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Resumo

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva que coloniza naturalmente o ser
humano em varias partes do corpo, nomeadamente na cavidade oral. Apesar desta bactéria
ndo estar diretamente envolvida no processo de formacdo da carie dentaria, é reconhecida
como um dos mais importantes agentes patogenicos oportunistas humanos, capaz de causar
diversas doencas de diferentes graus de severidade. A patogenicidade de S. aureus estd
relacionada com a secrecdo de uma panoplia de proteinas e toxinas que lhe permitem evadir
a resposta do sistema imunitario. Para além disso, a aquisi¢cdo de mecanismos de resisténcia
a antibioticos por parte destas bactérias levou a emergéncia de estirpes bacterianas
resistentes, constituindo um grave problema a nivel mundial. Assim sendo, o0 objetivo deste
trabalho é caracterizar fenotipicamente S. aureus provenientes da cavidade oral de pacientes
submetidos a tratamento médico-dentario.

Trinta e trés estirpes foram isoladas de pacientes de uma clinica dentaria e a sua
suscetibilidade foi testada pelo método de difusdo em disco Kirby-Bauer contra 14 agentes
antimicrobianos e de acordo com as diretrizes do EUCAST (2018). Os agentes
antimicrobianos utilizados foram penicilina, gentamicina, mupirocina, cefotoxina,
ciprofloxacina, eritromicina, &cido fusidico, clindamicina, linezolida, tobramicina,
canamicina, timetroprim-sulfametoxazol, tetraciclina e cloranfenicol. Os isolados
apresentaram resisténcia a gentamicina (CN, n=29), tobramicina (TOB, n=26), penicilina
(PEN, n=16), eritromicina (ERY, n=9), acido fusidico (FD, n=5), cefoxitina (FOX, n=2),
canamicina (K, n=2), ciprofloxacina (CIP, n=1), clindamicina (DA, n=1), e tetraciclina
(TET, n=1). Nenhum dos isolados apresentou resisténcia fenotipica aos antibidticos
trimetoprim-sulfametoxazol, mupirocina, cloranfenicol e Linezolida.

Todos os isolados foram também testados contra dois antissépticos orais disponiveis
comercialmente, porém, os resultados obtidos foram pouco conclusivos.

Conclui-se que trabalhos como este séo de grande relevo na medida que nos permitem
tomar consciéncia da importancia do conhecimento das caracteristicas de cada estirpe
bacteriana em particular e dos seus padrdes de suscetibilidade antimicrobiana, de modo a
facilitar a escolha da melhor terapia antimicrobiana, evitando assim o uso indevido dos

antibidticos, um dos principais fatores que leva a emergéncia das resisténcias.

Xl
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Abstract

Staphylococcus aureus is a Gram-positive bacterium that naturally colonizes human
beings in various parts of the body, namely in the oral cavity. Although this bacterium is not
directly involved in the process of dental caries formation, it is recognized as one of the most
important human opportunistic pathogens, capable of causing different diseases of different
degrees of severity.The pathogenicity of S.aureus is related to the secretion of a panoply of
proteins and toxins that allow it to evade the immune system's response. In addition, the
acquisition of antibiotic resistance mechanisms by these bacteria has led to the emergence of
resistant bacterial strains, constituting a serious problem worldwide. Therefore, the aim of this
work is to phenotypically characterize Staphylococcus aureus from the oral cavity of patients
undergoing medical and dental treatment.

Thirty-three isolates were recovered from patients at a dental clinic and their
susceptibility was tested by the Kirby-Bauer disk diffusion method against 14 antimicrobial
agents and according to EUCAST guidelines (2018). The antimicrobial agents used were
penicillin, gentamicin, mupirocin, cefotoxin, ciprofloxacin, erythromycin, fusidic acid,
clindamycin, linezolid, tobramycin, kanamycin, timetroprim-sulfamethoxazole, tetracycline
and chloramphenicol. The isolates showed resistance to gentamicin (CN, n = 29), tobramycin
(TOB, n = 26), penicillin (PEN, n = 16), erythromycin (ERY, n = 9), fusidic acid (FD, n=5),
cefoxitin (FOX, n = 2), kanamycin (K, n = 2), ciprofloxacin (CIP, n = 1), clindamycin (DA, n
= 1), and tetracycline (TET, n = 1). None of the isolates showed phenotypic resistance to the
antibiotics trimethoprim-sulfamethoxazole, mupirocin, chloramphenicol and Linezolid.

All the isolates were also tested against two commercially available oral antiseptics,
however, the results obtained were not conclusive.

It is concluded that works like this are of great relevance in the way they allow us to
become aware of the importance of knowing the characteristics of each bacterial strain in
particular and its patterns of antimicrobial susceptibility, in order to facilitate the choice of the
best antimicrobial therapy, avoiding thus the misuse of antibiotics, one of the main factors that

leads to the emergence of resistance.

Keywords: Antibiotic resistance, Staphylococcus aureus, MRSA, oral cavity.
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I.  Revisdo bibliografica

1. Introducgéo

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva de forma esférica pertencente a
familia Staphylococcaceae (Lee et al., 2018). Bioquimicamente, é uma bactéria anaerdbia
facultativa, formando colonias amarelas em meios de agar nutritivo. Para além disso,
caracteriza-se por ser coagulase e catalase positiva, oxidase negativa e tolerante ao sal
(pode crescer em meio manintol-salt agar com 7,5% de cloreto de sodio) (Gnanamani et
al., 2017). Esta bactéria é abundantemente encontrada em animais, nomeadamente no
Homem, colonizando a pele, trato oral, respiratério e gastrointestinal de forma
assintomatica (Faden, 2018). No entanto, é reconhecida como um dos mais importantes
agentes patogénicos oportunistas humanos, capaz de causar diversas doencas de diferentes

graus de severidade (Sim, 2019).

A patogenicidade de S.aureus esta relacionada com a secrecdo de uma pandplia de
proteinas e toxinas que lhe permitem evadir a resposta do sistema imunitario (Guerra et al.,
2017). Para além disso, a aquisi¢cdo de mecanismos de resisténcia a antibiéticos por parte
destas bactérias levou a emergéncia de estirpes bacterianas resistentes, constituindo um
grave problema a nivel mundial (Bush et al., 2011). Os processos de transferéncia horizontal
de genes, nomeadamente a aquisicdo de genes de resisténcia mediada por plasmideos

constituem a rota mais comum de disseminacdo das resisténcias (Jensen e Lyon, 2009).

Os MRSA’s (Staphylococcus aureus resistentes a meticilina) foram descritos em 1961
como um dos patdgenos de maior risco associados ao desenvolvimento de resisténcia a
antibioticos (Harkins et al., 2017). Estas bactérias adquiriram um elemento genético movel
que Ihes confere resisténcia contra a meticilina bem como a maioria dos antibioticos beta-

lactdmicos (Harkins et al., 2017).

Uma vez no interior do organismo, podem levar ao surgimento de infe¢bes graves como
endocardites e outras com elevado grau de mortalidade (Gnanamani et al., 2017). Por esse
motivo, e uma vez que pdem em causa a eficacia dos antibiéticos, estas bactérias
constituem uma grave ameaga a saude publica, sendo por isso motivo de grande

preocupacao.



2. Colonizagéo e infecéo

Cerca de 30% da populacdo humana € naturalmente colonizada por S. aureus
(Thammavongsa et al., 2015). Estes individuos funcionam como um reservatorio de infe¢do
uma vez que podem transmitir a bactéria a outros sujeitos (Sim, 2019). O processo de
colonizacdo envolve o contacto entre 0 hospedeiro e 0 agente patogénico, e depende da
capacidade deste ultimo de aderir e resistir & resposta imunitaria do primeiro (Gordon e Lowy,
2008). Os mecanismos de adesdo utilizados por esta bactéria dependem das caracteristicas
especificas do epitélio (Laux et al., 2018). Neste processo participam um conjunto de proteinas
presentes na parede celular da bactéria que sdo capazes de reconhecer moléculas da matriz
celular (Ryu et al., 2014). Estas proteinas pertencem ao grupo dos MSCRAMMs (microbial
surface components recognizing adhesive matrix molecules) (Laux et al., 2018). Dentro deste
grupo destacam-se as proteinas de ligacdo a fibronectina (FnbpA e FnbpB), proteinas de ligagédo
ao fibrinogénio (CIfA e CIfB), determinante de superficie regulado por ferro A (IsdA) e acido
teicodico (Ryu et al., 2014). O &cido teicodico liga se ao recetor SREC1 presente na superficie

das células ciliadas da cavidade nasal posterior (Figura 1) (Krismer et al., 2017).
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Figura 1-Mecanismos de adesdo de S. aureus na cavidade nasal anterior e posterior (adaptado de Krismer et al.,
2017).



Estirpes com deficiéncia neste acido sdo incapazes de aderir e colonizar as células da
cavidade nasal (Sakr et al., 2018). Na cavidade nasal anterior o fator CIfB bem como o
determinante A (IsdA) interagem com proteinas presentes na matriz das células escamosas
anucleadas, tais como a proteina LOR e citoqueratina 10 (Figura 1) (Krismer et al., 2017). O
papel do fator CIfB no processo de colonizagdo j& foi estudado em diversos trabalhos, que
demonstraram que este tem um papel fundamental no processo de colonizagdo. Segundo esses
estudos, estirpes mutantes para o fator CIfB tém uma taxa de colonizagdo muito diminuida
quando comparadas com a estirpe selvagem (CIfB +) (Sakr et al., 2018)

Ap0s aderir & matriz celular, este agente é capaz de crescer e resistir de varias formas. Tem
a capacidade de produzir colonias variantes pequenas que sdo menos suscetiveis a atividade
bactericida dos péptidos antimicrobianos produzidos por determinadas células do estrato corneo
(Ryu et al., 2014). Isto acontece porque as mesmas tém a capacidade de se alojar no interior
das células hospedeiras onde podem adquirir maior viruléncia (Gordon e Lowy, 2008). A
localizacdo intracelular destas col6nias ja foi descrita utilizando técnicas de imunohistoquimica
em células epiteliais, endoteliais e inflamatorias, principalmente mastocitos (Sakr et al., 2018).
Esta localizacdo pode explicar a dificuldade da descolonizacdo e a ocorréncia de infecdes
recorrentes em pacientes com rinossinusite cronica (Clement et al., 2005).

Para além das caracteristicas do patdgeno, algumas caracteristicas do hospedeiro
influenciam diretamente o processo de colonizagao tais como o seu estado de saude e a presenca
de determinadas patologias (Sakr et al., 2018). Deste modo, existem alguns grupos onde o risco
de infecdo é maior, nomeadamente recém nascidos com baixo peso, criancas e pacientes que
carreguem consigo dispositivos médicos como cateteres, intubacdo endotraqueal ou implantes
(Thammavongsa et al., 2015).

Por dltimo, também a competicdo entre bactérias que co-habitam no mesmo local pode
influenciar diretamente o processo de colonizacdo (Lee et al., 2018). Na cavidade nasal, onde
0s recursos sao limitados, as bactérias competem entre si através de diferentes mecanismos para
garantir a sua sobrevivéncia. Por exemplo, S. lugdunensis consegue destruir S.aureus através
da producdo e secrecdo de um composto antimicrobiano designado lugdunina (Lee et al., 2018).
Outras bactérias tém a capacidade de alterar as condi¢es do meio externo, levando a destruicéo
dos seus rivais. E o caso de S. pneumoniae que liberta peroxido de hidrogénio para 0 meio
gerando radicais livres no DNA de S.aureus, o que leva a ativacdo de profagos contidos no seu

genoma que promovem a lise da bactéria (Figura 2) (Krismer et al., 2017).
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Figura 2-Mecanismo de competicdo entre bactérias. Lise de S. aureus ap0s a libertacéo de perdxido de
hidrogénio por Streptococcus pneumoniae (Adaptado de Krismer et al., 2017).

Quando ocorre uma quebra das barreiras cutaneas e mucosas, este agente ganha facilmente
acesso a corrente sanguinea disseminando-se, rapidamente, para outros 6rgdos, o que leva ao
surgimento de infegdes mais graves como endocardites, pneumonia necrotica, entre outros
(Gnanamani et al., 2017) (Sim, 2019). Na maioria dos casos, as infe¢des sdo causadas por
estirpes de S. aureus que os proprios individuos transportam de forma comensal (Lakhundi e
Zhang, 2018a). No entanto, é importante referir que a taxa de mortalidade em infe¢6es por S.
aureus € maior em individuos que ndo sejam colonizados por este agente em comparag¢do com
individuos colonizados, sugerindo assim que este processo confere alguma protecdo imunitaria

caso uma posterior infecdo ocorra (Gordon e Lowy, 2008).



3. Resposta imunitaria do hospedeiro

A resposta imunitaria contra Staphylococcus aureus envolve a ativacdo quer do sistema
imunitario inato quer do sistema imunitario adaptativo. (Karauzum et al., 2017). O primeiro
fornece uma resposta pré-inflamatoria ndo especifica como a fagocitose por parte de
macrdfagos e neutrofilos, representando a primeira linha de defesa contra agentes invasores que
se caracteriza por ser uma resposta rapida contra o patdgeno iniciando-se pelo reconhecimento
de padrbées moleculares associados ao patogeno (PAMPS) (Zecconi e Scali, 2013). Este
reconhecimento € feito por recetores especificos localizados na membrana da célula hospedeira
designados PRRs levando a libertacdo de fatores pro-inflamatérios como as citocinas e as
quimiocinas (Krishna e Miller, 2012). A libertacdo destas moléculas gera um gradiente
quimiotatico que atrai os neutréfilos para o local da infecdo num processo designado
guimiotaxia (Guerra et al., 2017). Por sua vez, os neutréfilos que extravasam 0s vasos
sanguineos e migram em direcdo ao local da infecdo fagocitam o agente infecioso
(Thammavongsa et al., 2015). No interior do fagossoma, os neutrofilos utilizam diversos
mecanismos para destruir a bactéria. Estes incluem espécies reativas de oxigénio, péptidos anti

microbianos, entre outros (Figura 3) (Krishna e Miller, 2012).

Citoplasma

* Espécies reativas de oxigénio;
* Péptidos antimicrobianos;
*  Protei 5
® NS * Hidrolases acidas;
*  Outros...

Fagossoma

Neutrofilo

Figura 3- Mecanismos antimicrobianos no interior do fagossoma (Adaptado de Krishna e Miller,
2012).



4. Fatores de viruléncia

Para conseguir sobreviver de forma comensal no organismo humano, Staphylococcus
aureus teve de se adaptar a presenca das defesas do hospedeiro. Como tal, adquiriu capacidade
de inibir funcGes bésicas da resposta imunitaria (Greenlee-wacker et al., 2015).

A patogenicidade deste agente € um processo multifatorial que depende da expressdo de
diversos fatores de viruléncia controlada por multiplos sistemas regulatérios em conjunto com
sinais provenientes do meio externo (Lan et al., 2010). Um dos mais bem estudados sistemas
regulatorios em Staphylococcus aureus € o gene regulador acessério (agr). Descrito pela
primeira vez em 1986, codifica um sistema quorum- sensing que funciona como um regulador
méaximo de viruléncia (Jenul e Horswill, 2019). Este sistema coordena o timing de transicéo
para 0 modo invasivo, levando a um aumento na producéo dos fatores de viruléncia (Bezar et
al., 2019). Assim sendo, a patogenicidade de S.aureus esté relacionada com a secre¢do de uma
panoplia de proteinas e toxinas que lhe permitem evadir a resposta do sistema imunitario.
Algumas dessas proteinas tém a capacidade de se ligar a recetores especificos na membrana
dos neutro6filos impedindo a quimiotaxia. Dentro desse grupo podemos destacar as proteinas
inibitérias da quimiotaxia (CHIPS) que impedem que os neutrofilos respondam a estimulos
quimicos como proteinas do complemento (C5a) e peptideos formilados de origem bacteriana
(Guerra et al., 2017). As CHIPS ligam-se aos seus recetores especificos C5aR e FPR,
respetivamente, ambos pertencentes & classe dos recetores associados a proteina G (GPCRs),
blogueando-os (Postma et al.,, 2019). Outras proteinas conseguem ‘“sequestrar”
imunoglobulinas ao ligarem-se a estas huma orientacdo incorreta. A proteina A, presente na
superficie celular de S.aureus, é capaz de se ligar & porcdo Fc da IgG, fazendo com que esta
imunoglobulina fique “presa” a superficie celular da bactéria (Rigby e Deleo, 2012). A
Staphyloxantina é uma de varias enzimas que possui propriedades antioxidantes
desempenhando um papel importante na defesa do patdgeno contra as espécies reativas de
oxigeénio presentes no interior do fagossoma (Lan et al., 2010). Existem ainda algumas proteinas
que facilitam o processo de invasdo dos tecidos como a proteina Eap (Extracellular adherence
protein) e outras como lipases, proteases e nucleases que causam a destruicdo dos tecidos
facilitando assim a penetracdo da bactéria (Gnanamani et al., 2017). Para além disto, S.aureus
¢ ainda capaz de produzir exo polimeros formando uma microcdpsula que inibe o

reconhecimento pelas células do sistema imunitario (Rigby e Deleo, 2012).



Para além dos fatores de viruléncia referidos anteriormente, S. aureus é ainda capaz de
produzir e segregar diversas toxinas (Otto, 2015). Estas toxinas incluem a familia das
leucocidinas e hemolisinas e sdo geralmente designadas de PFTs (pore forming toxins) ou PFP
(pore forming proteins) (Rigby e Deleo, 2012) uma vez que levam a formacdo de poros na
membrana da célula alvo (Figura 4) (Joubert et al., 2007). Dentro deste grupo podemos
destacar a leucocidina de Panton-Valentine e a alfa- e beta-hemolisina. Para além destas, outras
toxinas como as enterotoxinas, toxinas exfoliativas e toxinas da sindrome de choque toxico
podem também ser segregadas por S. aureus, acarretando consequéncias graves para 0
hospedeiro.

Na tabela 1 encontram-se descritos resumidamente todos os fatores de viruléncia e

toxinas mencionados anteriormente.

a) Leucocidina de Panton-Valentine (PVL)

A leucocidina de Panton-Valentine deve o seu nome a Philip Noel Panton e Francis
Valentine que em 1932 distinguiram a PVL das hemolisinas e demonstraram uma correlacéo
entre a presenca desta molécula com a ocorréncia de infecGes severas na pele e tecidos moles
(Nawrotek et al., 2018). As leucocidinas sdo toxinas formadoras de poros que atacam celulas
do sistema imunitario principalmente fagocitos (Spaan et al., 2017). Estas moléculas sdo
formadas por duas subunidades proteicas (LukS-PV e LukF-PV) que hetero-oligomerizam
formando um poro octaédrico na membrana da célula alvo provocando a lise da mesma (Tromp
et al., 2018). Estas proteinas sdo codificadas por dois genes contiguos (LukF-PV e LukS-PV)
transportados no interior de profagos (Nawrotek et al., 2018). Ao contrario de outras
leucocidinas secretadas por Staphylococcus aureus, as leucocidinas de Panton-Valentine ndo
tém atividade hemolitica (Boyle-vavra e Daum, 2007). Estudos in vitro demonstraram que a
atividade desta toxina € dependente da sua concentracdo. Em concentragdes subliticas estas
moléculas levam a ativagéo da via intrinseca da apoptose enquanto que em concentragdes mais
elevadas promovem a necrose dos leucécitos (Nawrotek et al., 2018). E importante referir que
apesar de uma percentagem relativamente baixa (2-5%) de isolados de S.aureus transportarem
consigo os genes para a PVL existe uma forte evidencia epidemioldgica para a associacao entre
a PVL e a emergéncia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (Hussain et
al., 2010).



b) Hemolisinas

A familia das hemolisinas é das mais bem caracterizadas familias de toxinas formadoras de
poros em termos de estrutura (Peraro e Goot, 2015). Ao contrario das leucocidinas que apenas
lisam leucdcitos, as hemolisinas tém a capacidade de lisar glébulos vermelhos (Otto, 2015).
Dentro desta familia a alfa hemolisina (também conhecida como alfa-toxina ou Hla) é capaz de
destruir uma enorme variedade de células incluindo células epiteliais, eritrocitos, fibroblastos,
monacitos, macrofagos e linfocitos, sendo considerada o maior fator de viruléncia em S.aureus
(Rigby e Deleo, 2012).

Toxinas formadoras de poros
(monomeros inativos)

. Associacao
Ligacao a membrana .

T ???
(Eigi ??&6&&6&&

Insercao

????? P90
B60006660

Pmo

Figura 4- Mecanismo de ac¢do das toxinas formadoras de poros (Adaptado de Nawrotek et al., 2018).

c) Enterotoxinas

As enterotoxinas interferem com a funcao intestinal e tipicamente causam vomitos e diarreia
(Otto, 2015). As estirpes de S.aureus podem produzir uma vasta variedade destas toxinas que
sdo altamente resistentes ao calor, as proteinases digestivas, agentes desnaturantes e variacdes
de pH (Benkerroum, 2018).0 mecanismo através do qual estas moléculas atuam ndo é bem
conhecido. No entanto, o processo envolve a ativagdo excessiva de linfdcitos T resultando na
libertagdo massiva de citocinas que finalmente termina em morte celular por apoptose (Otto,
2015). Devido ao seu potencial de estimular excessivamente as células T, estas toxinas sdo
classificadas como proteinas superantigénicas (SAgs) e podem, assim como as TSSTs,

desencadear a sindrome de choque toxico (Benkerroum, 2018).



d) Toxinas exfoliativas

As toxinas exfoliativas produzidas por algumas estirpes de S.aureus disseminam-se pelo
organismo resultando em febre, eritema e destruicdo de proteinas essenciais & manutencao da
normal estrutura da pele, podendo levar ao surgimento da sindrome da pele escaldada (Ondusko
e Nolt, 2019). Esta patologia é mais frequente em criangas devido ao facto de estas possuirem
baixos niveis de anticorpos neutralizantes (Yamasaki et al., 2005).

e) Toxinas da sindrome de choque téxico

As toxinas da sindrome de choque toxico medeiam a sindrome do choque téxico que se
caracteriza por sintomas como febre, eritroderma, hipotensdo e ,em casos mais extremos,
faléncia multiorganica (Ondusko e Nolt, 2019). Apesar destas toxinas apresentarem um grande
potencial fatal apenas estdo presentes hum pequeno numero de estirpes de S.aureus (Otto,
2015).



Tabela 1-Fatores de viruléncia de Staphylococcus aureus (Adaptado de Gnanamani et al., 2017).

Fator de viruléncia

Caracteristicas

Ligacdo aos tecidos
Microbial Surface Components

Recognizing adhesive  matrix

molecules (MSCRAMM)

Evasdo da resposta imunitaria
Microcépsula

Proteina A

Leucocidina de Panton-Valentine
Alfa-hemolisina

Proteinas inibidoras da
quimiotaxia (CHIPS)

Invaséo dos tecidos

Proteina de aderéncia extracelular
(Eap)

Proteases, lipases, nucleases
Toxinas

Leucocidinas

Hemolisinas

Enterotoxinas

Toxinas da sindrome do choque
toxico

Toxinas exfoliativas

Proteinas da superficie celular bacteriana que interagem com moléculas
presentes na superficie da célula hospedeira facilitando a ligagcdo da
bactéria aos tecidos. Exemplos: proteinas de ligacdo a fibronectina,
proteinas de ligagdo ao fibrinogénio determinante de superficie regulado

por ferro e 4cido teicodico.

Impede o reconhecimento e fagocitose da bactéria pelos fagdcitos.
Liga-se a por¢do Fc da IgG impedindo o processo de opsonizagao.
Formacéo de poros na membrana da célula alvo levando a lise da mesma.
Primeira toxina formadora de poros identificada e melhor caracterizada
até ao momento. E capaz de lisar eritrocitos.

Inibicdo da funcéo quimiotatica dos neutrofilos e mondcitos.

Ligacdo a matriz da célula alvo, proteinas plasmaticas e molécula de
adesdo endotelial (ICAM-1).

Promovem a destrui¢do dos tecidos.
Lise de leucdcitos

Lise de leucdcitos e eritrécitos
Provocam intoxicacdo alimentar.

Responsaveis pela sindrome do choque téxico.

Causam a sindrome da pele escaldada.
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5. Cluster de evasao imune

O cluster de evasdo imune (IEC) é o elemento genético mdvel mais vulgarmente
encontrado em isolados de S. aureus humanos sendo este codificado pelo bacteri6fago Saint3
(Jung et al., 2016). Atualmente, sete variantes deste elemento foram identificadas com base nas
diferentes possiveis combinacdes de genes nele contidas. Todas as variantes carregam consigo
0 gene scn que codifica a proteina SCIN (Staphylococcal complement inhibitor) responsavel
por inibir a ativagcdo do complemento (Verkaik et al., 2010). Esta proteina interage com as C3
convertases impedindo a deposi¢do de C3b na superficie celular da bactéria (Thammavongsa
etal., 2015).

Os outros genes presentes neste cluster sdo o sea, sak e chp codificando a enterotoxina A,
estafilocinase e as proteinas inibidoras da quimiotaxia, respetivamente (Verkaik et al., 2010).
A SAK esta presente em cerca de 75% dos IECs e tem como fungdo inibir a atividade
bactericida das alfa defensinas e promover a ativacdo do plasminogénio em plasmina na
superficie da bactéria, impedindo o processo de opsonizacdao (Jung et al., 2016). As CHIPS
(proteinas inibitdrias da quimiotaxia) estdo presentes em metade dos IECs, enquanto que as
enterotoxinas apenas estéo presentes em cerca de 1/, dos mesmos (Wamel et al., 2006). Apesar
deste bacteriéfago estar presente em grande parte dos isolados humanos, € pouco comum
encontra-lo em isolados de origem animal (Jung et al., 2016).

Na tabela 2 encontram-se descritos resumidamente os componentes do cluster de evasao

imune mencionados anteriormente.

Tabela 2-Componentes do cluster de evasdo imune (Adaptado de Thammavongsa et al., 2015).

Nome Gene Genoma Func¢éo Alvo

SCIN ‘ scn IEC1 Inibicdo do complemento C3

Estafilocinase ‘ sak IEC1 Inibi¢do da fagocitose C3, plasminogénio;
CHIPS ‘ chp IEC1 Inibic8o da quimiotaxia FPR1 e C5aR
Enterotoxina A ‘ sea IEC1 Ativagdo de linfdcitos Linfocitos T
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6. Resisténcia a antibioticos

Desde a sua implementacdo na pratica clinica ha cerca de oito décadas, os antibidticos
tornaram-se a base da medicina moderna (Stokes et al., 2019). No entanto, a sua eficacia tem
vindo a ser ameacada pela disseminacédo global de estirpes resistentes que se deve em grande
parte ao uso inadequado destes nos diferentes setores: clinica, veterinaria e agricultura (Bush et
al., 2011).

A emergéncia estirpes de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina foi verificada
em 1942 (Lakhundi e Zhang, 2018a), poucos anos ap6s a introdu¢do da mesma na pratica
clinica (Ventola, 2015). Estas estirpes produzem uma enzima beta-lactamase (penicilinase)
capaz de destruir o anel beta-lactamico da penicilina, inativando o antibiotico (Gnanamani et
al., 2017). Para fazer face a este problema, novos antibiéticos foram desenvolvidos desde ent&o,
porém, devido a sua utilizacdo exagerada a incidéncia de novas resisténcias aumentou,
particularmente nos paises em desenvolvimento, onde estes medicamentos podem ser
facilmente adquiridos sem necessidade de prescricdo médica (W. Wang et al., 2018).

Inicialmente, quando as primeiras resisténcias foram reportadas, pensava-se que estas
se deviam exclusivamente a muta¢des que ocorriam espontaneamente levando ao surgimento
de organismos resistentes (Jensen e Lyon, 2009). Neste cenario, células mutantes derivadas de
uma populacdo suscetivel tém a capacidade de sobreviver mesmo na presenca do antibiotico,
enquanto que as suscetiveis serdo eliminadas (Munita et al., 2016). No entanto, a descoberta de
processos de transferéncia horizontal de genes (HGT) e de elementos de DNA extra
cromossomico rapidamente colocou a teoria da resisténcia mutacional em segundo plano
(Jensen e Lyon, 2009). Ao contrario da transferéncia vertical, onde os genes passam da célula
mée para as filhas durante a reproducéo, a transferéncia horizontal de genes pode resultar da
aquisicdo direta de DNA externo libertado por células vizinhas (transformacéo), transmissao de
DNA célula a célula atraves da superficie celular (conjugacéo) e transferéncia de DNA mediada
por virus (transducdo) (Figura 5) (Stewart, 2013).

Regra geral, o processo de conjugacdo utiliza elementos genéticos moveis (MGE”s)
como veiculos de partilha de informacéo genética (Munita et al., 2016). A transmisséo de genes
de resisténcia mediada por plasmideos € a via mais comum de aquisicdo de material genético
externo enguanto que, pelo contréario, a transmissao mediada por bacteriéfagos é pouco comum
(Reygaert, 2018).
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Virus (bacteriofago)
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DNA estranho recombinado com o
cromossoma da célula recetora

Figura 5- Vias de transferéncia horizontal de genes em bactérias (Adaptado de Stewart, 2013).

As moléculas antibacterianas atuam por mecanismos que alvejam funcGes importantes para
a bactéria impedindo a sua multiplicacdo ou sobrevivéncia. Assim sendo, os antibiéticos podem
ser divididos em diferentes grupos de acordo com o seu mecanismo de acdo (Reygaert, 2018).
Contudo, alguns agentes patogénicos como S. aureus desenvolveram diversos mecanismos de
resisténcia que lhes permitem sobreviver na presenca desses antibioticos. Em seguida seréo
destacados os principais grupos de antibiéticos, resumindo-se 0 seu mecanismo de acdo bem

como o mecanismo de resisténcia que lhe esta associado.

6.1 Inibidores da sintese da parede celular

a) Beta lactamicos

Os beta lactdmicos sdo uma classe de antibidticos que bloqueiam a sintese de
peptidoglicano, um componente chave da parede celular das bactérias (Etebu e Arikekpar,
2017). As ultimas fases da sintese do peptidoglicano sao catalisadas por um grupo de proteinas
designadas proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) (Loskill et al., 2014). Estas proteinas sdo
alvo de acdo dos antibidticos beta lactamicos, que se ligam & enzima bloqueando o seu local
ativo. Staphylococcus aureus desenvolveu resisténcia a acdo destes antibidticos através de dois

mecanismos principais (Figura 6) (Scheffers e Pinho, 2005). Em primeiro lugar, sdo capazes
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de sintetizar enzimas que hidrolisam e destroem os beta lactamicos. Estas enzimas sdo
designadas beta lactamases e sdo codificadas pelo gene blaZ (Fuda et al., 2005). O segundo
mecanismo de resisténcia estd relacionado com a producdo de uma proteina de ligacdo &
penicilina modificada (PBP2a) (Harkins et al., 2017). Esta proteina possui baixa afinidade
pelos beta lactamicos uma vez que, em comparagdo com as restantes PBPs, apresenta um local
ativo menos acessivel e por esse motivo a sintese de peptidoglicano ndo ¢ afetada (Lakhundi e
Zhang, 2018b).

Antibiotico Proteinas de ligacao a penicilina (PBP’s)

N
‘ ' PBP2a

M’ B-lactamase

Parede celular

Figura 6- Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos beta-lactimicos em S. aureus.

b) Glicopeptideos

Ao contrério dos beta lactdmicos que se ligam diretamente as PBPs, os glicopeptideos como
a vancomicina e a teicoplanina ligam se ao seu substrato, o peptidoglicano, impedindo os
processos de transglicolisacéo e transpepidacdo (Yim et al., 2014). O mecanismo de resisténcia
a estes antibidticos passa pela aquisicdo do gene VanA que codifica proteinas capazes de
reprogramar a sintese da parede celular. Apesar da resisténcia & vancomicina ser bastante
frequente em membros do genro Enterococcus, € pouco frequente encontrar Staphylococcus

aureus resistentes a vancomicina (VRSA) (Binda et al., 2014).
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6.2 Inibidores da sintese proteica

a) Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo uma das classes de antibidticos mais importantes no tratamento
de infecbes por Staphylococcus (Dokht et al., 2017). Estes antibidticos sdo geralmente
administrados em conjunto com os beta lactamicos devido ao seu efeito sinérgico (Yadegar et
al., 2009). O seu mecanismo de acdo baseia-se na sua ligacdo a subunidade ribossomal 30S,
interrompendo o processo de traducdo (Mahdiyoun et al., 2016). Consequentemente, ocorre a
biossintese de uma proteina ndo funcional que interage com a membrana celular, alterando a
sua permeabilidade (Azucena e Mobashery, 2001). Atualmente, foram identificados trés
mecanismos de resisténcia a estes antibidticos: alteracdo do local de ligacdo ao antibidtico na
subunidade ribossomal 30S, reducdo da permeabilidade ao antibidtico e inativacdo do
antibiético por enzimas (Mahdiyoun et al., 2016). Este ultimo é sem duvida o mecanismo de
resisténcia mais utilizado por Staphylococcus através da segregacao de enzimas modificadoras
de aminoglicosideos (AME’s) (Yadegar et al., 2009). As AME’s sdo classificadas em trés
classes de acordo com a reacdo que catalisam em: acetiltransferases (AAC’s), fosfotransferases
(APH’s) e nucleotidiltransferases (ANT’s) (Ardic et al., 2006). Estas enzimas utilizam
moléculas dadoras de grupos acil, fosfato e adenosina monofosfato para modificar a molécula
alvo, o antibiotico, deixando este de ser funcional (Ramirez e Tolmasky, 2010). Destas enzimas
a AAC(6")/APH(2"), ANT(4)-1, e APH(3")-I1l, codificadas pelos genes aac(6")-le/aph(2),
ant(4)-la, and aph(3”)-1lla respetivamente, sdo de particular importancia uma vez que sao as
AME’s mais comuns em Staphylococcus e também porque modificam aminoglicosideos de
elevada importéncia clinica (Yadegar et al., 2009). Estas enzimas podem estar codificadas em

plasmideos, no cromossoma bacteriano ou ainda em elementos transponiveis (Ida et al., 2001).
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b) Tetraciclinas

As tetraciclinas, descobertas em 1940, sdo uma familia de antibioticos que inibem a sintese
proteica pois impedem a ligacdo do tRNA ao ribossoma (Chopra e Roberts, 2001). Mais
especificamente, as tetraciclinas ligam-se ao rRNA 16S impedindo a ligagdo do tRNA ao
complexo mRNA-ribossoma interrompendo o processo de traducdo (Chukwudi, 2016). A
resisténcia as tetraciclinas esta relacionada com a aquisicdo de genes presentes em elementos
genéticos mdveis como plasmideos e transposfes que podem ser facilmente conjugados entre
bactérias (Roberts, 2005). Os dois principais mecanismos de resisténcia a estes antibioticos em
espécies de Staphylococcus sdo o efluxo ativo do antibiético e a protecao ribossomal (Trzcinski
et al., 2000). O primeiro mecanismo € mediado pelos genes tetK e tetL que codificam proteinas
de efluxo que exportam o antibidtico para fora da célula, reduzindo a sua concentracéo
intracelular e assim protegendo o ribossoma(Chopra e Roberts, 2001). O segundo mecanismo
por sua vez é mediado pelos genes tetM e tetO que codificam proteinas citoplasmaticas

responsaveis pela protecdo dos ribossomas a acédo das tetraciclinas (Chopra e Roberts, 2001).

c) Macrdlidos, lincosamidas e estreptograminas (MLS"s)

Os antibidticos deste grupo sdo quimicamente distintos porém, o seu mecanismo de acgéo é
bastante similar: todos eles se ligam a subunidade ribossomal 50S, préximo do centro peptidil
transferase (Reyes et al., 2007) que catalisa a formacdo de ligacbes peptidicas durante o
processo de elongacdo das proteinas (Tenson e Lovmar, 2003). A ligacdo do antibiotico neste
local inibe a sintese proteica, limitando o crescimento da bactéria (Gaynor e Mankin, 2003). O
principal mecanismo de resisténcia a este grupo de antibi6ticos é a producdo de enzimas
metilases (codificadas pelo gene erm) que catalisam uma reacdo de metilacio no RNA
ribossomal, alterando a sua conformacdo e consequentemente impedindo a ligacdo do
antibidtico (Reyes et al., 2007). Para além deste mecanismo, a presenca de bombas de efluxo
(codificadas pelos genes mrsA ou mrsB) bem como de enzimas que inativam estes antibidticos

(EreA e EreB) ja foram documentadas em Staphylococcus aureus (Schmitz et al., 2000).
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d) Anfenicdis

O cloranfenicol foi o primeiro agente deste grupo a ser descoberto em 1947, apés ser isolado
de uma bactéria (Streptomyces venezuelae) (Schwarz et al., 2016). Devido aos seus efeitos
colaterais e suspeita de carcinogénese a sua utilizacéo foi banida de varios paises. No entanto,
alguns analogos sintéticos deste foram desenvolvidos e sdo usados atualmente, nomeadamente
o tianfenicol e florfenicol (Reis et al., 2020). Estes antibiéticos interferem com o terminal
aminoacil do aa-tRNA, inibindo a peptidiltransferase (Foster, 2017). A resisténcia a este grupo
de antibidticos frequentemente ocorre atraveés de modificagdo enzimatica por acetilacdo ou
fosforilacdo (Reis et al., 2020).

6.3 Inibidores da sintese de acidos nucleicos
a) Quinolonas

As quinolonas atuam através da inibicdo de duas enzimas essenciais a replicacdo do DNA
bacteriano, a DNA girase e a topoisomerase IV (Blondeau et al., 2004). O mecanismo de
resisténcia a estes antibidticos em S.aureus passa por alteracdes no local de ligacdo a estas
enzimas (subunidade GyrA da girase e subunidade GrlA na topoisomerase) bem como pela
expressao de bombas de efluxo pelo gene NorA que expulsam o antibidtico para 0 meio

extracelular (Gnanamani et al., 2017).

6.4 Inibidores das vias metabdlicas
a) Sulfonamidas

As sulfonamidas sdo um grupo de antibidticos sintéticos que atuam como inibidores
competitivos da enzima dihidropteroato sintetase (DHPS) impedindo a sintese de acido félico
(Reis et al., 2020). Esta enzima é essencial para os procariotas que, ao contrario dos mamiferos,
sintetizam acido folico de novo (Foster, 2017). O principal mecanismo de resisténcia em
Staphylococcus esta relacionado com mutacdes no gene folP que produz uma DHPS alterada,

a qual o antibiotico € incapaz de se ligar (Skold, 2000).
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7. Epidemiologia de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

Os MRSAs (Staphylococcus aureus resistentes & meticilina) foram identificados como um
dos patogénicos de maior risco associados ao desenvolvimento de resisténcia a antibioticos
(Harkins et al., 2017). Estas bactérias foram ,inicialmente, descritas em 1961 na Inglaterra,
pouco tempo depois da meticilina ser introduzida na pratica clinica (Lee et al., 2018). No
entanto, a sequenciacdo do genoma de alguns isolados sugere que estas bactérias terdo surgido
na década 40, devido ao excessivo uso da penicilina (Lee et al., 2018). De facto, apenas dois
anos apos a introducdo da penicilina cerca de 80% dos isolados de S. aureus apresentavam
resisténcia a este antibidtico (Lakhundi e Zhang, 2018b). Durante os dez anos ap0s 0 Seu
surgimento, verificou-se um aumento dos surtos de infegdes provocadas por MRSA em
diferentes paises do mundo, especialmente nos paises Europeus (Gnanamani et al., 2017). Na

figura 7 é possivel observar o cenério atual da incidéncia (em %) de MRSA a nivel mundial.
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Figura 7- Incidéncia mundial de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (Retirado de Lee et al., 2018).
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Inicialmente, as infe¢Ges por MRSA estavam confinadas apenas a ambientes hospitalares,
sugerindo que este agente emergiu nesse ambiente (Kateete et al., 2019). Porém, em 1990
emergiram as primeiras estirpes de origem comunitaria causando infe¢Bes graves em pacientes
sem nenhum contacto prévio com ambiente hospitalar (Choo, 2017). Deste modo, 0s MRSA
passaram a ser classificados de acordo com a sua origem em hospitalares (HA-MRSA) ou
comunitarios (CA-MRSA) (Alfouzan et al., 2019). Os primeiros estdo associados a infeces
nosocomiais graves como endocardites (Kateete et al., 2019) enquanto que os segundos séo
geralmente a causa mais comum de infecdes da pele e tecidos moles (Choo, 2017).

O mecanismo de resisténcia aos beta lactamicos nos MRSA apenas foi descoberto alguns
anos depois, em 1981 (Gnanamani et al., 2017). Verificou-se entdo que a resisténcia esta
relacionada com a aquisicdo e insercdo de um elemento genético movel designado

staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) (Harkins et al., 2017).

O staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) € um elemento genético mével
constituido por dois componentes essenciais, 0 complexo de genes ccr e 0 complexo de genes
mec (Chongtrakool et al., 2006). O complexo mec é composto pelo gene mecA (ou mecC) e
pelos seus genes reguladores (mecR1 e mecl) que controlam a sua expressao, enquanto que o
complexo ccr codifica recombinases local especificas que medeiam a integracdo do elemento
bem como a sua excisdo precisa do interior do cromossoma (Figura 8) (Hiramatsu et al., 2015).
Os genes mecA ou mecC sao os responsaveis pela producdo da proteina de ligagdo a penicilina
modificada (PBP2a) conferindo resisténcia a meticilina bem como a maioria dos antibi6ticos
beta-lactdmicos. (Harkins et al., 2017).

A elevada diversidade no tamanho e organizagdo destas estruturas levou a classificacdo
da cassete estafilococal em 13 tipos (I-XI11) (Alfouzan et al., 2019). O typing desta estrutura é
uma ferramenta importantissima no estudo dos MRSA’s, permitindo a sua classificacdo
epidemioldgica em diferentes grupos, no entanto, com o passar dos anos, a distingdo entre estes

tem se tornado cada vez mais confusa (Lee et al., 2018).

Atualmente, a hipdtese que melhor permite explicar a origem evolucionaria dos MRSA
sugere que estes surgiram pela transferéncia horizontal desse elemento em estirpes percursoras

suscetiveis a meticilina (MSSA) (Gnanamani et al., 2017).
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Complexo mec Complexo ccr

Figura 8- Estrutura basica do SSCmec constituido pelo complexo mec e complexo ccr
(Adaptado de Hiramatsu et al., 2015).

8. MRSA de origem hospitalar e MRSA de origem comunitaria

Como ja foi referido anteriormente, 0s MRSA podem ser classificados de acordo com a sua
origem em hospitalares (HA-MRSA) ou comunitarios (CA-MRSA) (Alfouzan et al., 2019).

Os MRSA de origem hospitalar (HA-MRSA) definem-se como isolados de S.aureus obtidos
de pacientes com dois ou mais dias de hospitalizacdo ou que apresentem fatores de risco
(histérico de hospitalizacdo recente, cirurgia, dialise, residéncia de longa data em
estabelecimentos de cuidados de saude, presenca de um cateter de permanéncia ou dispositivo
médico percutaneo) (Gnanamani et al., 2017). Este agente apresenta resisténcia contra
antibidticos nao beta lactamicos especialmente aminoglicosideos, macrolidos, lincosamidas e
fluoroquinolonas estando associado a infe¢cdes nosocomiais graves como endocardites (Kateete
et al., 2019). O fendtipo de multirresisténcia é conferido por determinantes de resisténcia
presentes nos SCCmec de maior tamanho, nomeadamente do tipo 1,11 e 11l (Alfouzan et al.,
2019).

Os MRSA de origem comunitaria (CA-MRSA) sdo isolados de S. aureus obtidos de
pacientes até dois dias apds a hospitalizacdo e sem os fatores de risco acima mencionados
(Gnanamani et al., 2017). Genotipicamente as estirpes CA-MRSA séo mais recentes e mais
virulentas e tipicamente carregam consigo o0 SCCmec tipo 1V ou V (Kateete et al., 2019).
Apesar de serem suscetiveis aos antibioticos ndo beta lactamicos, estas estirpes geralmente
possuem o gene para a leucocidina de Panton-Valentine, associada a uma maior viruléncia
(Peng et al., 2018). As infe¢des mais comuns provocadas por MRSA de origem comunitéria
sdo infecOes da pele e tecidos moles apesar de poderem ocorrer infe¢des mais invasivas do trato

respiratorio bem como choque séptico (Choo, 2017).
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9. Staphylococcus aureus e a cavidade oral

Apesar de ndo estarem diretamente envolvidos no processo de formacéo da carie dentaria,
0s membros do género Staphylococcus estdo associados a diversas condi¢Bes patoldgicas orais
tais como como parotite supurativa, queilite angular, estomatite de dentadura e infecoes
dentoalveolares agudas (Koukos et al., 2015).

Pessoas portadoras de dispositivos orais tais como aparelhos ortoddnticos e proteses
dentérias sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento de doencas orais como caries uma vez que
estes dispositivos facilitam a acumulacdo de placa bacteriana devido a maior dificuldade na
higienizacdo (Cuesta et al., 2010).

Como ja é do conhecimento cientifico, a cavidade oral serve como porta de entrada para
alguns microrganismos oportunistas. Algumas doencas orais podem facilmente levar ao
desenvolvimento de infe¢des sistémicas graves e septicemias (Smith et al., 2001).

Deste modo, uma vez que S. aureus é reconhecido como um dos mais importantes agentes
patogénicos oportunistas torna-se particularmente importante avaliar a sua presenca em pessoas
que estdo mais suscetiveis ao desenvolvimento dessas patologias, como portadores de aparelhos
ortodénticos e préteses dentarias.

Por ultimo, uma vez que a acumulacdo de placa bacteriana € o principal fator que contribui
para 0 surgimento e progressao das doencas orais (Cuesta et al., 2010), uma medida preventiva
muito importante € a higienizacdo oral adequada com recurso, muitas vezes, a utilizacdo de

antissépticos orais.

10. Clorexidina e Cloreto de cetilpiridinio

Descrita em 1954 como “o novo agente antibacteriano de elevada poténcia”, a clorexidina
passou a ser muito utilizada na pratica clinica e, na década de 70, foi introduzida na medicina
dentéria (Cieplik et al., 2019). Capaz de inibir totalmente a formacdo da placa bacteriana e
evitar o desenvolvimento de gengivites quando aplicada duas vezes ao dia a uma concentragao
de 0.2%, rapidamente se tornou no composto ativo mais frequentemente encontrado nos
produtos de higiene oral (Cieplik et al., 2019). O seu mecanismo de agdo é semelhante ao
cloreto de cetilpiridinio e baseia se na disrup¢do da membrana celular causando inibi¢do do
crescimento e morte das bactérias. Apesar de possuirem um mecanismo de a¢do semelhante, a
substantividade do cloreto de cetilpiridinio é inferior a da clorexidina e, por esse motivo, a sua

eficacia parece ser inferior (Alves et al., 2011). Para alem disso, a clorexidina é ainda capaz de

21



inibir algumas enzimas proteoliticas e glicosidicas de elevada importancia para o0 metabolismo
bacteriano (Mcbain et al., 2003).

O seu uso descontrolado nos primeiros anos levou, a semelhanca do que acontece com 0s
antibioticos, a emergéncia de estirpes resistentes. Atualmente, a resisténcia a este composto
quimico ocorre frequentemente em muitas bactérias, nomeadamente em Staphylococcus
aureus. O mecanismo de resisténcia neste género esta relacionado com a presenca do gene gac
(“quaternary ammonium compound”) que codifica proteinas de efluxo Qac que reconhecem o

agente biocida e o “exportam” para fora da célula (Cieplik et al., 2019).

A emergéncia de estirpes resistentes a este e outros agentes antissépticos ndo tem recebido
grande atencgdo por parte da comunidade cientifica. No entanto, é preciso alertar para o facto da
resisténcia a estes compostos estar diretamente relacionada com resisténcia a antibioticos uma

vez que, nestes casos, a permeabilidade celular se encontra diminuida (Alves et al., 2011).

Il.  Objetivos

O principal objetivo deste trabalho € isolar, identificar e caracterizar o perfil de resisténcia
aos antibidticos de S. aureus sensiveis e resistentes a meticilina (MSSA e MRSA,
respetivamente) provenientes de amostras de saliva recolhidas de pacientes submetidos a
diferentes tratamentos médico-dentarios. Para além disso, pretende-se ainda estudar a
suscetibilidade dos isolados S. aureus a acdo de dois antissépticos orais disponiveis

comercialmente.

Objetivos especificos:

1. lIsolar Staphylococcus aureus suscetiveis a meticilina e Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina através de meios de cultura especificos;

2. ldentificar estirpes de S. aureus através de métodos bioquimicos;

3. Testar a suscetibilidade dos isolados de S. aureus frente a 14 agentes antimicrobianos
(PEN, 10 pg; FOX,30 ug ; CIP,5 pg; K,30 pg; CN,10 pg; TOB,10 pg; ERY,15 ug;
DA,2 ug; TET,30 pg; LNZ,30 pg; FD,10 pg; SXT,25 pg; MUP,5 pg; CHL,30 pg)

4. Testar a suscetibilidade dos isolados de S. aureus frente a dois agentes antissépticos

(Clorexidina e Cloreto de cetilpiridinio).
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I1l. Material e métodos

1. Recolha de amostras

A recolha das amostras bioldgicas foi realizada durante a pratica clinica com recurso a

uma zaragatoa bucal em pacientes submetidos a diferentes tratamentos médico-dentarios. As

amostras foram recolhidas semanalmente durante um periodo de 4 meses (de outubro de 2019

a janeiro de 2020) no ambito de um protocolo de cooperacéo cientificacom uma clinica dentéria

localizada no centro da cidade de Vila Real.

No total, foram recolhidas 127 amostras: 105 de pacientes com aparelho ortodontico, 21

de pacientes com proteses e 1 de paciente com periodontite.

Os dados relativos a populacdo em estudo encontram-se na Tabela 3. Relativamente ao

sexo dos pacientes, 75 eram do sexo feminino e 52 do sexo masculino. A média de idades para

individuos portadores de aparelho ortodéntico foi de 18 anos e para pacientes portadores de

prétese foi de 67 anos. O unico paciente com periodontite deste estudo tinha 38 anos de idade.

Tabela 3- Dados relativos a populagdo em estudo

Sexo (nimero de individuos)

Condicao oral N° amostras Média idades
Feminino Masculino
Aparelho ortodéntico 105 18
Protese 21 67
Periodontite 1 38
Total 127
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2. Isolamento e identificacéo de S. aureus e MRSA

As amostras recolhidas foram inoculadas em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion)
suplementado com 6,5 % de NaCl e incubadas a 37° C durante 24h. Em seguida, o in6culo foi
semeado em BPA (Baird Parker Agar), um meio diferencial e seletivo para o isolamento de S.
aureus. Simultaneamente, foi semeado em ORSAB (Oxacillin Resistance Screening Agar
Base), um meio suplementado com 2 mg/ml de oxacilina que permite identificar colonias de
MRSA. As placas foram colocadas na estufa a 37° C durante 24h. As colonias foram

posteriormente identificadas através de métodos bioquimicos: teste da DNase e catalase.

DNase: O teste da DNase € utilizado para verificar a capacidade de um microrganismo
produzir desoxirribonuclease, uma enzima capaz de degradar DNA. Este teste é realizado em
meio DNase agar. Primeiramente, o meio é inoculado com uma a duas colonias de
microrganismo e incubado a 37°C durante 24h. Em seguida, coloca-se &cido cloridrico (1N)
até cobrir a superficie do meio. Apds alguns minutos, a formacédo de um halo transparente ao
redor das colonias é indicador de resultado positivo. Este teste € Gtil para diferenciar S. aureus

de outros Staphylococcus que ndo produzem a enzima em questao.

Catalase: O teste da catalase €é utilizado para verificar a capacidade de um microrganismo
produzir catalase, uma enzima responsavel por neutralizar espécies reativas de oxigénio como
o0 peroxido de hidrogénio. Para realizar este teste, coloca-se uma gota de perdxido de hidrogénio
numa superficie limpa como uma placa de Petri. Em seguida, coloca-se uma a duas colénias de
microrganismo sobre a gota de perdxido de hidrogénio. A rapida formacéo de bolhas de gas é

indicador de um resultado positivo.

3. Teste de suscetibilidade aos antibioticos

A caracterizacao fenotipica de resisténcia aos antibiéticos foi determinada pelo método de
difusdao em disco de Kirby-Bauer, descrito em 1966, sendo um método semi-quantitativo
baseado na difusao. Este método consiste em distribuir diversos discos, que contém diferentes
antibioticos, sobre zonas distintas de uma placa de meio de cultura, Mueller-Hinton agar,
inoculado com a estirpe bacteriana que se pretende estudar. Essas estirpes foram previamente
suspensas em soro fisiologico (0,9%) até atingirem uma turvacao equivalente a 0,5 na escala de
McFarland. A avaliacdo da susceptibilidade foi realizada recorrendo as normas EUCAST
(European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) (2018) com exce¢ao do

24



antibiotico canamicina que seguiu as normas CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
(2017). O antibidtico difunde-se na periferia de cada disco influenciando o crescimento das
bactérias formando o halo de inibi¢ao do crescimento. Colocaram-se as placas na estufa durante
24 horas a 37°C. De seguida, observou-se a zona de inibigao para cada antibiotico e registou-se
0 seu diametro em milimetros. Foram utilizados 14 agentes antimicrobianos: mupirocina,
tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazole, acido fusidico, eritromicina, clindamicina,
gentamicina, tobramicina, penicilina G, cefoxitina, cloranfenicol, ciprofloxacina, canamicina e
linezolida (Tabela 4). Foram utilizados controlos positivos e negativos da colecdo de estirpes

da Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro.

Tabela 4- Agentes antimicrobianos utilizados e respetivas concentracdes.

Antimicrobiano Quantidade por
disco
Penicilinas Benzilpenicilina/Penicilina G (PEN) 10 ug
Cefalosporinas (2% geracéo) Cefoxitina (FOX) 30 ug
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina (CIP) 5 ug
Canamicina (K) 30 ug
Aminoglicosideos Gentamicina (CN) 10 ng
Tobramicina (TOB) 10 ug
Macrolideos Eritromicina (ERY) 15 ug
Lincosamidas Clindamicina (DA) 2 ug
Tetraciclinas Tetraciclina (TET) 30 ug
Oxazolidinonas Linezolida (LNZ) 30 ug
Fusidanos Acido fusidico (FD) 10 pg
Sulfonamidas Trimetoprim-sulfametoxazol 25 ug

(SXT)
Mupirocina (MUP) 5ug
Outros agentes

Cloranfenicol (CHL) 30 pg
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4. Teste de suscetibilidade aos antissépticos

A caracterizacdo fenotipica de resisténcia a clorexidina e cloreto de cetilpiridinio foi
determinada, & semelhanca do teste de suscetibilidade aos antibiéticos, pelo método de difusdo
em disco de Kirby-Bauer. Para tal, foram utilizados dois produtos de higiene oral disponiveis
comercialmente: GUM Paroex® e EluPerio®. A composi¢do quimica de cada um deles
encontra-se descrita na Tabela 5. As estirpes foram previamente suspensas em soro fisioldgico
(0,9%) com uma turvacéo equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Em seguida pipetou-se 20
pl dos respetivos produtos comerciais para discos brancos que foram posteriormente
distribuidos numa placa de Mueller-Hinton agar, semeada com a estirpe bacteriana em estudo.
As placas foram colocadas na estufa durante 24 horas a 37°C. De seguida, observou-se a zona

de inibicdo para cada produto e registou-se o seu diametro em milimetros.

Tabela 5- Nome comercial e respetiva composicao quimica dos produtos utilizados.

Produto Composicédo Quimica (Composto ativo)
GUM Paroex® ‘ Digluconato de Clorohexidina (0.12%) + Cloreto de Cetilpiridinio
EluPerio® ‘ Gluconato de Clorohexidina (0.12%)

IV. Resultados e discussao

1. Prevaléncia de Staphylococcus aureus e MRSA

Para facilitar a discusséo dos resultados foram definidos dois principais grupos de estudo:
grupo aparelhos ortodénticos (AO) e grupo proéteses dentarias (PD). Para além disso foi
ainda considerado o grupo Total que engloba os dados relativos a ambos 0s grupos mais a
amostra de periodontite.

Os resultados obtidos correspondentes a prevaléncia de S. aureus encontram-se na Tabela
6. Das 127 amostras analisadas neste estudo foram obtidos 33 (26%) isolados de S. aureus dos
quais apenas um era resistente a meticilina (MRSA) (0.8%). A prevaléncia de S. aureus obtida
neste estudo foi superior a apresentada por McCormack et al., 2015 (18%) num estudo

semelhante realizado na Grécia. No entanto, o valor obtido neste estudo vai de encontro com o
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descrito pelo Centro Europeu de Prevencdo e Controlo das Doencas que refere que
aproximadamente 30% da populagdo humana € naturalmente colonizada por esta bactéria
(European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2012).

Das 105 amostras do grupo AO foram identificados 26 isolados S.aureus positivos,
correspondendo a uma prevaléncia de 25% neste grupo. No grupo PD, das 21 amostras
analisadas foi possivel identificar 6 isolados S.aureus positivos, 0 que corresponde a uma
prevaléncia de 29%. Um dos isolados do grupo PD corresponde a um MRSA, 0 Unico
identificado neste trabalho.

Por ultimo, na Unica amostra de periodontite ndo se identificou a presenca de S. aureus.
No entanto, este valor ndo pode ser considerado representativo, pois uma Unica amostra ndo é
significante. Em varios estudos ja realizados em pacientes com periodontite, a prevaléncia de
S. aureus tem uma grande variancia (5.6-75%) pelo que a relacdo entre as doencas periodontais
e apresenca de S.aureus ainda ndo é bem compreendida (Koukos et al., 2015). Para uma melhor

compreensdo deste tema seria necessario um maior nimero de amostras.

Tabela 6- Ntimero de isolados de S. aureus e respetiva prevaléncia.

Condicao oral N° isolados de S.aureus (Prevaléncia %)
Aparelho ortodéntico 27 (26%)
Protese 6 (29%)
Periodontite 0
Total 33 (26%)

Curiosamente, ao contrario do que seria de esperar, a prevaléncia de S. aureus nos dois
grupos em estudo (AO e PD) esta dentro do valor considerado normal para individuos saudaveis
(30%). No grupo PD verificou-se uma prevaléncia de S. aureus ligeiramente superior
comparativamente ao grupo AO. Este ligeiro aumento pode ser explicado pelo facto de que este
grupo comporta uma populagdo maioritariamente idosa o que, por si s, e segundo Varios
autores, constitui um fator de risco que contribui para a incidéncia desta bactéria na cavidade
oral. Segundo Kang et al., 2011, pessoas idosas tem uma maior suscetibilidade a serem
infetadas por esta bactéria provavelmente devido a presenca de doencas cronicas
nomeadamente diabetes mellitus e doencas neuronais. O mesmo autor também concluiu que

este grupo populacional tem uma elevada taxa de mortalidade aquando da infec&o por S. aureus,
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sendo a bacteremia e pneumonia o tipo de infe¢cBes mais recorrentes nestas pessoas. Também o
Centro Europeu de Prevencéo e Controlo das Doengas identificou uma maior prevaléncia desta
bactéria em pessoas com idade superior a 65 anos (64%). Por este motivo e dado o alto risco de
mortalidade associado a infecdo por S. aureus em pessoas idosas, é necessario ter particular
atencdo de modo a prevenir a transmisséo deste agente entre este grupo populacional.

Um estudo realizado nos Estados Unidos revelou que 21% dos estudantes de uma escola
de medicina dentaria eram colonizados por MRSA’s (Roberts et al., 2011). O mesmo estudo
analisou a presenca de MRSA em superficies e concluiu que 8,4% destas eram MRSA positivas.
Deste modo, uma vez que estes meios podem ser considerados como uma perigosa fonte de
contaminacéo, destaca-se a elevada importancia do cumprimento dos protocolos de seguranca
microbioldgica nas instalacdes clinicas em particular nas clinicas dentarias.

Como ja foi referido anteriormente, embora ndo esteja diretamente envolvido no processo
de formacdo da carie, S.aureus é um importante agente patogénico oportunista. Pessoas
portadoras de aparelho ortodéntico e protese dentaria estdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de doencas orais como caries dentarias que podem ser uma porta de entrada
para agentes oportunistas como S.aureus levando, por vezes, ao desenvolvimento de infecdes
mais graves. Por esse motivo, os resultados de prevaléncia obtidos séo bastante positivos.

E importante salientar que a comparagao entre estudos de prevaléncia é, muitas vezes, um
grande desafio devido as diferentes abordagens que sdo realizadas pelos autores. Estas
diferencas devem-se em grande parte aos diferentes métodos utilizados bem como ao tipo de
amostragem que é realizado. Neste trabalho a amostragem foi feita num so local, a cavidade
oral, e 0 método de identificacdo utilizado foram os meios de cultura tradicionais. Muitos dos
estudos semelhantes utilizam métodos de identificacdo diferentes, com maior sensibilidade, o
que por si sé é suficiente para fazer variar os resultados. Deste modo, deve ter-se sempre em
conta o tipo de metodologia utilizado neste tipo de trabalhos aquando da comparacdo dos

resultados obtidos.
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2. Distribuicéo dos isolados S. aureus de acordo com o0 Sexo

Neste trabalho foram analisadas amostras bioldgicas de 127 pacientes: 75 do sexo

feminino e 52 do sexo masculino.

Para o grupo AO, das 62 mulheres participantes, 14 eram portadoras de S.aureus na
cavidade oral, correspondendo a uma prevaléncia de aproximadamente 23%. Dos 43 homens
testados, 13 foram identificados como positivos para a bactéria em estudo, ou seja 30%.

No grupo PD, 3 das 12 mulheres e 3 dos 9 homens participantes neste estudo foram
também identificados como portadores de S.aureus na cavidade oral, correspondendo a uma

prevaléncia de 25% e 33%, respetivamente.

No Total, das 75 mulheres testadas, 17 eram portadoras de S.aureus. De modo
semelhante, dos 52 homens, 17 eram também portadores. Deste modo, a prevaléncia de
S.aureus para o sexo feminino foi de aproximadamente 23% enquanto que para 0 Sexo

masculino esse valor foi de 30%.

Assim sendo, a prevaléncia de S.aureus neste trabalho foi superior no sexo masculino
(30%) relativamente ao sexo feminino (23%). Esta tendéncia verificou-se em ambos 0s

grupos de estudo (Tabela 7).

Tabela 7- Prevaléncia (%) de S.aureus de acordo com o sexo.

Feminino Masculino
Grupo AO ‘ 23% 30%
Grupo PD ‘ 25% 33%

Total ‘ 23% 30%
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3. Caracterizacao fenotipica dos isolados de S. aureus

O teste de suscetibilidade aos antibioticos foi realizado nos 33 isolados S.aureus positivos
. O namero e respetiva percentagem de isolados resistentes a esses mesmos antibidticos
encontra-se na Tabela 8. De uma forma geral, e segundo as normas EUCAST, os 33 isolados
de S. aureus apresentam resisténcia, por ordem decrescente, a gentamicina (CN, n=29),
tobramicina (TOB, n=26), penicilina (PEN, n=16), eritromicina (ERY, n=9), acido fusidico
(FD, n=5), cefoxitina (FOX, n=2), canamicina (K, n=2), ciprofloxacina (CIP, n=1),
clindamicina (DA, n=1), e tetraciclina (TET, n=1).

Tabela 8- Numero e percentagem de resisténcias por antibiotico.

Nome do Antibidtico Resisténcias N°(%o)

Gentamicina (CN) 29 (87.9)

Tobramicina (TOB) 26 (78.8)

Benzilpenicilina/Penicilina G (PEN) 16 (48.5)
Eritromicina (ERY) 9(27.2)

Acido fusidico (FD) 5 (15.2)
Cefoxitina (FOX) 2 (6.0)
Canamicina (K) 2 (6.0)
Ciprofloxacina (CIP) 1(3.0)
Clindamicina (DA) 1(3.0)
Tetraciclina (TET) 1(3.0)
Trimetoprim-sulfametoxazol (SXT) 0(0.0)
Mupirocina (MUP) 0(0.0)
Linezolida (LNZ) 0(0.0)
Cloranfenicol (CHL) 0(0.0)

No grupo AO vinte e trés isolados (85,2%) apresentaram resisténcia a gentamicina,
dezanove (70,4%) a tobramicina, onze (40,7%) a penicilina, nove (33,3%) a eritromicina, trés

(11,1%) ao acido fusidico, dois (7,4%) a canamicina e um (3,7%) a cefoxitina.
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No grupo PD, todos os isolados (100%) apresentaram resisténcia a gentamicina e
tobramicina, cinco (83,3%) a penicilina, dois (33,3%) ao acido fusidico e um (16,6%) &

cefoxitina, ciprofloxacina, clindamicina e tetraciclina (Grafico 1).

120

0
100

100

83,3
85,2
87,9
78,8

80

70,4

60

PERCENTAGEM
40,7
48,5
33,3
3

27,2

40

16,6
16,6
16,6
16,6

20

ql

o ooo o o o [ole]e]

i
i
i
~fo ~ o

™ o0 o o™

| I°

PEN FOX CIP LNZ CN TOB K ERY DA TET CHL FD SXT MUP
ANTIBIOTICOS

H Grupo AO Grupo PD Total

Gréfico 1- Percentagens de resisténcia aos diferentes antibidticos nos dois grupos e total.

Comparando as resisténcias nos dois grupos verificamos que a resisténcia a penicilina é
muito mais frequente no grupo PD (83,8%) comparativamente ao grupo AO (40,7%). Também
a resisténcia ao acido fusidico foi trés vezes superior nesse grupo. Pelo contrério, a resisténcia
a eritromicina que ocorre em um terco dos isolados do grupo AO néo se verificou em nenhum
isolado do grupo PD. Para ambos 0s grupos a percentagem resisténcia aos aminoglicosideos

gentamicina e tobramicina foi bastante elevada (>70%).

Em nenhum dos grupos houve resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol, mupirocina,
cloranfenicol e linezolida. Para além disso, dos 33 isolados de S. aureus, apenas o isolado
MRSA apresentou resisténcia a mais do que trés classes de antibidticos, tendo sido considerado
como multirresistente. Esse isolado apresentou resisténcia fenotipica a oito antibi6ticos
testados nomeadamente penicilina, cefoxitina, ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina,

clindamicina, tetraciclina e acido fusidico.
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Neste trabalho 88% dos isolados de S. aureus apresentaram resisténcia a, pelo menos,
um antibiotico da classe dos aminoglicosideos. Esta é uma caracteristica bastante comum das
bactérias do género Staphylococcus (Gonzalez-dominguez et al., 2015). Os isolados
apresentaram resisténcia a gentamicina, isoladamente ou em combinacdo com a tobramicina.
Em contraste com estes dois aminoglicosideos, a resisténcia & canamicina apenas foi verificada
em dois isolados (6%). A percentagem de isolados resistentes a gentamicina obtida neste
trabalho é muito superior a obtida por Vitale et al., 2019 que relatou 21,4% de resisténcia a este
antibiotico. A elevada percentagem de resisténcia aos aminoglicosideos obtida neste trabalho é
de relevante importancia uma vez que, esta continua a ser uma das classes de antibioticos mais
utilizadas no tratamento de infecdes por Staphylococcus spp., muitas vezes, em combinacao
com outros antibidticos beta-lactamicos resultando num efeito sinérgico (Dokht et al., 2017). A
resisténcia aos aminoglicosideos ocorre, na maioria das vezes, pela producéo e segregacao de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME’s). No entanto, para afirmar com clareza
que este é o método de resisténcia aqui implicado seriam necessarios estudos moleculares

complementares.

A segunda classe de antibi6ticos que contou com maior nimero de resisténcias foram
0s beta-lactamicos, representados neste trabalho pela penicilina. Aproximadamente 49% dos
isolados apresentaram resisténcia a este antibiético, provavelmente através dos mecanismos de
resisténcia aos beta-lactdmicos ja elucidados neste trabalho. Segundo o Centro Europeu de
Prevencao e Controlo das Doencas, Portugal tem um consumo estimado de 18,6 doses diarias
definidas (DDD’s) de antibioticos por 1000 habitantes por dia. De acordo com esta organizacéo,
as penicilinas sdo os antibidticos mais frequentemente prescritos em todo mundo,
nomeadamente em Portugal, correspondendo a 85% dos beta-lactamicos prescritos (9,2 de 10,8
DDD’s) (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2019). Esta tendéncia
no consumo dos beta-lactdmicos pode estar na base da emergéncia de S. aureus resistentes a
antibidticos desta classe. Apesar de praticamente metade dos isolados deste trabalho
apresentarem resisténcia fenotipica a penicilina, o valor obtido (49%) é bastante inferior
comparativamente ao estudo de Vitale et al., 2019 que obteve 87,5% de resisténcia a este
antibiotico.

Também a eritromicina, pertencente ao grupo dos macrolidos, apresentou um nimero
significativo de resisténcias, correspondendo a 27% dos isolados. Curiosamente, nenhum dos
isolados do grupo PD apresentou resisténcia a este antibiotico. No entanto, o numero de

isolados neste grupo é bastante pequeno pelo que seria necessaria uma amostra maior para tirar
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conclusbes mais especificas. A resisténcia a eritromicina obtida neste trabalho foi bastante
superior a obtida no estudo de Chakolwa et al., 2019 que obteve cerca de 10% de resisténcia a
este antibidtico em amostras biologicas de trabalhadores hospitalares. Porém, o resultado obtido

neste trabalho foi muito proximo ao de Flamm et al., 2016 com 27,4% de resisténcia.

Como ja foi referido anteriormente, nenhum dos isolados apresentou resisténcia aos
antibioticos trimetoprim-sulfametoxazol, mupirocina, cloranfenicol e Linezolida. A alta
suscetibilidade dos isolados a estes antibioticos pode estar relacionada com diferentes fatores.

No caso do trimetoprim-sulfametoxazol essa suscetibilidade deve-se, muito
provavelmente, ao facto de este ser um antibi6tico muito pouco utilizado nos paises Europeus
nomeadamente em Portugal (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC),
2019). De acordo com varios estudos, S.aureus tem se mantido altamente suscetivel a este
antibidtico nos ultimos anos com taxas de resisténcia inferiores a 3% (Kaka et al., 2006) . No
entanto, um estudo recente demonstrou que de 2005 a 2017 a resisténcia ao trimetoprim-
sulfametoxazol aumentou significativamente para estirpes de MRSA (de 2 para 13%), embora
se tenha mantido relativamente constante para isolados MSSA ( de 5 para 7%).

Relativamente a mupirocina esta é utilizada principalmente em férmula topica para o
tratamento de infecGes por MRSA. Esta caracteristica seletiva na sua utilizagdo faz com que a
ocorréncia de resisténcia a este antibidtico seja mais frequente em estirpes MRSA quando
comparado com estirpes MSSA (Rudresh et al., 2015). De facto, Dadashi et al., 2020
demonstraram que a prevaléncia de resisténcia a mupirocina é superior em MRSA (13,8%)
quando comparada com MSSA (7,6%). Segundo 0s mesmos autores a resisténcia a este
antibidtico varia de acordo com a regido geografica com valores mais baixos na Europa e Asia
(6,6 e 7,3%, respetivamente) em contraste com valores mais elevados nos paises Americanos
(10,5%). Para além disso Sanju et al., 2015 reportaram uma maior incidéncia da resisténcia a
mupirocina em CoNS (14,3%) em comparacdo com MRSA e MSSA (2,2 e 2,9%,
respetivamente).

A Linezolida é o primeiro antibiotico pertencente a classe das oxazolidinonas,
altamente eficaz no tratamento de infecdes por bactérias Gram positivas como S. aureus. O
facto de este ser um antibidtico relativamente recente (introduzida no inicio dos anos 2000)
pode estar na base da elevada suscetibilidade ao mesmo (Watkins et al., 2012). Para além disso,
este antibiotico possui um mecanismo de acdo particular envolvendo a inibicdo da sintese
proteica numa fase muito precoce, o que impede que exista resisténcia cruzada com outros

antibioticos ja existentes (Bialvaei et al., 2016). De acordo com o programa LEADER
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(Linezolid Experience and Accurate Determination of Resistance) com dados relativos ao ano
de 2014 nos Estados Unidos, S. aureus apresentou uma elevada taxa de suscetibilidade a
Linezolida com 100% dos isolados MSSA reportados suscetiveis e 99,9% para isolados de
MRSA (Flamm et al., 2016). De acordo com 0 mesmo estudo, a resisténcia a Linezolida ocorre
em apenas 0.10% dos isolados de S.aureus, um dado que se tem mantido relativamente
constante desde 2007.

Por Gltimo, a elevada suscetibilidade ao cloranfenicol esta, muito provavelmente,
relacionada com o seu desuso nos ultimos anos. Este antibidtico deixou de ser utilizado
rotineiramente na prética clinica devido aos seus perigosos efeitos colaterais nomeadamente o
desenvolvimento de aplasia medular (Nitzan et al., 2015). Deste modo, tem-se verificado um
aumento significativo da suscetibilidade a este antibidtico em varios paises. Um estudo
realizado na India reportou taxas de suscetibilidade ao cloranfenicol superiores a 90% em
isolados de Salmonella typhi e paratyphi (Garg et al., 2013). Em Nitzan et al., 2015 foi
verificada uma suscetibilidade de 100% para VRE's e de 73 a 100% para Staphylococcus
aureus. Para além disso, uma revisdo literaria de 113 estudos acerca da atividade do
cloranfenicol contra patégenos ESKAPE ((Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp.) revelou altas taxas de suscetibilidade entre bactérias Gram positivas nomeadamente S.
aureus. Os autores concluiram que a atividade do cloranfenicol contra MRSA ¢ satisfatoria
tendo uma taxa de suscetibilidade superior a 70% na maioria dos estudos analisados,
particularmente nos paises desenvolvidos, revelando que existe pouca pressdo seletiva
associada a este antibidtico nesses paises. Pelo contréario, nos paises em desenvolvimento a
resisténcia ao cloranfenicol é bastante frequente com valores proximos de 100% em alguns
paises Africanos, o que pode estar relacionado com o alto consumo deste antibiético devido ao
seu baixo custo (Bella et al., 2014).

Resumidamente, tanto os aminoglicosideos como os beta-lactamicos sdo duas classes
de antibidticos com um elevado consumo mundial (European Centre for Disease Prevention
and Control (ECDC), 2019). Assim sendo, os resultados obtidos neste trabalho séo bastante
expectaveis uma vez que, estas duas classes foram agquelas que contaram com maior nimero de
resisténcias. Deste modo, é possivel fazer uma ligacdo entre o consumo exagerado de
determinados antibidticos e a emergéncia de estirpes resistentes aos mesmos, destacando-se
assim a importancia de moderar o consumo destes antimicrobianos bem como sensibilizar a

populacéo para a toma adequada dos mesmos. Para além disso, é também crucial investir em
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bons métodos de diagnostico para que a prescricdo destes medicamentos nos hospitais seja a

mais correta com fim a abrandar a emergéncia de novas estirpes resistentes.

4. Susceptibilidade aos antissépticos

O teste de suscetibilidade a clorexidina e cloreto de cetilpiridinio foi realizado nos 33
isolados S.aureus positivos. Em ambos os grupos (Clorexidina e Clorexidina + Cloreto de
cetilpiridinio), para todos os isolados, houve a formag&o de um halo de inibi¢cdo com, em media,
10 milimetros de didmetro.

As bactérias podem ser classificadas como insuscetiveis, fenotipicamente tolerantes,
tolerantes ou resistentes a um antisséptico (Horner et al., 2012). Para as bactérias do género
Staphylococcus a resisténcia a clorexidina é geralmente definida como uma MIC > 4 mg/L
(Alam et al., 2003)( Wang et al., 2008). No entanto, existe uma grande discordia entre 0s
autores quanto a esta definicdo uma vez que muitos ndo consideram o método da concentracéo
inibitéria minima (MIC) adequado para medir a suscetibilidade. Isto porque, quando se trata
de agentes biocidas é mais importante avaliar a sua acdo bactericida do que bacteriostatica
(Hardy et al., 2018). Para além disso, in vitro, as bactérias sao testadas contra concentracoes de
biocida muito mais baixas do que aquelas que se utilizam na pratica. Deste modo, a
sobrevivéncia de uma bactéria a uma concentragdo de 4-32 mg/L ndo necessariamente garante
a sobrevivéncia dessa bactéria a uma concentracdo muito mais elevada como ocorre na pratica
(40000 mg/L numa solucdo aquosa de clorexidina a 4%) (Platt e Bucknall, 1988). Por este
motivo, a realizacdo do Time Kill assay e a determinacdo da concentracdo bactericida
minima (MBC) parecem ser mais apropriados (Walker e Lowes, 1985). Assim sendo, dadas
estas diferencas, muitos autores preferem utilizar o termo “suscetibilidade reduzida” em vez
de “resisténcia” quando se trata de agentes biocidas.

Neste trabalho, o método utilizado para avaliar a suscetibilidade foi o método de difusdo
em disco. Alguns autores referem que este ndo € o mais adequado para testar a suscetibilidade
da clorexidina uma vez que esta possui uma baixa taxa de difusdo em agar solido (Suller e
Russell, 1999). Deste modo, o método utilizado neste trabalho pode ter condicionado o0s
resultados uma vez que, se a clorexidina ndo se difundir naturalmente através do agar sélido
havera sempre crescimento bacteriano. Para além disso, o facto de n&o existirem valores de

breakpoint definidos para estes casos torna dificil estandardizar e interpretar o significado dos
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resultados obtidos. Para uma melhor avaliacdo deveriam ter sido utilizados métodos mais
adequados como os que ja foram referidos.

Como jéa foi abordado neste trabalho, a resisténcia a clorexidina esta associada a presenca
do gene gac (Cieplik et al., 2019). No entanto, a presenca deste gene ndo significa
necessariamente que o isolado ird expressar resisténcia fenotipica ao agente. De modo
semelhante, a resisténcia ao agente biocida pode ser expressa sem a presenca do gene (Horner
etal., 2012).

Atualmente, sabe-se que a semelhanca do que acontece com o0s antibioticos, 0 aumento
do uso da clorexidina pode estar relacionado com a emergéncia da baixa suscetibilidade a este
agente biocida que se reflete pelo aumento dos valores de concentragéo inibitéria minima (MIC)
e concentracao bactericida minima (MBC) em estudos in vitro (Hardy et al., 2018).

Comparando os valores da MIC com os valores de concentracdo utilizados na pratica é
pouco provavel que a eficacia clinica dos agentes biocidas seja afetada, uma vez que sdo
utilizados a concentragdes muitissimo mais elevadas. No entanto, é necessaria uma maior
atencdo por parte da comunidade cientifica para este assunto pois a emergéncia de isolados com
valores de MIC cada vez mais elevados sugere que existe alguma pressao seletiva (Hardy et al.,
2018). Para acrescentar, 0 aumento do uso dos antissépticos na pratica clinica ndo foi
acompanhado de uma maior vigilancia na sua utilizacdo o que pode trazer consequéncias mais

graves no futuro.
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V.

Concluséao

A prevaléncia de Staphylococcus aureus entre os grupos definidos neste estudo vai de
encontro com o valor esperado para individuos saudaveis. A principio, esta conclusao vai
em sentido contrario ao que seria de esperar, uma vez que, os grupos de estudo definidos
neste trabalho aportam dispositivos que facilitam a acumulacdo de placa bacteriana. Os
resultados obtidos neste estudo sugerem que nao existe qualquer relacdo entre a utilizacdo
de dispositivos orais e a presenca de S. aureus bem como de MRSA na cavidade oral. No
entanto, outros estudos neste campo, com uma amostra de maior dimensdo, seriam
importantes para uma melhor compreensao do assunto. Para além disso, é ainda possivel
inferir que os protocolos de higiene e seguranca microbioldgica sdo corretamente
implementados na instalagdo clinica em causa, impedindo assim que esta bactéria se
dissemine entre os pacientes.

Neste trabalho também foi possivel verificar que os isolados apresentaram resisténcia a
varias classes de antibioticos, em particular aos beta-lactamicos e aminoglicosideos. A
resisténcia a estas duas classes de antibidticos € motivo de particular preocupagdo uma vez
que, estes antibioticos sdo frequentemente utilizados na prética clinica. Em contrapartida,
nenhum dos isolados apresentou resisténcia ao trimetoprim-sulfametoxazol, mupirocina,
cloranfenicol e linezolida, o que torna estes antimicrobianos uma boa escolha para o
tratamento de infecOes por estas estirpes bacterianas.

Por Gltimo, neste estudo também foi possivel avaliar o poder antimicrobiano da
clorexidina, individualmente e em combinacdo com o cloreto de cetilpiridinio. A formacao
de um halo de inibicdo, ainda que pequeno, permite- concluir que existe algum grau de
inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, devido & auséncia de valores de breakpoint
definidos para avaliar a suscetibilidade aos agentes biocidas ndo é possivel chegar a
conclusdo se as bactérias séo resistentes ou suscetiveis ao composto em questdo. Para além
disso, existe um grande desentendimento entre os autores sobre qual o método mais
apropriado, sendo que alguns ndo consideram o método de difusdo em disco uma boa
escolha.

Este trabalho, assim como outros neste campo, séo de grande relevo na medida que nos
permitem tomar consciéncia da importancia do conhecimento das caracteristicas de cada
estirpe bacteriana em particular e dos seus padrdes de suscetibilidade antimicrobiana, de
modo a facilitar a escolha da melhor terapia antimicrobiana, evitando assim o uso indevido

dos antibidticos, um dos principais fatores que leva a emergéncia das resisténcias.
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E ainda importante salientar que este é um estudo pioneiro neste campo e, por isso, a
falta de informacéo disponivel foi um fator que condicionou a discusséo dos resultados.
Para uma melhor compreensdo deste tema, futuros e mais detalhados estudos serdo

necessarios.
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