curva de morte em fase estacionéaria

A partir de uma cultura de 24 horas, foi realizado ajuste de indculo, conforme item 4.3,
e retirou-se uma aliquota de 100 yL para contagem de células viaveis e determinagéo
inoculo bacteriano no tempo zero (To). Entdo, adicionou-se vancomicina em
guantidade suficiente para que a solucéo obtivesse concentracao final equivalente a

50 pg/mL e incubaram-se os tubos sob agitacdo (200 rpm por 6 h a 37°C).
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A cada 60 minutos, foram retiradas aliquotas de 100 uL para diluigao seriada em salina
0,9% na proporcédo de 1 : 10 (101 a 10°°) e cultivo em agar BHI por espalhamento com
alca de Drigalski. Apos incubacéo das placas (24 h, 37°C), foi realizada a contagem
de células viaveis para determinagdo do MDKgs (reducdo de 2 log) e do MDKog,99
(reducéao de 4 log).

4.12.2 Curva de morte em fase exponencial

Primeiramente, foi realizado ajuste do in6culo bacteriano, conforme o item 4.3 e
incubacdo em 10 mL de meio BHI por 3,5 h, equivalente a fase mid-log, determinado
no item 4.4. Apos aguardar esse tempo, foi adicionado vancomicina na concentracao
equivalente a 50 pg/mL. Imediatamente antes da adi¢cao do antimicrobiano, foi retirada
uma aliquota de 100 pL para contagem de células viaveis e determinacao exata do

in6culo bacteriano para o célculo de reducéo da populagao.

A cultura foi monitorada por 6 h apds a adigcdo do antimicrobiano, com retirada de uma
aliquota de 100 uL para diluicdo seriada e cultivo em agar BHI. As placas foram
incubadas por 24 h, a 37°C foi realizada a contagem de células viaveis para

determinacdo de do MDKgo (reducéo de 2 log) e do MDKaog 99 (reducéo de 4 log).

4.13 AJUSTE DE INOCULO PARA OS ENSAIOS DE PEROXIDACAO LIPIDICA,
POTENCIAL ZETA DE MEMBRANA E AUTOLISE POR TRITON X-100

A necessidade de maior quantitativo de células para os ensaios de peroxidacao
lipidica, potencial Zeta (PZ) de membrana e autélise por Triton X-100 exigiu alteracéo

ajuste de in6culo bacterianos das linhagens derivadas de interesse.

Foi realizado ajuste bacteriano das linhagens parental ATCC 29213 e derivada E10.6
de acordo com a escala 2,0 McFarland (6 x 108 UFC/mL) em 6 mL de salina 0,9 %.
Posteriormente, 1 mL do ajuste foi diluido em 10 mL caldo BHI (1: 10), alcancando
inéculo final de, aproximadamente, 6 x 10’ UFC/mL. As culturas foram incubadas
durante 1,5 horas (37 °C) até que atingissem fase exponencial de crescimento. Apés
esse tempo, cada amostra foi dividida em dois frascos nomeados como controle e
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tratado. Apenas a amostra tratada foi colocada na presenga de 10 ug/mL de

vancomicina e foi incubada por mais 1 hora (37 °C).

Os ensaios de peroxidacao lipidica e potencial Zeta foram realizados em parceria com
a Prof.2 Dr.2 Gabriella Freitas Ferreira da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF)

— Campus Governador Valadares, MG.

4.13.1 Ensaio de peroxidacao lipidica

Para avaliar os niveis de estresse oxidativo na linhagem parental ATCC 29213 e sua
linhagem derivada E10.6 foram determinados os niveis de peroxidacao lipidica, a
partir do ataque de radicais livres de oxigénio (ROS, do inglés Reactive Oxygen
Species) a lipidios em sua composicdo. A degradacdo oxidativa de acidos graxos
polinsaturados gera o malonaldeido (MDA, do inglés Malondialdehyde), comumente
guantificado por reacdo com &cido tiobarbitirico e expresso como total de
substancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS, do inglés Thiobarbituric Acid
Reactive Substances).

Os produtos da peroxidacdo lipidica foram determinados por TBARS, conforme
protocolo de Ferreira et al. (2013) com modificacbes. Apds preparo do inoculo
conforme item 4.13, as células de cada tubo foram sedimentadas por centrifugacéo a
816 g (modelo TJ-6, Beckman Instruments, EUA) durante 5 minutos e lavadas em
solucdo de NaCl 0,9%, por 3 vezes, para retirada residuos. Feito isso, o sedimento
celular foi ressuspenso em 1000 pL de acido fosférico a 1,1%. Foram misturados 400
uL deste homogenato com 400 uL de acido tiobarbitdrico (Sigma-Aldrich®) a 1% e 200
ML de acido fosférico a 7%. Todas as solugbes foram mantidas em gelo durante a

manipulacéo.

Posteriormente, as amostras foram aquecidas durante 60 minutos a 98 °C e depois,
resfriadas em freezer (-20 °C). Em seguida, foram adicionados 2200 uL de 1-butanol
(Merck®) a mistura e homogeneizou-se vigorosamente. Por fim, centrifugou-se a
solucdo (5 minutos a 816 g) para separacdo da camada orgéanica. Retirou-se

cuidadosamente a camada superior e realizou-se leitura em espectrofotbmetro UV-
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Visivel modelo UV-M51 (Bel Photonics) no comprimento de onda de 532 nm. O 1-

butanol foi utilizado como branco.

Os valores das médias e desvios sdo referentes a trés repeticbes em um Unico
experimento independente. A relevancia estatistica foi analisada por teste t de student

para os pares controle e tratado de cada linhagem.

4.13.2 Determinagédo do potencial Zeta de membrana

Para avaliar o efeito da exposicdo a vancomicina em relacdo a carga de superficie foi
realizado determinacéo do potencial Zeta (PZ) da linhagem parental ATCC 29213 e
sua linhagem derivada E10.6, conforme Ferreira et al., 2015.

Para arealizacéo do teste, inicialmente, as linhagens foram preparadas conforme item
4.13. Em seguida, as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 816 g durante
5 minutos e lavadas em solucdo de NaCl 0,9%, por 3 vezes, para retirada de residuos.
O PZ foi determinado pela técnica de micro-eletroforese laser Doppler utilizando o
equipamento Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical Ltd, Inglaterra) a 25 °C,
em angulo de dispersdo de 173°, usando um capilar dobrado de célula (DPS1060).
Os resultados foram recuperados a partir do software Peltier acoplado ao

equipamento.

Os valores representam as médias e os desvios de doze repeticbes em um
experimento independente. A analise de relevancia estatistica foi obtida por teste t de

student para os pares controle e tratado de cada linhagem.

4.13.3 Ensaio de autélise por Triton X-100

O ensaio de autolise foi realizado, conforme Peng et al. (2017) com modifica¢des, para
a linhagem parental ATCC 29213, suas linhagens derivadas E10.6, E100 e a linhagem
Mu3 (hVISA). A linhagem Mu3 foi utilizada nesse ensaio como controle de
persisténcia. O objetivo deste ensaio foi avaliar a taxa de lise celular por utilizagdo do

surfactante anidnico Triton X-100.
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Apés preparo das linhagens conforme item 4.13, as células foram sedimentadas por
centrifugacéo a 816 g durante 5 minutos e lavadas em solucéo de NaCl 0,9%, por 3
vezes, para retirada de residuos. O sedimento celular foi ressuspendido em tampéao
Tris-HCI a 0,05 mol/L até que os valores de DOsoo = 1,0 para as amostras. Os valores
de DOeoo inicial (DOo) foram medidos para cada amostra e anotados. Em seguida,
adicionou-se solucédo de Triton X-100 a 0,05% (v/v) e incubaram-se as amostras a 37
°C com agitacao orbital (150 rpm). Apés 24 horas, foi mensurada a DOsoo (DO24) de
todas as amostras. O percentual de autdlise foram calculados conforme Kim e outros
(2012), em que a taxa de autélise é dada por TA = [(ODo — OD24)/ODo] x 100.

Os valores obtidos representam os dados de um experimento independente. As
médias e 0s desvios obtidos para cada linhagem sao referentes a duas repeticdes de
um mesmo ensaio. A relevancia estatistica foi analisada por teste ANOVA de duas

vias para os pares controle e tratado de cada linhagem.

4.14 ANALISE ESTATISTICA

Nosso estudo parte da hipotese alternativa de que concentragdes subterapéuticas de
vancomicina induzem tolerancia e persisténcia em S. aureus, cujas variaveis
dependentes (qualitativa) sao tolerancia e persisténcia e as variaveis independentes
(quantitativas) sao as concentracdes subterapéuticas de vancomicina. A hipétese nula
€ que concentracdes subterapéuticas de vancomicina ndo induzem tolerancia e

persisténcia.

As analises estatisticas foram realizadas com o software Prism 6 para Windows
(GraphPad Prism® versdo 6.01, 2012) considerando o nivel de significancia igual a
95% (p > 0,05). Os ensaios foram avaliados quanto a relevancia estatistica por teste
t de student e ANOVA de duas vias.
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5 RESULTADOS

5.1 PERFIL DE CRESCIMENTO DA LINHAGEM PARENTAL

A linhagem parental ATCC 29213 apresentou o tempo médio de, aproximadamente,
6 h para alcancar a fase estacionaria e 3,5 h para alcancar a fase mid-log, ou seja,

metade da fase exponencial (Figura 8). Esse tempo foi utilizado como tempo de

referéncia para adicdo de vancomicina nos ensaios de exposi¢ao e curva de morte.

Estacionaria

Lag

8.0 Exponencial

7.5+

7.0
6.5-
6.0—-
5.5—-

5.0

4.5

Contagem de viaveis (Log, UFC mL'1)

e ——————

3 04+——1+—t+—1—+—7—+—+
o 1 2 3 4

Tempo (horas)
Figura 8 - Curva de crescimento da linhagem parental ATCC 29213 (inéculo = 10* UFC/mL),
contagem de colénias (Logio UFC/mL) versus tempo (horas). Linha vermelha representa o
tempo de metade da fase exponencial. Os valores representam as médias aritméticas e 0s
desvios de dois experimentos independentes.

Seu tempo médio de geracao (tq) foi de, aproximadamente, 26 minutos, o qual foi
obtido a partir da média aritmética dos resultados de duas repeticdes técnicas

(Equacbes 1 e 2).

_ (log Nf-log NO) (1)
- log 2

(log 107 —log 10%)
n =
log 2

n=13,28
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tempo decorrido (t) (2)
numero de geracdes (n)no tempo t

td =

60 NN 55h
td = h
13,28

td = 24,85 min/geracao

Logo, a média dos dois experimentos resultou em tempo de geragéo igual a 26,04

minutos (Equacao 3).

e 24,85 + 27,23
B 2

3
td = 26,04 min/geracao

A taxa média de crescimento (k) dada pelo valor de “a” da equagéao da reta f(x) = ax +
b, da fase log. Assim, através da regressao linear dos pontos correspondentes a fase
exponencial (1,5 h - 4,5 h) encontramos a equacao da reta f(x) = 0,0132x + 2,4825,
cujo valor de “a” indica taxa de crescimento média igual a 0,0132 (Figura 9). O
coeficiente de correlacdo linear (R?) igual a 0,9894 garante uma boa linearidade dos
pontos médios da fase exponencial, logo é possivel prever o crescimento celular de

forma linear a partir da equacéo da reta geracao na fase log.

y =0.0132x + 2.4825
R?*=0.9894 -

o - o o o o N

o <] =) o =) 3] =)
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w
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|

w
[=]
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Figura 9 — Equacéo da reta da fase log de crescimento da linhagem parental ATCC 29213.
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5.2 ENSAIO DE EXPOSICAO A VANCOMICINA

O tratamento de quatro amostras clinicas e da linhagem ATCC 29213 com 10 pg/mL
de vancomicina, durante seis horas, ndo alterou significativamente a contagem de
células viaveis em relacdo ao inéculo inicial (To) (p > 0,05) (Figura 10 e 11).
Isoladamente, o quantitativo de células viaveis apés o tratamento ndo obedeceu a um

padrdo, em nenhuma das cinco amostras, por seis experimentos independentes.
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Figura 10 — Efeito de vancomicina sobre o nimero de células viaveis de S. aureus (10*
UFC/mL) apés 6 horas de exposicdo. A contagem de viaveis foi realizada no tempo zero (To)
e no tempo seis horas (Te) nos tubos contendo vancomicina (10 pg/mL) e nos tubos sem
vancomicina denominados controle de crescimento (CC). No eixo x estdo dispostas a
linhagem ATCC 29213 e as amostras clinicas 20, 166, 200 e 214. Os valores plotados
representam as médias aritméticas e os desvios de seis experimentos independentes.
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o

Figura 11 - Cultivos das linhagens derivadas (E10.1 — E10.6) ap6s posigéo intermitente por
6 horas em 10 pug/mL de vancomicina.
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Além disso, a linhagem ATCC 29213 também sobreviveu na presenca de 100 pg/mL

de vancomicina por 6 horas (Figura 12).

Figura 12 — Cultivo da linhagem derivada E100 apés 6 horas de exposi¢cdo em 100 pg/mL de
vancomicina.

Para cada amostra exposta foram obtidas seis linhagens derivadas, com excecédo da
linhagem ATCC 29213 com sete linhagens derivadas. Considerando a aleatoriedade
da sobrevivéncia em S. aureus dos diferentes pulsotipos, para dar continuidade aos
testes, escolheu-se a linhagem parental ATCC 29213 e suas linhagens derivadas,
devido a sua ampla utilizacdo em rotina laboratorial como linhagem de referéncia e

por sua susceptibilidade a vancomicina bem definida.

5.3 ENSAIO DE SUSCEPTIBILIDADE A VANCOMICINA

O tratamento com vancomicina, por seis horas, ndo foi capaz de alterar a
susceptibilidade das linhagens derivadas a vancomicina. Considerando a variacédo de
+1,0 valor de CIM prevista pela técnica (CLSI, 2018), os valores das médias
geométricas de CIM e de CBM foram iguais entre as linhagens parental ATCC 29213
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e derivadas. Sendo assim, todas as linhagens séo sensiveis a vancomicina (VSSA)

de acordo com a classificacdo do manual CLSI (2018).

Além disso, as linhagens derivadas apresentaram valores de CBM préximos aos
valores de CIM para vancomicina, logo o resultado da razdo CBM/CIM de todas as

amostras encontra-se proximo 1,0 (Tabela 4).

Tabela 4 - Valores de CIM e CBM, apéds exposicdo a vancomicina (10 pug/mL e 100 ug/mL), e
razdo CBM/CIM das linhagens derivadas. O controle utilizado para o teste foi a linhagem
ATCC 29213. Os valores dispostos na tabela representam as médias geomeétricas de dois
experimentos independentes.

Amostras CIM CBM CBM/CIM
ATCC 29213 0,5 0,7 1,4
E10.1 0,7 1,0 1,4
E10.2 1,0 1,0 1,0
E10.3 1,0 1,0 1,0
E10.4 1,4 1,4 1,0
E10.5 1,0 1,0 1,0
E10.6 1,0 1,0 1,0
E100 1,0 1,0 1,0

Uma caracteristica fenotipica observada durante o cultivo em &agar BHI, para
determinagao dos valores da CBM, foi a redu¢ao do tamanho das colbnias ao longo

das concentracdes e a pigmentacdo amarela menos intensa.

Além disso, observou-se crescimento das linhagens derivadas E10.6 e E100 em
concentracoes de 8 pg/mL e 16 pg/mL de vancomicina. Por esse motivo, estas duas

linhagens foram escolhidas para dar continuidade aos ensaios.

5.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS
ACOPLADO A ANALISADOR DE TEMPO DE VOO

A identificacdo molecular das linhagens parental ATCC 29213 e derivadas E10.6 e
E100, foi confirmada quanto ao género e espécie por espectrometria de massas por
MALDI-TOF. Todas as linhagens apresentaram valor de score superior a 2,30, que,
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de acordo com o banco de dados, é confirmatoério para a espécie Staphylococcus

aureus (Tabela 5).

Tabela 5 — Identificacdo da linhagem parental ATCC 29213 e das linhagens derivadas
baseada nos valores de score por espectroscopia de massas por MALDI-TOF.

AMOSTRAS SCORE IDENTIFICACAO

ATCC 29213 2,436 Staphylococcus aureus
E10.6 2,438 Staphylococcus aureus
E100 2,411 Staphylococcus aureus

Score = 2,30 : Confiavel quanto a género e espécie (conforme especificado em tabela 2, item 4.7).

5.5 PADRAO DE CLONALIDADE POR ELETROFORESE EM GEL DE CAMPO
PULSADO

O mesmo padrdo de similaridade dos fragmentos de DNA, nimero e tamanho, foi
encontrado nos canais de eletroforese para as linhagens parental ATCC 29213 e
derivada E10.6 (Figura 13).

Figura 13 - Padrdo de bandas da linhagem parental ATCC 29213 e da linhagem derivada
E10.6, em gel de agarose, apos corrida de 24 horas, em cuba de eletroforese por campo
pulsado.
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5.6 PERFIL DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DERIVADAS

A cinética de crescimento das linhagens derivadas E100 e E10.6 néo foi alterada apos
a exposicdo a vancomicina, portanto apresentaram cinética de crescimento igual a
linhagem parental ATCC 29213, com duracdo de aproximadamente 2,5 horas de fase

lag e cerca de 7 horas de fase exponencial (Figura 14).

1.4+ —— ATCC 29213
1.3+
124 —— E10.6
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Figura 14 - Curva de crescimento gerada por leitura de densidade 6ptica em comprimento de
onda de 600 nm (DOeoo) Versus tempo (h) para a linhagem parental ATCC 29213 e suas
derivadas E10.6 e E100. Os dados representam as médias aritméticas das densidades
Opticas e os desvios de oito repeticdes.

5.7 PERFIL DE CRESCIMENTO DAS LINHAGENS DERIVADAS SOB PRESSAO
SELETIVA DE VANCOMICINA

Em concentracbes sub-CIM de vancomicina (Figura 15A e 15B), de maneira geral,
observou-se perfil de crescimento semelhante entre as linhagens derivadas e a
linhagem parental. Em relacdo a curva de crescimento sem pressao seletiva, uma
pequena extensdo da fase lag foi observada em todas as linhagens para 5 horas e 7

horas, respectivamente em 0,25 pg/mL e 0,5 pg/mL.

Além disso, as linhagens derivadas apresentaram discreto aumento da fase
exponencial em relacdo a linhagem parental (Figura 15A). A partir da concentracéo

equivalente a 1,0 ug/mL de vancomicina, aparentemente, as linhagens foram inibidas,
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pois as alteragbes nas leituras de DOeoo foram muito proximas de zero, isto é,

indicativas de crescimento celular baixo ou ausente (Figuras 15C, 15D e 15E).

(A) 0,25 pg/mL (B) 0,5 pg/mL
1.44 1.4+
1.34 . 1.34
1.2 {» - 1.2
- 1.1
1.1 p e ¥
1.04 1.0
° 0.9 o 09
3 0.8 S o0.84
le) o
a 0.7 a 0.7
0.6 0.6
0.5 0.5
0.4 0.44
0.3 0.3
0.2 0.24
0.1 0.19
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (h) Tempo (h)
(©) 1,0 pg/mL (D) 10,0 pg/mL
1.44 1.4
1.3 1.39
1.2 1.2
11 1.1
1.04 1.09
0.9
0.9 o
E 0.8 4 3 0.8
) o -
g 0.7 a 0.7
0.6 0.6
0.5+ 0.5
0.4 0.4
0.34 0.39
024 0.2
0.1 T 0.19
0.0 T T T 1 0.0 T T T 1
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tempo (h) Tempo (h)
(E) 50,0 pg/mL
1.4+ —— ATCC 29213
1.34
—=— E10.6
1.2
1.1 —— E100
1.0
° 0.9
S 0.84
o)
a 0.7
0.6
0.54
0.44
0.3
0.2
0.1
0.0 T T T 1
0 10 15 20 25
Tempo (h)

Figura 15 — Curvas de crescimento das linhagens derivadas E10.6 e E100 e da linhagem
parental ATCC 29213 na presenca de diferentes concentragdes de vancomicina: (A) 0,25
pug/mL, (B) 0,5 ug/mL, (C) 1,0 ug/ mL, (D) 10,0 pg/mL e (E) 50 pg/mL. Os dados representam
as médias aritméticas das densidades 6pticas e desvios de dois experimentos independentes.
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5.8 ENSAIO DE DISCO DIFUSAO MODIFICADO

A linhagem parental ATCC 29213 e suas derivadas E10.6 e E100 apresentaram
recrescimento para oxacilina e ciprofloxacino em agar LB (Quadro 1 e 2). Entretanto,
ndo foi possivel avaliar tolerancia/persisténcia para vancomicina, pois o halo de
inibicdo formado foi muito pequeno (ANEXO C). Conforme os critérios qualitativos de
Gefen e colaboradores (2017), todas as linhagens testadas em &agar LB foram

classificadas com alta tolerancia/persisténcia para oxacilina e para ciprofloxacino.

Quadro 1 — Crescimento de colbnias apés a retirada do disco contendo oxacilina 2,5 ug em
E10.6, E100 e ATCC 29213.

Oxacilina 2,5 ug
24 h 72 h

Amostras

ATCC® 29213™

E10.6

E100
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Quadro 2 — Crescimento de colbnias ap6és a retirada do disco contendo ciprofloxacino 5,0 ug
em E10.6, E100 e ATCC 29213.

Ciprofloxacino 5,0 ug
Amostras

ATCC® 29213™

E10.6

E100

Observou-se que a linhagem E100 apresentou maior tolerancia/persisténcia a
ciprofloxacino, enquanto a linhagem derivada E10.6 apresentou maior tolerancia a
oxacilina. Todavia, esses resultados ndo foram estatisticamente significativos (p >
0,05) (Figura 16).
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Oxacilina 2,5 pg Ciprofloxacino 5 mg

p=0,1318

p =0,0887
8 =

p=0,2929

8 -1 p =0,2039

p =0,1548

Diferenga de diametro de halo de inibicdo (mm)
Diferenca de diametro de halo de inibicdo (mm)

(A) (B)

Figura 16 - Diferencas de diametro de halo de inibicdo (mm) antes e apés a retirada do disco
de antimicrobiano (T7» — T.4) para cada linhagem. A linhagem parental ATCC 29213 foi
utilizada como controle do teste. Os dados representam as médias aritméticas e os desvios
das diferencas dos halos de inibicdo de dois experimentos independentes para oxacilina (A)
e ciprofloxacino (B). Os resultados ndo apresentaram diferenca significativa em teste t de
student (p > 0,05).

5.9 ENSAIO DE CURVA DE MORTE

A cinética de morte das linhagens parental ATCC 29213 e derivada E10.6, durante
seis horas de exposicdo a 50 pug/mL de vancomicina, revelou o mesmo nivel de
sobrevivéncia para ambas as linhagens (Figura 17). Embora o MDKgg,09 ndo tenha
sido determinado em fase lag (MDKogg,99 > 6h), em fase exponencial observamos, para
ambas as linhagens, MDKgg préximo de 6 horas. Portanto, ndo foi possivel classificar
as linhagens quanto aos subtipos de tolerancia e/ou persisténcia tempo-dependente,

isto é, por lag ou crescimento lento.
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Figura 17 - Cinética de morte das linhagens ATCC 29213 e derivada E10.6. As culturas em
indculo inicial de 10* UFC/mL foram expostas a 50 ug/mL de vancomicina em fase estacionaria
(A) e na fase exponencial (B) durante 6 horas. Os dados representam as médias aritméticas
e os desvios de dois ensaios independentes.
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ATCC 29213 E10.6

[oetvor

(A)
ATCC 29213 E10.6

(B)

Figura 18 — Colénias com fendétipo regular em (A) e com fendtipo alterado (Small colony
variants) em (B) ap0s 24 horas de exposi¢cao a 50 ug/mL de vancomicina em agar BHI.

5.10 ENSAIO DE PEROXIDACAO LIPIDICA

Os niveis basais de peroxidac¢do lipidica foram de, aproximadamente, 1300 e 1200
nmol de TBARS para a linhagem parental ATCC 29213 e derivada E10.6,
respectivamente. Apos o tratamento com 10 ug/mL de vancomicina por 1 h, os niveis
de peroxidacdo lipidica foram elevados para 1710 e 1628 nmol de TBARS,
respectivamente, com relevancia estatistica (p < 0,05) (Figura 19).
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Figura 19 — Peroxidacao lipidica da linhagem parental ATCC 29213 e evoluida E10.6. Os
niveis de TBARS foram medidos em duas condi¢cbes: sem tratamento (par controle) e apos
tratamento com 10 pg/mL de vancomicina por 1 h (par tratado). Os valores de TBARS foram
calculados utilizando a férmula A = €. ¢ . |, em que A é o valor lido de absorbancia para a
amostra, ¢ representa o caminho éptico (1 cm) e € o coeficiente de extincdo molar (156 mM-
lem?). Os pares, controle e tratado, foram estatisticamente diferentes (p < 0,05),
respectivamente p = 0,0219 e p = 0,0217. Os dados representam as médias aritméticas e 0s
desvios de trés repeticdes de um experimento independente.

5.11 DETERMINACAO DO POTENCIAL ZETA DE MEMBRANA

A carga de superficie da linhagem derivada E10.6 apresentou-se significativamente
mais negativa quando comparada a linhagem parental ATCC 29213, antes e apds 0

tratamento com vancomicina (1 hora) (p < 0,05) (Figura 20).
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Figura 20 — Carga de superficie determinada por medida de potencial Zeta (z/mV) da
linhagem parental ATCC 29213 e evoluida E10.6 em duas condi¢cfes: sem tratamento (par
controle) e apos tratamento com 10 pg/mL de vancomicina por 1 hora (par tratado). Os pares,
controle e tratado, foram estatisticamente diferentes (p < 0,05), respectivamente p =0,0482 e
p = 0,0369. Os dados representam as médias aritméticas e os desvios de doze repeticdes de
um experimento.

5.12 ENSAIO DE AUTOLISE POR TRITON X-100

O percentual de autolise induzido por Triton X-100 foi avaliado em relagcdo ao
percentual de DOeoo inicial, conforme Peng e outros (2017). O tratamento com
vancomicina (10 pg/mL) por 1 h aumentou significativamente os percentuais de
autolise para as linhagens ATCC 29213, E10.6 e Mu3 (hVISA) (p < 0,05) (Figura 21).

A linhagem derivada E100 apresentou menor percentual de autélise em relacdo as
outras linhagens testadas, incluindo o controle hVISA, tanto em condicao basal, como
apos o tratamento com vancomicina, porém esse dado ndo apresentou relevancia

significativa (p > 0,05).
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Figura 21 - Atividade autolitica de Triton X-100 sobre as linhagens parental ATCC 29213 e
derivadas (E10.6 e E100), bem como o controle Mu3 (hVISA), em duas condi¢cdes: sem
tratamento (controle) e ap6s tratamento com 10 pg/mL de vancomicina por 1 hora (tratado).
A autélise foi observada a partir da reducédo da DOeyo € € representada pelo percentual da
razdo de DO [(To— T24) / To] X 100. Reduzida atividade autolitica (ANOVA de duas vias p <
0,05). As médias e os desvios sdo representados pelas DOsgo de todas as linhagens em

diferentes grupos de um experimento.
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O Staphylococcus aureus € um dos principais agentes patogénicos causadores de
bacteremias, com elevado potencial de mortalidade. Com base na emergéncia de
MRSA, o padrdo de tratamento farmacol6gico com vancomicina ainda € mantido no
Brasil e em outros paises em desenvolvimento (LIU et al., 2011; OBARA et al., 2016).
Isso se deve ao perfil de seguranca do farmaco, o baixo potencial de inducéo de
resisténcia e os custos em relacdo aos outros farmacos disponiveis no mercado
(BRUNIERA et al.,, 2015). Entretanto, a efichcia da vancomicina é alvo de
guestionamentos em microrganismos sensiveis com susceptibilidade reduzida, devido

a sua atividade bactericida lenta.

Ap6s 70 anos da descoberta de tolerancia e persisténcia, estudos voltados para esses
fendbmenos retornaram para investigar sua relacdo com falha terapéutica e infeccées
recalcitrantes (CONLON, 2014). Portanto, em nosso estudo investigamos o efeito da
exposicao de diferentes concentragbes de vancomicina em linhagens sensiveis de S.
aureus, pois embora ainda sejam raros os casos de resisténcia a vancomicina, é
possivel que os efeitos dessa exposicdo estejam relacionados com a os fenbmenos

de tolerancia e persisténcia.

Observamos um padrdo semelhante de sobrevivéncia em cinco linhagens diferentes
de S. aureus sobreviventes a exposi¢cdo de 10 pg/mL de vancomicina por 6 h.
Nenhuma das linhagens alterou significativamente o nimero de células vidveis em
relacdo ao quantitativo inicial de células em 6 h. O resultado de curva de crescimento
sem a presenca de vancomicina prevé inicio da fase estacionaria em 6 h, entdo, de
acordo com esses dados, a vancomicina apresentou efeito bacteriostatico em
concentracdo dez vezes maior que a CIM. Um mecanismo protetor semelhante &
observado para linhagens tolerantes e persistentes, bactérias com estas
caracteristicas séo capazes de coincidir o estado metabolico reduzido com o tempo

de tratamento do antimicrobiano apés sucessivas exposicoes (FRIDMAN et al., 2014).

Outra caracteristica de linhagens tolerantes e persistente observada ao longo dos
ensaios foi a capacidade de retomar o crescimento apés a retirada da droga que indica

viabilidade celular.
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A sobrevivéncia de linhagens tolerantes e persistentes se da a partir da retomada do
crescimento apoés a retirada do antimicrobiano por meio de mecanismos de geracao
de subpopulacdes heterogéneas (BIGGER, 1944; BALABAN et al., 2019). Varios
fatores podem contribuir para o desenvolvimento de células tolerantes e persistentes,
porém o mecanismo pelo qual esses fenbmenos sdo desencadeados em S. aureus e
outros microrganismos ainda ndo foi totalmente elucidado. Sabe-se que
antimicrobianos selecionam células de uma linhagem capazes de se diferenciar

transitoriamente em populagdes fenotipicamente diferentes (LEWIS, 2010).

Escolhemos a linhagem de referéncia ATCC 29213 para dar continuidade aos estudos
dos fendbmenos de tolerancia/persisténcia considerando aspectos de susceptibilidade
bem definidos e utilizacdo desta linhagem como controle de teste de susceptibilidade
de rotina. Por isso, os testes subsequentes mantiveram apenas as linhagens
derivadas da linhagem ATCC 29213.

Entretanto, ainda que concentracdes maiores de vancomicina fossem aplicaveis a
realidade clinica, haja vista sua toxicidade em niveis séricos superiores a 30 pg/mL, a
concentracdo de 100 pg/mL do glicopeptideo ndo foi suficiente para eliminar
completamente a linhagem ATCC 29213 durante 6 horas. Em concordancia com
nossos achados, a linhagem parental também apresentou taxa morte mais lenta na
presenca de 43 x CIM de vancomicina por 24 h (LOWDIN; ODENHOLT; CARS, 1998).

Associado a isto, a dificuldade de reprodutibilidade dos ensaios parece reforcar a
sobrevivéncia aleatoria caracteristica de tolerancia e persisténcia explicada pela
hiptese de geracdo do fendmeno por PASH (do inglés, Persistence As Stuff
Happens). De acordo com esta hip6tese, o padrdo aleatério de sobrevivéncia pode
ser explicado por falhas transitorias, erros no ciclo de replicacdo celular, ou ainda, por
reducéo da velocidade do metabolismo de S. aureus na presenca de antimicrobianos
(ALLISON; BRYNILDSEN; COLLINS, 2011). Em concordancia com nossos achados,
Conlon e outros (2013) observaram que uma linhagem de S. aureus persistente foi
capaz de sobreviver por cinco dias na presenca de vancomicina em igual
concentracdo. Essas evidéncias, juntamente com nossos achados, nos levaram a

hipotese de que as linhagens do estudo apresentaram tolerancia ou persisténcia
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tempo-dependente, associada a taxa de crescimento lento ou a extensao da fase lag,
visto que, tanto a concentracédo de 100 pg/mL, quanto de 10 pg/mL apresentaram taxa

de morte semelhantes.

Foi descartada a possibilidade de contaminacdo das linhagens derivadas por perfil
proteico das linhagens derivadas E100 e E10.6 e similaridade genética entre a
linhagem parental e a derivada E10.6, assegurando a confiabilidade dos resultados

seguintes.

Na rotina laboratorial, o principal parametro de direcionamento clinico é dado pelo
perfil de susceptibilidade de um microrganismo em relacdo a um antimicrobiano de
interesse. Portanto, utilizamos o ensaio de determinacdo da concentracao inibitéria
minima para descartar o desenvolvimento de resisténcia ou incremento da CIM apods

a exposicdo a vancomicina.

Os dados encontrados foram reportados como média geométrica, devido a maior
carater discriminatério entre as linhagens (DAVIES, 1990). Considerando o erro
previsto para o ensaio (£1,0) e os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (2018), a
susceptibilidade néo foi alterada (CIM = 1,0), logo, seria esperado que concentracdes
de 10 e 100 vezes a CIM fossem capazes inibir o crescimento da linhagem ATCC
29213. Isso de fato ocorreu ao longo das exposi¢des, porém, a inibicdo nao impediu
a viabilidade celular, indicando auséncia de efeito bactericida da vancomicina em 6
horas. E possivel ainda que pequenas alteracdes na CIM, a niveis decimais, néo
guantificadas também tenham influenciado na susceptibilidade reduzida observada,
porém esta hipétese nao foi avaliada. Sendo assim, nossa hipétese foi mantida, pois,
segundo os critérios de caracteriza¢do proposto por Brauner e colaboradores (2016),
a CIM deve ser mantida igual ou menor em relacdo a linhagem parental, no caso de

amostras tolerantes ou persistentes.

O perfil de susceptibilidade ndo €& recomendado para identificar mecanismos
adaptativos em subpopulacdes persistentes, visto que a susceptibilidade transitoria &
dependente da taxa de morte bacteriana (BALABAN et al., 2019). Entéo, realizamos

outros ensaios descritos para a deteccéo de tolerancia e persisténcia.
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O valor da concentracdo bactericida minima (CBM) € baseado na reducéo de 3 log a
partir do inéculo inicial (10* UFC/mL). Assim, a partir deste ponto de corte, o
crescimento de colonias numericamente menor que 100 UFC/mL foi desconsiderado.
Como consequéncia, a CBM de vancomicina para as linhagens derivadas foi dada em
concentragdes proximas aos valores de CIM. Segundo o CLSI (1999), o método de
CBM apresenta desvantagens técnicas e dificuldade de distingdo de linhagens com
taxas mais lentas de morte. E possivel que a presenca do antimicrobiano com lenta
atividade bactericida tenha interferido no fenétipo bacteriano de taxa de crescimento,
por inducdo de mecanismos adaptativos ou por selecdo de microrganismos menos

susceptiveis ja existentes, impedindo a deteccédo por estas técnicas.

Assim sendo, os resultados encontrados para razdo CBM/CIM apresentam-se muito
distantes do ponto de corte classificatorio para persisténcia (razdo CBM/CIM = 32)
(CLSI, 1999; GONZALEZ et al., 2013). Esses achados concordam com o estudo
controlado de Sherris (1986), em que raras linhagens de S. aureus apresentaram
razao CBM/CIM = 32 para antimicrobianos bactericidas. Outra possibilidade é que a
técnica seja pouco sensivel para baixas concentracdes de células fenotipicamente
alteradas, ou seja, subpopulacdes heterogéneas, como € o0 caso de tolerantes e
persistentes. Outra hipétese seria a formacdo de biofilme dada as condicbes
experimentais de crescimento em microplaca, sendo assim, nestas condi¢cdes 0s
resultados observados refletiiam apenas as condi¢cdes das células plancténicas de

menor propor¢cdo comparadas as células do biofilme.

Além disso, foi observado crescimento de coldnias abaixo do ponto de corte em
concentracbes de 8 e 16 pg/mL de vancomicina, respectivamente, nas linhagens
derivadas E10.6 e E100. Os achados de morfologia reduzida e crescimento de raras
colénias em concentracdes elevadas de vancomicina sugerem altera¢6es do fenotipo
normal como mecanismo de sobrevivéncia na presenca do glicopeptideo. Esse
fendtipo é conhecido como Small Colony Variants (SCVs) e apresenta como
caracteristicas a morfologia reduzida de colénias em &gar, diminuicdo da expressao
de toxinas, aumento na expressao de adesinas, crescimento intracelular e resisténcia
a antimicrobianos (MASSEY; BUCKLING; PEACOCK, 2001; GRANT; HUNG, 2013).
Segundo Kahl (2013), a instabilidade dessas col6nias permite a reversédo do fenétipo

wild-type e, portanto, protecdo temporaria contra a atividade bactericida podendo
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eventualmente favorecer a persisténcia da infeccdo. A visualizagdo de SCVs é uma

evidéncia da presenca de um fendtipo adaptativo a vancomicina nesta linhagem.

Para testar nossa hipotese, utilizamos o ensaio de disco difusdo modificado, a fim de
realizar a detec¢do qualitativa e classificacdo dos niveis de tolerancia e persisténcia,
como uma alternativa de triagem rapida e menos laboriosa para auxiliar na conduta

clinica.

A avaliacdo de tolerancia ou persisténcia a vancomicina foi descartada, devido a sua
estrutura molecular de elevado peso e tamanho que dificultam sua difusédo
homogénea em agar. Nao foi possivel padronizar uma dose de vancomicina em disco
preparado in house que atendesse ao principio do método. Portanto, a analise

gualitativa para vancomicina por esse método nas condic¢des testadas nédo é viavel.

Outro fator limitante observado foi a utilizacdo de agar MH para realizacdo do ensaio.
Em contrapartida, de acordo com a diferenca dos halos de inibicédo, todas as linhagens
apresentaram alta tolerdncia ou persisténcia em agar LB para ciprofloxacino e
oxacilina, conforme o ponto de corte de Gefen e colegas (2017). O estresse gerado a
partir dos discos com antimicrobianos e das condi¢cdes do meio LB, com elevado
percentual de sal e restricdo de nutrientes, pareceu estimular melhor o crescimento
de S. aureus persistentes. Esses resultados estdo em concordancia com o estudo de
Kubistova et al., (2017) em que o estresse salino associado a farmacos afeta

significativamente a formacé&o e o quantitativo de persistentes em S. aureus in vitro.

Em S. aureus a tolerancia ou persisténcia para farmacos de outra classe é esperada
(CONLON, 2014; KEREN et al., 2004), entretanto o mesmo nivel de tolerancia ou
persisténcia encontrado para as linhagens derivadas e parental sugere a existéncia
do fenbmeno previamente a exposicdo da vancomicina. Segundo Balaban e outros
(2019), a persisténcia espontanea é mais incomum e ocorre ao longo do crescimento
exponencial, como foi observado no ensaio de exposicdo com 10 pg/mL de
vancomicina. Suspeitamos também que a aleatoriedade do fendmeno seja como uma
garantia de perpetuacdo da espécie (denominada de bet hedding), frente a uma

condicao estressora, de forma nao hereditaria.
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Ainda que a exposi¢cdo a vancomicina ndo tenha relacdo com o surgimento destas
colénias, foi possivel detectar um fendtipo adaptativo relacionado a tolerancia ou
persisténcia, de acordo com os critérios de “recrescimento” apdés a retirada do
farmaco. Embora, o nivel de tolerancia ou persisténcia tenha sido classificado como
alto esse resultado diverge dos valores de razdo CBM/CIM. E interessante destacar
gue o crescimento de coldnias nos halos de inibicdo de oxacilina sdo considerados
indicativos de resisténcia a meticilina (MRSA) pelo CLSI (2005), sugerindo que as
colonias crescidas dentro dos halos de inibicdo representem subpopulacdes
heterogéneas com susceptibilidade reduzida. Apesar da limitacdo técnica em
diferenciar tolerancia e persisténcia, a simplicidade e rapidez da técnica de disco

difusdao modificado sdo um atrativo na rotina laboratorial.

N&o € possivel precisar apenas com o ensaio de disco difusdo modificado, se ha
diferencas quanto a capacidade de sobrevivéncia em relacdo ao tempo de exposicao
do farmaco (tolerancia ou persisténcia tempo-dependente). A técnica mais
recomendada para deteccdo de tolerantes e persistentes € o método de curva de
morte. Segundo um consenso publicado recentemente, a curva de tempo de morte é
0 método mais recomendado para caracterizagdo in vitro de tolerancia e persisténcia
a antimicrobianos a partir da determinacédo do tempo minimo de morte para eliminar a
maior parte da populacdo sensivel (MDKgs € MDKaog,99, respectivamente) e identificar
a curva biféasica caracteristica de persisténcia (BRAUNER et al., 2016; BALABAN et
al., 2019).

Em nossos achados, 0 MDKgg para vancomicina em 50 pg/mL foi semelhante entre
as linhagens parental e derivada E10.6, tanto em fase lag (MDKgge = 6 h), quanto em
fase exponencial (MDKgg = 3 h). Portanto, de acordo com a classificagao proposta por
Brauner et al. (2016), em seis horas, a linhagem néo foi classificada como tolerante a
vancomicina. Entretanto, o tempo minimo para deteccdo de persistentes nao foi
determinado (MDKog,90) € a curva bimodal ndo foi observada. Também néo foi possivel
fazer comparagdo com o ensaio de disco difusdo modificado, em virtude das

caracteristicas estruturais da vancomicina ja mencionadas anteriormente.

Comparado com o ensaio de exposi¢cao a vancomicina em 10 pug/mL, a concentracao

de 50 pg/mL pareceu ser mais eficaz nas mesmas condi¢cdes de crescimento e tempo
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de exposicéo, reduzindo em 3 log (MDKaoo,0 = 6 h) 0 quantitativo de células viaveis para
as duas linhagens. Todavia, esse resultado se contrapde com os achados em 10 e

100 pg/mL de vancomicina no mesmo intervalo de tempo.

Algumas limitacdes da técnica, do ensaio de exposi¢éo e particularidades do farmaco
podem ter interferido no resultado final da curva de morte. A auséncia de uma
padronizacao rigorosa da técnica € um dos principais fatores limitantes, pois dificulta
a reprodutibilidade dos ensaios por diferentes grupos de pesquisa, bem como a
interpretacdo dos resultados de tolerancia e persisténcia de forma globalizada
(BRAUNER et al., 2016; BALABAN et al., 2019).

Especificamente para as nossas condi¢cdes experimentais, a deteccao de persistentes
utilizando um inéculo baixo (10* UFC/mL) dificulta a deteccdo de persistentes.
Segundo o célculo, 0 MDKgg99 seria determinado quando apenas 1 coldnia fosse
encontrada no meio de cultivo. Logo, a condi¢do do inéculo inicial, principalmente em
fase estacionaria, aumenta a margem de erro da técnica. De maneira geral,
isoladamente 0 método de contagem de viaveis para deteccdo de tolerancia e
persisténcia é limitado quando se trata de linhagens ndo mutantes, pois a
concentracdo de células heterogéneas pode chegar a 0,001% (BIGGER, 1944). Além
disso, o inoculo mais concentrado poderia acarretar em resultados falsos para
tolerancia ou persisténcia por efeito de inéculo (LAPLANTE et al.,, 2004;

VANDECASTEELE et al., 2013).

Outro fator limitante, foi a utilizacdo de um antimicrobiano tempo-dependente para
identificacdo de mecanismos por lag e por crescimento lento. Como é de
conhecimento geral, as curvas de morte com vancomicina sao longas e, segundo um
consenso publicado recentemente, resultados confusos podem ocorrer quando o
antimicrobiano utilizado para induzir tolerancia ou persisténcia também é utilizado
para avaliar a cinética de morte (BALABAN et al., 2019). Portanto, as divergéncias
entre os resultados em diferentes concentracdes de vancomicina sdo coerentes com
a literatura atual. A escassez de informacgdes sobre o fendbmeno, principalmente para
gram-positivos testados com vancomicina, € um fator limitante para a interpretacao

dos achados e classificacdo dos microrganismos.
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Apesar das discordancias entre os ensaios, entendemos que a sobrevivéncia
observada seja independente da concentracdo de vancomicina, pois nenhuma
concentracao testada foi suficiente para eliminar totalmente a linhagem ATCC 29213.
De fato, o nivel de tolerancia ou persisténcia deve se manter em relagdo a um farmaco
guando em concentracdes suficientemente elevadas (BALABAN et al.,2019). Esta é
uma interpretacdo subjetiva, pois ndo realizamos ensaio de curva de morte em
concentracdo dobrada para descartar a possibilidade de persisténcia dose-

dependente como recomendado por Brauner e colegas (2016).

Por fim, avaliamos os possiveis efeitos da vancomicina na taxa de crescimento,
percentual de autolise por Triton X-100 e peroxidacéo lipidica por determinacéo de
TBARS. Na presenca de um estresse temporario, como auséncia de nutrientes, pH
acido ou antimicrobianos, ocorrem modificagdes fenotipicas aleatérias em uma
subpopulacéo, geneticamente idéntica a sua populacdo dominante, por inducédo de
um estado de dorméncia ou persisténcia (LECHNER; LEWIS; BERTRAM, 2012;
(JOHNSON; LEVIN, 2013). O crescimento celular lento nesse estado de dorméncia &
capaz de proteger 0s microrganismos contra antimicrobianos bactericidas por
auséncia de um metabolismo celular ativo, logo estas drogas passam a atuar como
agentes bacteriostaticos (GRANT; HUNG, 2013; BALABAN et al., 2019).

Na auséncia de vancomicina, as linhagens derivadas apresentaram perfil de
crescimento idéntico a linhagem parental. Por outro lado, na presenca de
concentragcdes sub-CIM de vancomicina foram observadas discretas alteragcdes na
fase adaptativa das linhagens, mas, em concentracdo igual ou maior ao valor da CIM,
nenhuma linhagem apresentou crescimento (DOeoo = 0). O efeito inibitério da
vancomicina a partir da concentracao igual a CIM garante a nao replicagao celular, o
gue é esperado considerando o ensaio de susceptibilidade por determinacéo da CIM.
Porém, como se trata de um antimicrobiano com atividade bactericida lenta, ndo se

pode excluir a possibilidade de células viaveis presentes no meio.

Os resultados encontrados para a taxa de crescimento em concentragcdes igual e
maiores que a CIM concordam com os achados dos ensaios de exposicdo a
vancomicina e curva de morte em fase estacionaria, pois 0 quantitativo de células

viaveis foi mantido ao longo de 6 h. Novamente, n&o foi encontrado relagéo entre a



6 DISCUSSAO

eficacia do farmaco e o aumento da concentracdo. Um fator limitante para a deteccéo
de alteracbes no crescimento pode estar relacionado a baixa sensibilidade do
equipamento para a deteccédo de baixa concentracdo de células em estado metabolico

alterado.

Apesar da falha em detectar alteracdo no crescimento nas linhagens derivadas,
observamos que o efeito do tratamento com vancomicina por 1 h elevou os niveis de
TBARS, tanto na linhagem parental, quanto na linhagem derivada, supostamente
tolerante ou persistente. Alguns autores acreditam que as células persistentes
inativam a cadeia transportadora de elétrons, reduzindo a inducdo de ROS e,

conseqguentemente, inibindo a morte celular (KOHANSKI et al., 2007).

A modulacédo da resposta ao estresse oxidativo e desenvolvimento de persistentes em
S. aureus é mediada pela Clp protease (ClpP, do inglés Casinolytic Protease). Esta
protease regula a fisiologia celular, a capacidade adaptativa, a atividade autolitica e a
viruléncia bacteriana por modulacéo do gene agr. Sua funcao é iniciar uma resposta
fisiologica adaptativa contra fatores externos, como por exemplo, 0 estresse oxidativo
(KATAYAMA, 1988; FREES et al., 2003; MICHEL et al., 2006; MONTEIRO et al.,
2017).

A func@o da ClpP ainda é controversa. Os resultados encontrados por Frees e
colaboradores (2003) mostraram que mutantes por delecdo desta protease se
apresentam mais susceptiveis a acdo de peroxido de hidrogénio (H202) quando
comparados a linhagem selvagem (MICHEL et al., 2006), ou seja a protease teria um
efeito protetor contra ROS (a¢&o anti-oxidante). Entretanto, outros autores relatam que
a ativacao da ClpP é importante na eliminag&o de persistentes através da geracdo de
ROS (CONLON et al., 2013).

Entendemos que a funcdo da ClpP protease € iniciar uma resposta fisioldgica
adaptativa através da geracdo de ROS, no sentido de controlar o crescimento
bacteriano na condicao estressante (como por exemplo a exposi¢cdo a vancomicina),
mas se faz necessario o equilibrio entre a geracdo de ROS e as vias anti-oxidantes,
para que o microrganismo sobreviva sem se multiplicar, caracterizando o fenotipo

tolerante ou persistente. Nesta linha de raciocinio, os niveis elevados de peroxidacao
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lipidica desencadeados pela exposi¢cdo a vancomicina observados em nosso estudo,
seria uma resposta adaptativa ao estresse gerado pelo antimicrobiano, mas a ativacao
de mecanismos compensatorios teria garantido a sobrevivéncia de subpopulactes

supostamente tolerantes ou persistentes.

Corroborando com nosso estudo, Liu e colaboradores (2012) ja chamaram a atencao
para diferencas na producdo de ROS induzidos por antimicrobianos em diferentes
linhagens de uma mesma espécie, sugerindo limitacdes das técnicas utilizadas ou até
mesmo caracteristica especifica de cada linhagem. A auséncia de métodos
padronizados e diferencas no delineamento experimental para determinacao de ROS
dificultam a comparacdo dos resultados obtidos por diferentes grupos de pesquisa,
gerando resultados contraditérios (VAN ACKER et al.,2017). Além disso, limitacdes
da técnica podem estar relacionadas com diferencas na producédo de ROS induzidos
por antimicrobianos entre diferentes linhagens de uma mesma espécie (LIU et al.,
2012). Em concordancia com esses autores, observamos o mesmo efeito de
peroxidacao lipidica para as duas linhagens testadas, parental e derivada, o que indica
uma possivel caracteristica da linhagem. Portanto, outros ensaios de determinacéo
do estresse oxidativo seriam necessarios para afirmar com maior propriedade os

efeitos observados.

Em concordancia com as analises de peroxidacao lipidica para a linhagem E10.6, os
resultados de autdlise em 24 h foram significativamente maiores em todas as
linhagens do grupo tratado (p < 0,05). De fato, altos niveis de espécies reativas
(TBARS) sédo responsaveis por dano celular, incluindo a morte da célula. Porém,
esses achados sdo contrarios a sobrevivéncia significativa observada em seis
experimentos independentes na presenca de vancomicina. Além disso, as taxas de
autdlise das linhagens tratadas foram estatisticamente semelhantes a Mu3 (hVISA),
sugerindo que as linhagens do estudo apresentem comportamento semelhante ao de

populacdes heterogéneas.

A linhagem hVISA foi utilizada como controle de persisténcia em nosso ensaio de
autolise, visto que a heteroresisténcia pode ocorrer de forma transitéria em
subpopulacbes de células bacterianas, como um tipo de persisténcia (dose
dependente) (BRAUNER et al., 2016). Em destaque, a linhagem derivada E100 nos
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chama a atencdo em relacdo aos percentuais de autolise na presenca de Triton X-
100. Observamos que, tanto em niveis basais, quanto apos tratamento, a linhagem
E100 apresentou menor percentual de autdlise comparado a linhagem hVISA,
corroborando com os resultados de disco difusdo modificado para oxacilina. Embora
esses resultados ndo apresentem relevancia estatistica, podemos assim dizer, que
apesar do tratamento com vancomicina aumentar 0s niveis de autolise, o
comportamento autolitico das linhagens do estudo é semelhante ao comportamento

de linhagens persistentes.

Em concordancia com nossos achados significativos para autélise, Xu e outros (2018)
relatam que a reducdo de autdlise ndo é esperada para linhagens VSSA. Todavia,
embora o efeito global observado seja contrario a hipbtese de persisténcia
espontanea, a sobrevivéncia das linhagens derivadas de S. aureus poderia ser
explicada pelo mecanismo de PASH. Em persistentes, o mau funcionamento dos
mecanismos de reparo pode levar a alteracGes celulares sem a ativacdo de vias de
autolise. Estas alteracdes seriam responsaveis por reduzir a autdlise em linhagens
tolerantes ou persistentes, devido ao funcionamento irregular de autolisinas
(TUOMANEN et al., 1986; SINGH et al., 2016), o que explicaria a sobrevivéncia de
células na presenca de vancomicina. Alteracées na via autolitica também podem ser
observadas em populacdes persistentes na forma do fendtipo de SCV em
concordancia com os achados durante o ensaio de CBM.

Encontramos ainda alteracfes significativas na carga de superficie da linhagem
derivada E10.6. Esta linhagem apresentou carga de superficie estatisticamente mais
negativa em relacdo a linhagem parental, corroborando com os ensaios de autdlise e
peroxidacao lipidica. Em gram-positivos, os acidos teicdicos sao responsaveis pela
carga negativa, a medida que a superficie torna-se mais negativa, moléculas positivas
de vancomicina sdo atraidas com maior intensidade por células bacterianas
(LAMBERT, 2002; WANG et al., 2018). De fato, a atracdo de cargas opostas atua
como facilitadora da acdo bactericida do antimicrobiano no alvo celular dos
microrganismos, em concordancia com os resultados observados em todos os
ensaios fenotipicos. Porém, outros parametros complementares associados a

susceptibilidade reduzida, como espessamento de membrana, podem ter contribuido
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para a sobrevivéncia das linhagens derivadas analisadas, entretanto esses

parametros nao foram investigados.

O desenvolvimento do fenbmeno é multifatorial e os efeitos in vivo ainda sédo dificeis
de se prever, mas acreditamos que o estudo seja facilitado pela maior concentracao
de células tolerantes ou persistentes por exposicao a mais de um estresse. Esta seria
uma alternativa para aumentar a sensibilidade, como observado no ensaio de disco

difusdo modificado.

A variabilidade de procedimentos experimentais descritos para gerar e classificar
tolerancia e persisténcia tem dificultado a deteccédo e o estudo destes fendmenos
(CLSI, 1999; DIMITRIJOVSKI et al., 2015). Testes complementares sao necessarios
para um maior detalhamento e compreensdo das alteracdes que levaram a
susceptibilidade reduzida da linhagem ATCC 29213 quando exposta a 10 e 100 pug/mL
de vancomicina e ajudariam a estabelecer uma correlacdo mais robusta com o
fendtipo persistente. A busca pela compreensao do fendmeno ainda € recente, por
isso a escassez de informacfes. Os métodos e os critérios para deteccdo e
classificagao ainda sé&o controversos e laboriosos, com limitagdes para linhagens com

subpopula¢des de baixo percentual (menor que 1%).

Conforme discutido, os efeitos contrarios a sobrevivéncia observados nos ensaios de
autolise, peroxidacao lipidica e TBARS néo estéo claros, porém nos levam a acreditar
gue esses resultados refletem o efeito na populacdo dominante. Embora a hipotese
de tolerancia em S. aureus induzida por vancomicina tenha sido descartada, néo foi
possivel determinar o nivel de persisténcia para vancomicina entre as linhagens. Além
disso, todas as linhagens testadas apresentaram tolerancia ou persisténcia a oxacilina
e ciprofloxacino em niveis semelhantes, indicando a possibilidade da existéncia prévia

do fenbmeno como mecanismo adaptativo, ou seja, tolerancia espontanea.

Os niveis séricos de vancomicina préximos de 10 pg/mL (subterapéuticos) séo
capazes de alterar caracteristicas fenotipicas importantes do ponto de vista adaptativo
sem prejudicar a viabilidade completa de uma populacéo sensivel. Esta condi¢ao in
vivo pode ser responsavel por falha terapéutica e recidiva, particularmente em

pacientes imunossuprimidos e com infecgcbes complicadas. Nesses casos, 0 USO
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continuado da vancomicina parece questionavel, tendo em vista a atividade
bacteriostatica, por pelo menos seis horas, em concentracdo de até 100 pg/mL. A
acao tempo-dependente da vancomicina pareceu favorecer o fenétipo menos ativo

das células.

N&o sabemos se a exposi¢cdo a vancomicina por tempo maior que 6 horas favorece a
adaptacdo por maior expressdo dos fenotipos analisados ou mesmo de outros
pardmetros compensatorios, mas estd claro que a sobrevivéncia observada é
preocupante do ponto de vista clinico. Portanto, o estabelecimento de padrdes de
deteccao especificos e reprodutiveis para tolerancia e persisténcia em S. aureus na
rotina laboratorial € importante para direcionar o tratamento antimicrobiano e
estruturar  diretrizes que  controlem  infecgbes  por  microrganismos

tolerantes/persistentes e, a longo prazo, resistentes.
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7 CONCLUSOES

O tratamento com vancomicina, durante seis horas, ndo reduz a contagem
microbiana, bem como nao altera a susceptibilidade, mas eleva os niveis de
peroxidacao lipidica e os percentuais de autdlise sem alterar a velocidade de

crescimento e influencia na carga negativa de superficie.

Embora os percentuais de autdlise sejam elevados, estes apresentam-se

semelhantes a linhagem heterorresistente controle.

A linhagem parental e a linhagem derivada E10.6 ndo apresentaram diferenca
guanto a tolerancia/persisténcia a vancomicina, ciprofloxacino e oxacilina.
Todavia, a0 menos para os dois Ultimos antimicrobianos, foi constatado
crescimento de colbénias para as linhagens testadas, em niveis

correspondentes, apods a retirada do antimicrobiano.
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ANEXOS

ANEXOS

ANEXO A — Composicao de meios de cultura e reagentes

1. Meio crio-preservante:

Peptona de proteose 6,75 g

Fosfato de potassio dibasico anidro 1,8 g
Fosfato de potassio monobasico 0,45 g
Cloreto de sédio P.A 2,25 g

Glicerina P.A 45 mL

Agua destilada 450 mL

A solucao deve ser autoclavada a 121 °C durante 15 minutos e estocada de 2 a 8 °C.

2. Agar Luria Bertani in house:

Pesar 10 g de Triptona (Kasvi, Itélia), 5 g de extrato de levedura em p6 (Isofar Industria
e Comércio de Produtos Quimicos, Brasil), 10 g de NaCl (para testar oxacilina, foi
utilizado 2% (m/v) a mais do sal) e 15 g de agar-agar em pé (Sigma-Aldrich®, Brasil).
Dissolver os p6s em 1 L de agua deionizada, ajustar o pH (= 7,2) e autoclavar por 30
minutos a 121 °C. Apds resfriamento (50 — 60 °C), distribuir aproximadamente 25 mL

de agar LB em placas de Petri 15 x 90 mm.



ANEXOS

ANEXO B - Preparo das solucdes estoque de antimicrobianos

As solucdes estoques foram preparadas com base no volume obtido a partir da

aplicacdo da formula a seguir:

peso x poténcia
concentracao final

Volume =

Onde,

Volume é dado em mL;

Peso em mg;

Poténcia em pg/mg, encontrado no certificado de anélise emitido pelo fabricante;

Concentracéao final desejada em pg/mL.

As solucdes estoque foram preparadas conforme definidas as concentracdes de
desejadas para os testes, descritas na Tabela 6. Apos completa dissolucdo, as
solugbes foram homogeneizadas e aliquotadas em microtubos, seguidas de

congelamento foi a -20 °C.

Tabela 6 — Dados para o célculo do volume final das solucdes estoque.

o . Concentragéao Poténcia _ Peso
Antimicrobiano _ Diluente
final (ng/mL) (Hg/mg) (9)
Vancomicina 1000 998 Agua destilada 0,01
Vancomicina 2000 998 Agua destilada 0,02
Ciprofloxacino 1000 995 Agua destilada 0,01
Oxacilina 1000 900 Agua destilada 0,01




ANEXOS

ANEXO C - Resultado do ensaio de disco difusdo modificado para

vancomicina

Quadro 3 - Crescimento de colbnias, apés a retirada do disco contendo 2,5 pg de
vancomicina, em E10.6, E100 e ATCC 29213.

Vancomicina 2,5 ug
Amostras

24 h

:
3

ATCC® 29213™

E10.6

E100




