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Resumo

Staphylococcus aureus € o agente oportunista mais frequentemente isolado nas secre¢des
respiratdrias dos doentes com Fibrose Quistica. Esta bactéria persiste durante periodos
extensos nas vias aéreas apesar de esquemas antimicrobianos agressivos e repetitivos.
Durante a colonizacdo pulmonar cronica, S. aureus € exposto a numerosas pressoes
seletivas impostas pelo ambiente dindmico e hostil do pulmdo de FQ, levando ao
estabelecimento de uma populacdo bacteriana heterogénea fenotipica. Small Colony
Variants (SCV) é uma subpopulacdo bacteriana auxotréfica de crescimento lento que
exibe caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e metabdlicas distintas, que facilitam o

desenvolvimento de infecdes persistentes, recorrentes e refratarias a terapéutica standard.

O diagnostico laboratorial de SCV de S. aureus representa um desafio para o
microbiologista clinico, dado que requere a aplicacdo de métodos de diagndstico
especiais, ndo empregados rotineiramente pela maioria dos laboratérios clinicos de FQ.
Até a data, poucos laboratdrios clinicos reportam a presenca de isolados de SCV de S.

aureus.

Estudos epidemiol6gicos demonstraram que doentes pediatricos tal como adultos estdo
frequentemente colonizados por SCV de S. aureus. A idade avancada, exposi¢ao prévia a
Sulfametoxazol-trimetoprim, coinfeccdo com Pseudomonas aeruginosa e declinio da
funcdo pulmonar constituem fatores de risco independentes para emergéncia de SCV de
S. aureus. Sdo necessarios mais estudos para determinar se a presenca de SCV de S.
aureus representa um marcador de doenca pulmonar avancada ou se desempenha um

papel patogénico na progressdo da doenca pulmonar.

As implicagdes diagnosticas e clinicas de SCV de S. aureus enfatizam a importancia na
monitorizacdo e vigilancia deste fendtipo, de forma a aumentar o conhecimento do seu

significado clinico na doenca pulmonar na FQ.

Palavras-chave: Small Colony Variants, Staphylococcus aureus, Fibrose Quistica,

Adaptacdo, Persisténcia
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Abstract

Staphylococcus aureus is the opportunist pathogen most isolated from respiratory
secretions of people with Cystic Fibrosis (CF). These bacteria often persists in the airways
for extended periods despite aggressive and repetitive antimicrobial regimens. During
chronic lung colonization, S. aureus is exposed to numerous selective pressures imposed
by the dynamic and hostile environment of the CF lung, leading to the establishment of a
phenotypic heterogeneous bacterial population. Small Colony Variants (SCV) constitute
a slow-growing auxotrophic bacterial subpopulation that exhibits distinctive
morphological, physiological and metabolic characteristics, which facilitates the
development of persistent, relapsing infections and refractory to standard antimicrobial
therapy.

The laboratorial diagnosis of S. aureus SCV represents a challenge for the clinical
microbiologist, since it requires special diagnostics methods, not applied in routinely by
most of CF clinical laboratories. To date, few clinical laboratories report the presence of
S. aureus SCV isolates.

Epidemiological studies demonstrated that pediatric and adults patients are commonly
colonized by S. aureus SCV. Older age, prior exposition to trimethoprim-
sulfamethoxazole, coinfection with Pseudomonas aeruginosa and worse lung function
constitute independent risk factors for the emergency of S. aureus SCV. It is necessary
further studies to determinate whether the presence of SCV S. aureus represent a marker
of more advanced pulmonary disease or plays a pathogenic role on pulmonary disease

progression.

The clinical implications of S. aureus SCV underscores the importance of surveillance
and monitorization of this phenotype, in order to enhance the understanding of their

clinical significance of CF pulmonary disease.

Keywords: Small Colony Variants, Staphylococcus aureus, Cystic Fibrosis, Adaptation,

Persistence.
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Introducéo

A Fibrose Quistica (FQ) é a doenca hereditéaria letal mais frequente na populacdo

caucasiana, registando-se mais de 90,000 individuos afetados em todo o mundo,

Esta é uma doenca autossémica recessiva causada pela mutagdo do gene Cystic Fibrosis
Transmembrane conductance Regulator (CFTR), localizado no brago longo do
cromossoma sete®. Este gene, do qual existem 2089 mutacdes identificadas®, codifica
uma proteina transmembranar localizada na regido apical das células epiteliais das
glandulas exdcrinas, regulando o transporte transepitelial hidroeletrolitico®®. A
disfuncdo de CFTR resulta em alteracBes da composicdo e propriedades fisicas de varias
secre¢des exocrinas (ex. suor, muco), no comprometimento da clearance mucociliar das
vias aéreas e na desregulacdo de varios mecanismos da resposta imune da mucosa
respiratoria®®). Estas anomalias funcionais associadas a ampla expressdo epitelial da
proteina CFTR no organismo, da origem a uma doenga multissistémica crénica e
progressiva, caracterizada pelo seu alargado e heterogéneo espectro de manifestacdes
clinicas, especialmente dos aparelhos respiratorio (infecfes respiratérias e dos seios
perinasais), digestivo (insuficiéncia pancreatica, cirrose biliar, ma absorc¢do, diabetes),

reprodutor e das glandulas sudoriparas®7®),

Nos ultimos anos, o seguimento multidisciplinar dos doentes em centros especializados
de FQ, a implementacdo dos programas de rastreio neonatal e de diagndstico precoce, a
evolucdo técnica de terapéuticas direcionadas aos sintomas e complicacdes associadas a
doenca, tal como o desenvolvimento recente de farmacos moduladores e corretores da
proteina disfuncional contribuiram significativamente na melhoria da qualidade de vida

e esperanca média de vida dos doentes, atualmente estimada acima dos 40 anos de idade®
11)

Apesar destes avancos, a evolugéo e gravidade da doenc¢a pulmonar mantém-se como o
principal fator determinante no prognodstico destes doentes*?" Esta populagio apresenta
uma suscetibilidade para a colonizacao e desenvolvimento de infecfes respiratorias por
um grupo especifico de agentes oportunistas*®, adquiridos numa sequéncia temporal
dependente da idade(” e quase impossiveis de erradicar apesar do uso de esquemas
antimicrobianos apropriados e intensivos, evoluindo num quadro de infegGes
polimicrobianas cronicas e persistentes alternadas por exacerbacdes pulmonares

intermitentes®. A persisténcia destas infecdes conduzem a um ciclo vicioso de



inflamacéo e de cicatrizagdo do parénquima pulmonar, levando a lesdes pulmonares
estruturais irreversiveis e a deterioracdo progressiva da fungdo pulmonar culminando
inevitavelmente em Insuficiéncia respiratoria, esta constituindo a principal causa de

morte dos doentes®®),

Por este fundamento, as principais estratégias terapéuticas no seguimento destes doentes
integram: a prevencdo da colonizacdo dos microrganismos respiratorios patogénicos, o
uso de esquemas de erradicacdo na colonizagdo inicial, o tratamento das infecOes
respiratorias cronicas e a prevencdo das exacerbacOes pulmonares. Estas estratégias tem
como objetivo retardar o declinio da funcdo pulmonar destes doentes, recorrendo
principalmente ao uso de esquemas antimicrobianos agressivos e repetitivos, estes
orientados segundo o exame microbiolégico das amostras respiratdrias e quadro clinico

do doente(12.14.15),

Staphylococcus aureus foi 0 primeiro microrganismo patogénico associado as infecdes
respiratorias da FQ!®, constituindo o principal responsavel pela morte destes doentes na
era pré-antibiotica®®!®, Nas Gltimas duas décadas assistiu-se a um aumento da
prevaléncia da infecdo por S. aureus nos doentes com FQ, particularmente das estirpes
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Isto constitui um novo desafio na
FQ, dado que o papel patogénico de S. aureus no estabelecimento e progressdo da doenca
pulmonar da FQ ndo esta esclarecido e a evidéncia existente acerca do impacto clinico da
antibioterapia anti-estafilococica é controversa’!®), repercutindo-se na auséncia de

consensos internacionais quanto a sua abordagem e tratamento®7+18),

Estudos longitudinais suportam que S. aureus persiste durante meses e até anos nas vias
aereas dos doentes com FQ, colonizados predominantemente por uma unica linhagem
clonal®®2Y na qual sofrem extensas alteragdes genotipicas e fenotipicas ndo totalmente
compreendidas, que Ihe permitem adaptar-se ao meio hostil e altamente seletivo que é o
pulmio da FQ®°222%3 Uma das vérias estratégias adaptativas apontadas é a selegdo de
Small Colony Variants (SCV), uma variante morfolégica e fenotipica especifica descrita
em Varios microrganismos patogénicos da FQ®%, e cujo isolamento tem sido associado a

infecOes persistentes, recorrentes e refratarias a terapéutica antimicrobiana@®).

Durante décadas, o isolamento de SCV de S. aureus (SASCV) tem sido reportado nas
secrecBes respiratorias dos doentes com FQ®@, citando seu dificil diagndstico

microbiolégico segundo os procedimentos de rotina do laboratério clinico de FQ%26:27),



O estudo e caracterizacdo desta variante fenotipica tem permitido elucidar a dindmica da

colonizagao e infegéo respiratoria por S. aureus no contexto da FQ8)

Com a elaboracéo deste trabalho pretende-se realizar uma revisao da literatura disponivel
sobre a colonizacao-infecdo de SASCV nas vias aéreas de doentes com FQ, sumarizando
sua patogénese, mostrando dados epidemioldgicos disponiveis e descrevendo 0s métodos
diagnosticos utilizados. Finalmente, discute-se as suas implicagdes clinicas e a
importancia da detecdo e monitorizacdo de SASCV na populacdo com FQ, de forma a

elucidar o seu papel e impacto clinico na progressao da doenca pulmonar da FQ.

Meétodos e Pesquisa Bibliografica

Para a elaboracdo deste trabalho, foram consultadas as bases de dados: B-on, PubMed e
Scopus e foram pesquisados 0s termos “Staphylococcus aureus small colony variants” e
a combinagdo dos termos: “Cystic Fibrosis”, “adaptation”, “persistence”,
“Staphylococcus aureus infection”, “epidemiology”, “MRSA”, “Portugal” em artigos
de lingua inglesa, portuguesa e espanhola com data de publicacdo até 29/04/2020. Foram
ainda analisados artigos citados da bibliografia anterior e acedidos os websites da Diregdo
Geral de Saude (DGS), da Sociedade Europeia de Fibrose Quistica (ECFS), da Fundagédo
Americana de Fibrose Quistica (CFF) e outros registos nacionais de doentes (Reino
Unido e Australia), com o objetivo de consulta de guidelines e dados epidemiolégicos

recentes.
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Adaptacao de Staphylococcus aureus nas vias aéreas da Fibrose

Quistica

S. aureus é uma bactéria Gram-positivo comensal e patogénica humana®®. Cerca de 30-
40% da populacdo geral estdo colonizados assintomaticamente por esta bactéria,
constituindo a mucosa nasal o seu principal reservatorio®. Simultaneamente, esta

bactéria pode causar uma pletora de infecbes, incluindo as infecbes respiratorias na
FQ(29’3O).

Os mecanismos pelos quais a disfuncdo de CFTR leva a elevada suscetibilidade dos
doentes com FQ para a colonizacdo e desenvolvimento de infecGes respiratorias por S.
aureus ndo estdo totalmente compreendidos, constituindo uma das principais areas de

investigacdo na FQ®Y,

As alteracdes das propriedades viscoelasticas das secrecdes respiratdrias, a diminuicao
da clearance mucaociliar das vias aéreas, a maior aderéncia bacteriana as células epiteliais
respiratdrias, a presenca de um recetor especifico bacteriano na superficie apical das
células epiteliais e 0 comprometimento das defesas imunitarias da mucosa respiratoria
constituem algumas das alteracGes que tem sido implicados na coloniza¢do bronco-

pulmonar por S. aureus®?,

S. aureus é um dos primeiros microrganismos a colonizar e infetar as vias aéreas dos
doentes com FQ®®). Ap6s estabelecida a sua colonizacio, esta bactéria multiplica-se e
persiste durante meses, anos e até décadas nas vias dos doentes com FQ“%2% apesar do
uso de esquemas antibioticos quer em regime profilatico e intermitente, colonizados por

uma linhagem clonal predominante®832-34),

As vias aéreas da FQ englobam varios microambientes fisico-quimicos e
nutricionalmente heterogéneos®=3®, promovidos por variagdes da: resposta imunitéaria do
hospedeiro, hipoxia e diferentes pressées de oxigénio, disponibilidade de nutrientes,
interacbes entre os microrganismos do microbioma e as frequentes intervencoes
terapéuticas(5). A exposicdo cronica destes microambientes conduzem a numerosas e
diversas pressodes seletivas, desencadeando o processo de adaptacdo pulmonar de S.

aureus(?19-21),

A elevada plasticidade gendmica e versatilidade metabolica mostrada por S. aureus

determina a sua capacidade para sobreviver e adaptar-se com sucesso ao ambiente hostil
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e dindmico das vias aéreas da FQ®®9 Até a data, varios mecanismos tem sido
identificados, tais como: rearranjos do genoma bacteriano, a formagéo de biofilme,
diminuicdo da expressdo de fatores de viruléncia, ocorréncia de estirpes hipermutaveis, a
persisténcia intracelular e a formagio das variantes fenotipicas SCV e mucoide®2b,
Contudo, o conhecimento sobre os mecanismos adaptativos exercidos por esta bactéria
durante a sua persisténcia nas vias aéreas dos doentes com FQ e dos seus fatores

desencadeantes, ainda é limitado e pouco compreendido®29,

Ao longo da duracdo da infecdo, S. aureus assimilam diferentes e importantes
caracteristicas genotipicas*? e fenotipicas®?, selecionadas pelo meio dinamico e hostil
das vias aéreas da FQ. Estas alteracbes resultam na formacdo de uma populacdo
bacteriana heterogénea Unica para cada individuo, apesar de colonizados pela mesma

linhagem clonal @),

Assim, o processo de adaptacao de S. aureus nas vias aéreas da FQ descreve-se como um
processo gradual e extremamente complexo, o qual ndo segue um padrdo uniforme mas

diverso e nos quais os fatores do hospedeiro desempenham um papel relevante®?,

Patogénese das Infecdes respiratorias por SCV de S. aureus na

FQ

SASCV apresenta caracteristicas que promove a sua adaptacdo otimizada e persisténcia a
longo-prazo nas vias aéreas dos doentes com FQ, mesmo na auséncia da sua estirpe
parental®. Estudos de analise da prevaléncia e persisténcia de SASCV em doentes com
FQ cronicamente colonizados por S. aureus demonstraram uma significante taxa de
colonizagdo por SASCV e maior extensdo da sua persisténcia em comparagdo com a sua
estirpe parental 83224, Estes resultados corroboram que a ocorréncia de SASCV nas vias

aéreas dos doentes com FQ constitui uma estratégia de sobrevivéncia de S. aureus®),

Persisténcia Intracelular

A patogénese da bactéria S. aureus depende da expressdo de maltiplos fatores de

viruléncia (ex. proteinas de superficie, toxinas e péptidos) que participam na adeséao

12



bacteriana das células e tecidos do hospedeiro e na evaséo das suas defesas imunitérias,
promovendo a sua colonizacgdo e infecdo®%3"), Para além destes mecanismos, varios
estudos suportam que este organismo tem a habilidade de invadir diversas células
eucarioticas (ex. macrofagos, células epiteliais e endoteliais, osteoblastos, fibroblastos),

sendo recentemente reconhecido como um agente patogénico facultativo intracelular
(38,39)

No contexto da FQ, varios modelos de infecdo in vitro sugerem que S. aureus tem a
habilidade de invadir as células epiteliais respiratorias®?*3l efou macréofagos
alveolares®®4%4)- Apgs a internalizacdo, a bactéria adapta-se as condicbes do meio
intracelular da célula hospedeira (ex. defesas imunitarias, competicdo de recursos),
replicando-se e estabelecendo uma populacdo bacteriana fenotipica heterogénea,
incluindo o fendtipo Small Colony Variants (SCV). Esta subpopulacdo bacteriana exibe
uma atividade metabdlica diminuida e uma expressao reduzida de importantes de fatores
de viruléncia (ex. a-toxina), evitando a ativagdo da resposta imunitaria do hospedeiro e a
acdo dos antibidticos. Isto permiti-lhe persistir no meio intracelular das células
hospedeiras morfologicamente integras durante extensos periodos de tempo(®2%42),
SASCV tem a capacidade de escapar do meio intracelular da célula hospedeira e reverter
as caracteristicas fenotipicas da estirpe parental, podendo ser foco para um novo episédio
agudo de infecio®. Assim, constituindo um reservatorio de infecdes cronicas e refratarias

a terapéutica antimicrobiana®®.

Adesao e invasdo das células hospedeiras

SASCV apresenta uma melhor capacidade em aderir e invadir as células do hospedeiro
em comparagdo com S. aureus de fen6tipo normal®b. Isto pode ser explicado por varios
fatores: primeiro, esta variante apresenta uma expressao aumentada das proteinas de
ligacdo a fibronectina da bactéria e do receptor asfBi-Integrina localizada na superficie
das células eucarioticas; segundo, como anteriormente mencionado esta variante provoca
menos danos as células do hospedeiro e por ultimo, este fenotipo sdo mais resistentes aos

mecanismos de defesa do hospedeiro do meio intracelular®),

Em 2011, Mitchell e colaboradores desenvolveram um modelo de infecéo de S. aureus
de células epiteliais respiratérias polarizadas non-CF e CF-like com o objetivo de
comparar a infecdo por S. aureus e SASCV em ambos modelos. Os autores observaram

13



que as estirpes de S. aureus e SASCV eram mais facilmente internalizadas nas células
epiteliais CF-like do que nas ceélulas epiteliais normais. Segundo os resultados deste
estudo a disfungdo de CFTR facilita o desenvolvimento de infegGes intracelulares por S.
aureus, podendo induzir a formacéo de SCV no meio intracelular e portanto, promovendo

a persisténcia de S. aureus nas vias aéreas dos doentes com FQ®Y,

Auxotrofismo

SASCV caracteriza-se pelo crescimento de colonias de dimensdes reduzidas, ndo
pigmentadas e ndo hemoliticas® que tem a habilidade de reverter as caracteristicas
fenotipicas da estirpe parental aquando suplementacdo com diferentes substratos
apropriados®?. Vérios isolados clinicos de SASCV em doentes com FQ (Tabela 1 em
anexo) demonstraram auxotrofia para menadiona, hemina, timidina, CO2 e acidos
gordos®**)_ No entanto, também tem sido descritos isolados clinicos SASCV sem

auxotrofismo subjacente identificado®®,

Apesar destas estirpes apresentarem uma taxa de crescimento reduzida e caracteristicas
morfoldgicas similares, os mecanismos de formacédo deste fendtipo envolvem mdaltiplas
vias metabdlicas®*). Até a data, s6 tem sido identificada as alteracbes responsaveis pela
formacdo de SCV dependente de Hemina (Hem-SCV), SCV dependente de Menadiona
(Men-SCV) e SCV dependente de timidina (TD-SCV)®:

Hem-SCV e Men-SCV exibem defeitos genéticos ou funcionais nas vias da biossintese
de citocromos, afetando a cadeia transportadora de eletrdes®. Estas variantes podem ser
selecionadas pela exposi¢&o de aminoglicosideos e pela coinfe¢io com P.aeruginosa®#4.
Estas alteragdes conduzem a uma reducdo do potencial de membrana das células levando

a diminuicdo da entrada do antibiético na célula®®,

Estudos in vitro demonstraram que as exotoxinas HQNO (4-hydroxy-2- heptylquinoline-
N-oxide) e piocianina produzidas pela bactéria P. aeruginosa, induzem a selecéo de
SASCV. No entanto, s6 alguns estudos clinicos apontaram uma associagdo entre a
presenca de SASCV e coinfeccdo com P. aeruginosa®+?84647) Na FQ, esquemas com
aminoglicosideos s&o utilizados no tratamento das infecOes respiratorias por P.
aeruginosa®. Assim, P. aeruginosa promove a sobrevivéncia de S. aureus nas condigoes

hostis das vias aéreas da FQ, pela indugio de SCV“®).
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O isolamento de TD- SCV ¢é um achado comum nas amostras respiratorias de doentes
com FQ. Esta variante € selecionada pela exposicdo a curto e longo-prazo de
Sulfametoxazol-trimetoprim®®, o qual ¢ um dos antibidticos mais frequentemente
utilizados nas infecBes respiratorias por S. aureus e por MRSA dos doentes com FQ®#350),
Este antibi6tico atua inibindo a sintese acido tetrahidrofélico, que funciona como cofator
da timidalato-sintase, uma proteina essencial necessaria para a conversao de timidina a
partir de uracilo®*, Esta variante sobrevive da timidina externa, a qual esta presente em

grandes quantidades nas secre¢ées brénquicas purulentas dos doentes com FQ®@5Y),

Resisténcia a antibidticos

Este fenotipo apresenta diversas estratégias que se estendem para além dos mecanismos
classicos de resisténcia antimicrobiana de S. aureus®?, exibindo maior resisténcia a
classes especificas de antibiGticos do que a sua estirpe parental®®5%. A persisténcia
intracelular mostrada por esta variante protege-a da acdo de vérias classes de
antibioticos®. Por outro lado, existe uma associacao entre exposicio a antimicrobianos e
a selecdo de SASCV, como exemplificado no isolamento das variantes TD-SCV, Hem-
SCV e TD-SCV®5%), Estudos in vitro descreveram a selecéo do fen6tipo SASCV apds

exposicao a antibidticos como: vancomicina, acido fusidico, quinolonas e triclosant456),

Num estudo multicéntrico randomizado de seis meses, Green e colaboradores estudaram
a associagdo entre o tratamento com azitromicina e a emergéncia de SASCV em 260
criancas e adolescentes com FQ infetados por S. aureus. Durante este periodo,
investigadores detetaram um aumento de estirpes S. aureus resistentes a azitromicina que

contudo n&o estavam associadas a emergéncia de SASCV®?,

Até a data, ndo existe recomendacfes nem evidéncia sobre o tratamento 6timo para as

infecOes causadas por SASCV®,
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Diagnostico Microbiologico

As caracteristicas especiais das vias aéreas da FQ tornam o seu diagnoéstico
microbioldgico num processo complexo e oneroso?®), requerendo procedimentos
particulares na preparacao e processamento das amostras respiratdrias, o uso de multiplos
meios de culturas e a aplicacdo de métodos de tipagem moleculares para a identificacdo
com sucesso dos principais microrganismos patogénicos da FQ®3%)- Varias
recomendacdes tém sido desenvolvidas neste contexto, sublinhando o importante papel

desempenhado pelo microbiologista clinico:

¢ no reconhecimento dos diversos microrganismos patogénicos da FQ e na
notificacdo da presenca de fenotipos atipicos e de estirpes multirresistentes;

e naorientacdo e monitorizacao terapéutica das infecGes respiratorias (tabela 2 em
anexo);

e no fornecimento de dados fidedignos para vigilancia e estudo

epidemiol6gico®8.60-62)

No exame microbiolégico das secrecdes respiratorias de doentes com FQ sdo
reconhecidas trés variantes morfo-fenotipicas de S. aureus: normal ou ndo mucoide, SCV
e mucoide®). As guidelines atuais descrevem os procedimentos apropriados para a
detecdo e identificacdo do fenoétipo normal, indicando a utilizacdo dos meios seletivos
para cultura de S. aureus, tais como: agar manitol salgado (MSA), agar cromogénico e
agar Columbia/ &cido nalidixico e colistina>6%62)_ A aplicacio destes meios facilitam o
crescimento e identificacdo desta bactéria em culturas das amostras respiratorias
polimicrobianas da FQ, impossibilitando o crescimento de outros microrganismos da

flora comensal, particularmente de P. aeruginosa®8¢,

Quanto ao diagnostico microbioldgico de SASCV, esta variante fenotipica exibe
caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas e bioquimicas distintas ao do fenétipo normal
dificultando o seu isolamento, identificacdo e determinacao da suscetibilidade antibiotica
segundo os procedimentos de rotina aplicados no laboratério de FQ, os quais dependem

destas caracteristicas®.,

SASCV exibe uma taxa de crescimento seis-vezes reduzida ao do fenotipo normal,
resultando na formacéo de coldnias de pequenas dimensdes (de 0,2 mm de didmetro) que
apenas sao visiveis apos um periodo de incubagdo prolongado entre 48-72 horas,
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ocorrendo o risco de passar desapercebida ou ocultada pelo crescimento excessivo da
estirpe parental e da flora comensal®5-54649 Em meios de cultura convencionais, esta
variante fenotipica cresce sob a forma de coldnias pequenas, de aspeto puntiforme ou em
“fried-egg” (Figura 1), ndo pigmentadas e ndao hemoliticas, podendo ser incorretamente
identificadas por outras bactérias da flora do trato respiratorio (ex. Streptococcus ndo
hemolitico, Haemophilus)?2%%%. Além disto, as estirpes SASCV caracterizam-se pela sua
habilidade de reverter de forma “subita e espontdnea” as caracteristicas fenotipicas da

estirpe parental, dificultando ainda mais a sua identificacdo durante a cultura®?2®,

Figura 1. Crescimento de colonias mistas de S. aureus (seta preta) e SASCV (seta branca) de
secrecOes respiratérias de doentes com FQ. Adaptado de Kahl, BC et al., (2016) e O"Melter et
al., (2010) @59, A- Agar de sangue; B- Coldnias de SASCV com aspeto em ‘‘fried-egg .

Durante décadas, varios trabalhos vieram abordar os métodos utilizados para o
isolamento, identificacdo e caracterizacdo de SASCV nas amostras respiratrias de
doentes com FQ®. Os métodos de cultura empregados nestes estudos clinicos encontram-
se resumidas na Tabela 1 em anexo. Apesar das diferencas observadas entre os metodos
de cultura empregados nestes estudos, investigadores sublinham dois pré-requisitos

importantes para o isolamento e identificagdo com sucesso de SASCV32):

1. a pesquisa ativa de SASCV, através da inspe¢do meticulosa de culturas e o
reconhecimento das suas caracteristicas fenotipicas (Tabela 3);
2. aimplementacédo de extensos meios de cultura em condigOes de cultivo adequadas

complementadas com o uso de técnicas de identificacdo moleculares.
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Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas de S. aureus e SASCV. Adaptada de VVon Eiff et al.,
(2007) e Kahl et al., (2016) 252,

Caracteristicas da colonia S. aureus S. aureus SCV
Tamanho da col6nia ap6s 24 1-3mm N4o visiveis ou microcol6nias com 1/10 do
h de incubag&o tamanho do fen6tipo normal
Pigmentagéo Dourado ausente ou reduzida

Hemdlise em agar de sangue

Area fraca ou forte de p-hemolise

ausente ou reduzida

Crescimento em meio solido

Colénias visiveis em 12-24 h

Colonias visiveis em 48 -72 h

Prova de coagulase normal reduzida (> 18 h de incubacéo)
Prova de catalase normal reduzida
. Hemina, menadiona, timidina, CO; e acidos
Auxotrofia nenhuma gordos

Escolha das amostras respiratorias para cultura de SCV de S. aureus

O isolamento de estirpes SASCV tem sido reportada em amostras respiratdrias de lavado
bronco-alveolar, expetoracao e de secre¢bes orofaringeas profundas, escolhidas conforme
0 contexto clinico do individuo. O Gold-standard ¢é o lavado bronco-alveolar mostrando
maior acuracia diagndstica, contudo esta apresenta desvantagens quanto a sua obtencédo e

colheita, sendo deferida por outros tipos de amostras mais praticas(®®.

A cultura de expetoracdo constitui a amostra de rotina na préatica clinica, contudo esta nao
é usualmente aplicavel em criancas pequenas ou doentes incapazes de produzir
expetoracdo, recorrendo-se nestes casos a obtencdo de secregbes orofaringeas
profundas®®. Esta Gltima, apesar de ndo ser considerada um bom preditor das infe¢es
das vias respiratorias baixas ¢+4¢%%) permite o crescimento de SASCV se cultivadas em

condigdes de cultura 6timas e apropriadas®.

Meios de Cultura

Varios meios de cultura tém sido avaliados com o objetivo de identificar os meios mais
sensiveis para o isolamento e identificagdo de SASCV nas amostras respiratorias

polimicrobianas dos doentes com FQ.

Um dos primeiros meios de cultura sugeridos foi o agar manitol salgado (MSA). Sparham
e colaboradores conduziram um estudo de sete meses, nos quais visaram estudar os

métodos mais apropriados para o processamento e isolamento de S. aureus em 60
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amostras de escarro de 14 doentes com FQ. Na utilizacdo deste meio, 0s autores
verificaram um aumento de isolamentos de S. aureus e ainda identificaram a variante
SCV dependente de timidina (TD-SCV) nas amostras respiratérias de sete doentes. Os
espécimes TD-SCV inoculados em MSA requereram um periodo de incubacao de dois
dias, descrevendo-se o crescimento de coldnias com morfologia “bizarra”®5%), Em 1987,
Gilligan e colegas corroboraram estes achados ao examinar a habilidade de crescimento
de 15 estirpes TD-SCV em nove meios de culturas utilizados rotineiramente pelo
laboratdrio de FQ para a identificacdo de S. aureus, sugerindo o uso de MSA como o
meio de escolha para a detecdo e identificagdo de TD-SCV®. Na utilizacio deste meio
de cultura, recomenda-se o uso acompanhado de um meio geral (ex. agar de sangue)®,
dado que esta variante fenotipica frequentemente ndo fermenta manitol, podendo néo

ocorrer desenvolvimento de colénias ou formando coldnias atipicas cor-de-rosa®¢?.

Em 2005, Kipp e colaboradores avaliaram a sensibilidade do crescimento de 53 isolados
de S. aureus e de SASCV em dois novos &gares cromogénicos em comparagdo com 0s
meios MSA, agar Baird-Parker (BPA), Tryptic Soy agar (TSA) e agar Columbia sangue
(Tabela 4). Os autores concluiram que o método mais rapido e seguro para identificacdo
e detecdo de S. aureus e de SASCV consistia na inoculacdo paralela das amostras em agar
Columbia sangue (CBA) e agar S. aureus ID (SAID). O agar Columbia sangue permitia
a detecdo do fendtipo SCV, enquanto o uso de SAID confirmava que o espécime SCV
isolado correspondia a espécie S. aureus. As estirpes de SASCV inoculadas em agar
cromogeénico (Figura 2) ndo exibiam mudanca de cor, tal como ocorre no fenétipo normal,

facilitando o seu reconhecimento(®®),

Tabela 1. Percentagem de sensibilidade de meios de cultura para o crescimento do
fendtipo SASCV, adaptada de Kipp et al., (2005) 8,

Meios de cul SASCV
elos de cultura 24 horas 48 horas 72 horas
S. aureus ID agar (SAID) 92 % 98 % 98 %
CHROMagar Staph aureus (CHRA) 49 % 89 % 94 %
Agar manitol salgado (MSA) 66 % 89 % 94%
Baird-Parker agar (BPA) 85 % 96 % 98 %
Tryptic soy agar (TSA) 74 % 85 % 91 %
Agar Columbia de sangue (CBA) 97 % 100 % 100 %
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Figura 2. Crescimento em cultura de col6nias mistas de S. aureus (setas pretas) e SASCV (setas
brancas) de secrecdes respiratorias de doentes com FQ. Adaptado de Kahl, BC et al., (2016) e
O"Melter et al., (2010) @59 A- Agar Columbia de sangue; B- Agar cromogénico SAID.

Noutro estudo realizado num Centro de FQ turco, Yagci e colaboradores visaram
identificar o melhor método de cultura para a dete¢do de SASCV em amostras respiratorias
analisadas de um grupo de doentes. Os autores concluiram que a inoculacdo de espécimes
nos meios MSA, Brain-heart infusion agar (BHIA) suplementado com 5% NaCl e agar
Columbia, fornecia os melhores resultados. S6 0 uso combinado de MSA e BHIA com
5% NaCl proporcionava uma taxa de detecdo de 86,6% dos isolamentos de SASCV, tendo
sido proposto o uso desta combinacdo em laboratérios clinicos de FQ com recursos

limitados®).

Na identificacdo de estirpes SASCV, vérios estudos descreveram a utilidade da subcultura
paralela de col6nias com morfologia sugestiva de SASCV em agar de sangue (ou agar
Columbia) e um meio enriquecido como agar Schaedler (ou agar chocolate, Brucella). A
presenca de “microcolonias” em agar de sangue e a subsequente reversdo das estirpes
inoculadas em agar Schaedler as caracteristicas fenotipicas da estirpe parental eram

assinaladas suspeitas, procedendo-se a execu¢do dos métodos de confirmacdo da
espécie(22,27,28,32,65,67)_
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Métodos de Confirmacao da espécie

As provas bioquimicas (ex. coagulase e catalase) e os sistemas automatizados (ex. Api 1D
32 Staph, VITEK, bioMeriéux) constituem métodos ndo fidveis na identificacdo de
SASCV, dado ao crescimento lento e atividade metabolica reduzida desta variante,

proporcionando resultados erréneos, ambiguos e falsos-negativos®5469),

A aplicacdo de técnicas moleculares como a técnica de PCR dos genes nuc, coa, spa e a
sequenciacdo de 16S rRNA, constituem métodos alternativos mais especificos, rapidos e
adequados para a identificacdo deste fendtipo, contudo ndo sdo técnicas rotineiramente
utilizadas em laboratérios clinicos de FQ®@%%, Qutra opgéo sugerida ¢ a técnica MALDI-
TOF MS, descrita como uma técnica vantajosa’® e segura® na identificagdo de SASCV

e a qual tém sido empregada em varios estudos de séries de doentes com FQ(16225071),

Determinacéo da suscetibilidade aos antimicrobianos

O perfil de resisténcia antimicrobiano das estirpes SASCV néo pode ser assumido como
semelhante ao da sua estirpe parental, demonstrando a importancia da avaliacdo da
suscetibilidade antimicrobiana desta variante fenotipica, em termos das potenciais
implicagdes na tomada de deciséo terapéutica.

A avaliacdo da suscetibilidade antibidtica de SASCV constitui um desafio, dada a sua
dificil execucdo e interpretacdo pelos métodos habituais (sistemas automatizados,
métodos de microdiluicdo e de difusdo), desenvolvidos e testados em estirpes bacterianas
de crescimento rapido?%9. Os meios de cultura estandardizados (ex. agar Mueller-
Hinton) para a execucdo de métodos de microdiluicdo e de difusdo ndo suportam o
crescimento desta variante ?47273) njo existindo até a data nenhum meio de cultura

apropriado e validado®,

Num estudo multicéntrico recente realizado pelo grupo de trabalho do Comité do Instituto
de Referéncias Clinicas e Laboratoriais (CLSI), avaliaram a acuracia dos métodos de
difusdo de disco com cefoxitina e do teste de detecdo da proteina PBP2a em 37 espécimes
atipicos de S. aureus, tendo como método de referéncia a técnica PCR do gene mecA.
Miller e colaboradores relataram uma baixa correlacdo entre os resultados do teste de
difusdo de disco com cefoxitina e do teste de PCR do gene mecA, desaconselhando a
utilizacdo do primeiro metodo dado ao elevado risco de resultados de falsa suscetibilidade

antibiotica. Como resultado deste estudo, a técnica PCR do gene mecA e teste de detecdo

21



da proteina PBP2a? constituem os Unicos métodos recomendados pelo CLSI naavaliagao
da suscetibilidade a meticilina dos isolados S. aureus atipicos®(74). Ainda os autores
sugeriram que isolamentos de SASCV em doentes com FQ fossem reportados como

resistentes aos antibioticos trimetoprim-sulfametoxazol e aminoglicosideos".

A determinacdo da auxotrofia das estirpes de SASCV permite predizer de forma fidedigna
a suscetibilidade de alguns antibidticos, tal como compreender 0s mecanismos
subjacentes a sua formag&o®>7, Os ensaios de dependéncia para substratos de hemina,
menadiona, timidina, &cidos gordos é determinada atraves do crescimento de col6nias em
discos estandardizados (impregnados com estes substratos) em agar Mueller-Hinton
(MHA) ou em meios de cultura suplementados. A dependéncia por CO. pode ser
determinada pela criacdo de condigdes de cultura em atmosfera com 5% de CO», podendo

recorrer-se a sistemas automaticos para a formacéo de um ambiente anaer6bio®5%79),

A falta de métodos estandardizados para a avaliacdo de suscetibilidade antibi6tica para
outros agentes antimicrobianos, levou a investigadores recorreram a execucdo dos
métodos de difusdo e métodos de microdiluicio em meios e condi¢fes de cultura
adaptadas, ndo recomendadas nem validadas>™. A avaliacdo da acuracia destes
métodos em estudos multicéntricos™, podem constituir uma das futuras opgdes na
avaliacdo da suscetibilidade antibidtica de SASCV. Por outro lado, futuros estudos de
sequenciacdo genomica podem fornecer informacéo relevante acerca da suscetibilidade

antibidticas destas estirpes¥.

Diagnostico de SASCV nos laboratorios clinicos de FQ: realidade e

implicacdes diagnosticas

Durante décadas, varios trabalhos descreveram o isolamento e caracterizagdo de SASCV
nas amostras respiratorias dos doentes com FQ, sublinhando a importancia no
desenvolvimento e implementacdo de protocolos adaptados para o diagndstico

microbiologico de SASCV nos laboratorios clinicos da FQ.

Apesar do crescente interesse do ponto de vista microbiologico e clinico de SASCV,

desconhece-se 0 nimero de laboratorios clinicos de FQ que pesquisem ou reportem esta

2 A utilizagcdo de uma quantidade de indculo melhorava a taxa de dete¢do para 100% dos isolados S.
aureus atipicos
bEsta recomendacdo foi proposta na préxima 272 edicdo das Guidelines standard M100s.
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variante fenotipica®®, Em 2014, foram publicados dois estudos europeus de qualidade
que examinaram os protocolos laboratoriais empregados nos laboratorios clinicos dos
Centros especializados de FQ nacionais, mediante a realizagdo de um questionario; e
subsequentemente avaliaram a sua adesdo as guidelines nacionais e internacionais
publicadas, com o objetivo de desenvolver recomendacdes gerais para 0 processamento

das amostras respiratorias de FQ®%76),

Hafner e colaboradores avaliaram os protocolos de 45 de 83 laboratorios aleméaes
contactados, responsaveis pelo diagndstico microbioldgico de 56% da populacdo com FQ
alemd registada no ano 2010. Os investigadores observaram que a maioria dos
laboratdrios aplicavam as guidelines alemds, contudo identificaram que s6 21 laboratorios
empregavam meios de culturas especiais para a detecdo de SASCV e que apenas 70% dos

investigadores reportavam a cultura desta variante fenotipica(’®"".

Noutro estudo realizado em Espanha, Caballero e colegas examinaram os protocolos
laboratoriais de 17 centros de FQ espanhdis, concluindo que a maioria dos laboratorios
cumpriam as guidelines espanholas ou internacionais, no entanto realgaram a necessidade
da melhoria de alguns procedimentos, nomeadamente no uso de meios de cultura
seletivos e a implementacdo de métodos moleculares de tipagem. Os autores
determinaram que apenas 59% dos laboratdrios utilizavam meios de cultura seletivos para
S. aureus e que apenas quatro Centros de FQ eram notificados da presenca de estirpes

hipermutaveis, SCV de P. aeruginosa e/ou de S. aureus®?.

Ambos estudos demonstraram que apesar de existir uma maior aderéncia e
estandardizacdo das préaticas laboratoriais pelos laboratérios clinicos segundo as
guidelines publicadas, existem falhas na detecdo e identificagdo de microrganismos
emergentes e fendtipos atipicos, como o fendtipo SCV 979, A formagio continua e o
treino especializado de microbiologistas, a realizacdo de avaliacbes externas de
qualidade, o estabelecimento de laboratorios de referéncia e a realizacdo de estudos de
monitorizacdo do impacto do processamento apropriado na prevaléncia dos
microrganismos de FQ, constituem algumas das medidas propostas para melhoria do
diagnostico microbioldgico, em resposta a crescente complexidade da éarea da

microbiologia de FQ (767,
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Epidemiologia

Colonizacéo-infecdo pulmonar por S. aureus: Dados epidemioldgicos de

Registos nacionais de doentes

A implementagédo dos Registos nacionais de doentes com FQ facultaram instrumentos
fulcrais para a vigilancia e monitorizacao dos principais agentes patogénicos associados
as infecGes respiratérias na FQ°c e consequentemente estudo epidemiolégico,
possibilitando a avaliacdo do impacto das estratégias terapéuticas e a otimizacdo na

abordagem e tratamento da doenca pulmonar(®,

As infecOes respiratorias bacterianas da FQ exibem um padrdo epidemiolégico
dependente da idade®: S. aureus é um dos primeiros microrganismos isolados nas
secrecBes respiratorias dos doentes com FQ®®). Durante a infancia e adolescéncia atinge
sua prevaléncia méxima de cerca de 80%, vindo a diminuir na idade adulta na qual
predomina a infecdo por P. aeruginosa®?). No entanto, cerca de 45% dos doentes adultos

permanecem colonizados por S. aureus®®33,

A Sociedade Europeia de Fibrose Quistica (ECFS) é o organismo responsavel pela
recolha de dados demogréaficos e clinicos de cerca de 48,000 doentes de 35 paises,
incluindo Portugal®) Segundo o relatério anual de ECFS de 2017, reportou-se uma
prevaléncia da infecédo crénica por S. aureus® variando entre 15,4% a 84,4%, estes valores
registados no Reino Unido® e Arménia, respetivamente %, O registo europeu néo recolhe
dados de isolamentos de MRSA, contudo estudos epidemioldgicos europeus recentes

reportaram uma prevaléncia de MRSA entre trés a 13%©®5),

Em Portugal, cerca 48% dos doentes estdo colonizados cronicamente por S. aureus®.
Num estudo retrospetivo realizado no centro de FQ do Hospital de Santa Maria, foram
avaliados a prevaléncia e incidéncia da colonizagao por MRSA em 60 doentes pediatricos
durante um periodo de cinco anos (2003-2007). Durante o periodo de estudo, os autores

¢S. aureus, P. aeruginosa, complexo Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e
Micobactérias atipicas.

4 Definida como a presenca de >50% de culturas positivas, estas obtidas nos Gltimos 12 meses e num
nUimero minimo de quatro amostras.

esegundo o Relatorio anual de ECFS de 2017, este pais adota como definigdo de infecao cronica: a
presenca de pelos menos trés ou mais amostras positivas do agente nos Gltimos 12 meses.
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observaram uma subida da prevaléncia por MRSA de 7,3% em 2003 a 14,3% em 2007 e
da sua incidéncia de 4,9% em 2003 a 8,9% em 2007¢®,

Segundo dados da Fundacdo Americana de Fibrose Quistica (CFF) de 2018, 70% dos
doentes registados apresentavam culturas positivas para S. aureus. A prevaléncia méaxima
por Staphylococcus aureus sensivel a meticilina (MSSA) ocorre nas criangas com idade
inferior a 10 anos, enquanto a prevaléncia de MRSA atingiu um pico maximo de 30%

dos doentes na faixa etaria entre 10-30 anos de idade®® (Figura3).
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Figura 3. Prevaléncia dos microrganismos respiratorios em doentes com FQ especifico da faixa

etaria, segundo o Relatdrio anual de CFF de 201819

Nas Ultimas duas décadas, verificou-se um aumento dramatico da prevaléncia por MRSA
de 6,1% em 2000 a 26% em 2015®2), explicada pela melhoria e estandardizagio das
praticas laboratoriais e préaticas terapéuticas aplicadas. Recentemente, assistiu-se a uma
estabilizacdo da taxa de prevaléncia de MRSA reportando-se um valor de 25%,
decorrente da implementacdo de campanhas de sensibilizacéo e o refor¢o de medidas de

prevencdo e controle da infecdo cruzada®® (Figura 4).
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Figura 4. Prevaléncia dos microrganismos respiratérios em doentes com FQ nos E.U.A, durante
0 periodo de 1992-2018, segundo o Relatério anual de 2018 da CFF19),

Dados do relatdrio anual de 2017 do Registo Nacional de doentes com Fibrose Quistica
Australiano (ACFDR) reportou valores similares ao de alguns paises europeus, com uma

prevaléncia de S. aureus em 50,9 % de doentes e de MRSA em 4,6% doentes®.

A variabilidade dos valores das taxas de prevaléncia da colonizacdo-infecdo por S. aureus
e de MRSA, refletem as disparidades entre paises em termos de: status socioeconomico,
sistemas de saude, a taxa de colonizagdo-infe¢do de S. aureus na populacdo geral e
principalmente, das distintas praticas clinicas adotadas na prevencdo, erradicacdo e
tratamento da colonizagdo-infecdo por S. aureus®®). Apesar destas discrepancias,
verificou-se um aumento da prevaléncia de S. aureus®®, adjudicadas em parte ao
aumento dos isolamentos de MRSA®Y. O aumento significativo da prevaléncia da
colonizacdo-infecdo por MRSA na populacdo com FQ reflete a tendéncia global na
populacdo geral®), mas também pode ser adjudicada ao aumento da sobrevida média dos

doentes e a exposicio acumulativa dos esquemas de antibioticos utilizados®.

Por outro lado, a incidéncia e prevaléncia de P. aeruginosa tem vindo a diminuir(84),
explicada em parte pela implementacdo generalizada de esquemas de erradicagédo precoce
desta bactéria®). Assim, S. aureus tornou-se no agente mais frequentemente isolado em
doentes com FQ®°%9 enfatizando a importancia de definir o significado clinico desta
bactéria na progressdo da doenca pulmonar da FQ, de forma desenvolver consensos sobre

a sua abordagem e terapéutica.
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Prevaléncia da Colonizagéo-infecdo pulmonar de SCV de S. aureus em

doentes com FQ

As dificuldades acima descritas no diagndstico de SASCV nas amostras respiratorias FQ
pelos laboratorios clinicos, levam ao subdiagnostico desta variante fenotipica e a
avaliacdo precisa da prevaléncia da colonizacdo das aéreas por SASCV nos doentes com

FQ num desafio®>,

No periodo entre 1998-2020, foram publicados 14 estudos observacionais (Tabela 1 em
anexo) cujo objetivo era determinar a prevaléncia da SASCV nas amostras respiratorias
de doentes com FQ. Estes estudos foram realizados durante um periodo de estudo de entre
3 a 34 meses (média: 16 meses SD 11,2), envolvendo um ndmero total de 3660
participantes provenientes de Centros especializados de FQ de nove paises, incluindo:
Reino Unido, Alemanha, Bélgica, Suica, Austria, Turquia, Itlia, RepUblica Checa e
Australia(2). Estes estudos identificaram um namero total de 330 doentes colonizados
por SASCV com uma prevaléncia mediana global de 8%, e determinaram-se taxas de
prevaléncia de colonizacdo pulmonar de SASCV em doentes com FQ variando entre O -
33%.

Nos estudos indicados na Tabela 1 em anexo, verificou-se que as taxas de prevaléncia de
SASCV reportadas variam substancialmente entre paises. Varios fatores podem estar
implicados, tais como: o desenho do estudo, a taxa de colonizacao por S. aureus em cada
centro de FQ, as caracteristicas clinicas do grupo de participantes (ex. idade), as diferentes
técnicas de cultura utilizadas, a duracdo do periodo de estudo e finalmente, as distintas
praticas clinicas e terapéuticas adotadas em cada pais, tais como: a prevencao e controlo
da infecdo cruzada, o uso de esquemas de profilaxia anti-estafilococica, os critérios de
tratamento das infecOes respiratorias e suas exacerbacdes, tal como 0s esquemas

antimicrobianos empregados.
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Implicacdes clinicas da colonizacdo-infecao das vias aéreas por
SCV de S. aureus

Ao menos cinco estudos clinicos tentaram investigar o significado clinico da presenca de
SASCV nos doentes com FQ.

Num estudo prospetivo publicado em 2007, Besier e colaboradores foram os primeiros a
correlacionar dados microbiologicos com os dados clinicos e epidemiologicos dos
participantes. Os doentes portadores de SASCV eram mais velhos, mais frequentemente
co-infetados com P. aeruginosa e mostravam valores mais baixos de FEVi. Pela
aplicacdo um modelo de regressao logistica, foram determinados como fatores de risco
independentes para cultura positiva de SASCV: baixo peso, idade avangada e 0 uso prévio

de trimetoprim-sulfametoxazol 24,

Com o mesmo objetivo, Schneider e colaboradores demonstraram que doentes
colonizados por SASCV eram significativamente mais velhos, estavam infetados durante
mais tempo por S. aureus, apresentavam uma exposicdo prolongada a esquemas
antimicrobianos (ex. aminoglicosideos e trimetoprim-sulfametoxazol) e doenca pulmonar

avancada®?".

Noutro estudo prospetivo unicéntrico, Wolter e colegas determinaram a prevaléncia,
significado clinico e provaveis mecanismos de selecdo in vivo de SASCV num grupo de
100 criancas com idade inferior a 16 anos, durante um periodo de dois anos. Foi
determinada que 24% dos participantes estavam infetados por SASCV e apresentavam um
significativo declinio da funcdo pulmonar durante o periodo de estudo. Modelos de
regressdo multivariavel sugeriram que a variante SASCV era provavelmente selecionada
in vivo pelo tratamento com trimetoprim-sulfametoxazol e possivelmente pela coinfec¢do

com P. aeruginosa®“®.

Em 2016, Junge e colaboradores realizaram um estudo prospetivo observacional
longitudinal multicéntrico que teve como objetivo determinar os fatores de risco
associados a deterioragdo da fungcdo pulmonar de doentes com FQ colonizados
cronicamente por S. aureus e com idade superior aos seis anos. Analises de modelos
mistos lineares sugeriram que a presenca de exacerbacdes pulmonares, portadores (néo
nasais) de S. aureus, coinfecdo pulmonar com S. maltophilia, a presenca de anticorpos
antiestafilococicos especificos de IgG, niveis elevados de IL-6 e a presenca de SASCV

constituem fatores de risco independentes para o declinio da funcdo pulmonar de doentes
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com infe¢des respiratorias persistentes por S. aureus. Os autores ainda verificaram que
os doentes portadores de SASCV eram significativamente velhos, provavelmente tratados
com trimetoprim-sulfametoxazol, e mostravam valores mais baixos de FEV1% em

comparacio aos doentes ndo colonizados por SASCV®9),

Wolter e colaboradores efetuaram um estudo longitudinal pulicado em 2019, no qual
determinaram a prevaléncia e significado clinico de SASCV e dos seus subtipos num
grupo de criancas entre seis a 16 anos de idade, provenientes de cinco centros
especializados de FQ. Durante o periodo de dois anos, foi determinada uma prevaléncia
em 28% dos participantes, na qual a maioria das estirpes SASCV isoladas eram do tipo
TD-SCV. Modelos de regressdo logistica identificaram associacdes entre os portadores de
SASCV e doenga pulmonar avangada, diminui¢do da fun¢do pulmonar e aumento do risco
de exacerbacdes pulmonares. Ainda identificaram como fatores de risco para a presenca
de SASCV: a idade, o tratamento com dornase-alfa (antes da participacdo no estudo) e

tratamento com sulfonamidas trés meses antes da detecio de SASCV@),

Apesar das associacdes clinicas sugeridas nestes estudos clinicos (324274680 njg &
possivel estabelecer uma correlacdo causal entre a presenca de SASCV nas culturas das
amostras respiratorias e 0 progndstico dos doentes®®3?"46). No entanto, estes estudos
observacionais sugerem duas hipoteses: primeiro, a doenca pulmonar avancada é um fator
de risco para a emergéncia de SASCV ou segundo, que SASCV apresenta um papel
patogénico significativo que contribui para o declinio da funcdo pulmonar dos doentes
com FQ@232746) O desenvolvimento de futuros estudos intervencionais direcionados

para prevencao e tratamento de SASCV, podem elucidar estas questdes349),

MRSA-SCV como reservatério natural de MRSA

Vérios estudos estabeleceram uma associagdo independente entre as infecdes
respiratorias persistentes por MRSA e pior progndstico, com aumento da taxa de declinio
da fungdo pulmonar, aumento do nimero de hospitalizagcdes e aumento da mortalidade
dos doentes com FQ®%%), Esta associacéo tal como o aumento da sua prevaléncia nas
ultimas duas décadas tem obtido a atencdo dos clinicos, dado que ndo existem protocolos
de erradicacdo de MRSA recomendados, nem suficiente evidéncia sobre o impacto

clinico dos esquemas de erradicagio quer na colonizagdo precoce e cronica®",

29



Atualmente, a implementagdo de medidas de prevencéo e controle da infecdo cruzada é
considerada a melhor estratégia terapéutica®®%%),

Estudos clinicos de prevaléncia de SASCV dos doentes com FQ publicados na ultima
década(?23.28:46:47.5067.71) " renortaram uma percentagem significativa de isolamento de
MRSA-SCV dos portadores de SASCV variando entre 11 a 57,1%.

Em 2018, Suwantarat e colaboradores caracterizaram a infecdo MRSA-SCV na populagéo
pediatrica e adulta com o objetivo de identificar padrdes Unicos de suscetibilidade
antibidtica. Os autores demonstraram que as estirpes de MRSA-SCV constituia uma
proporcdo significativa® dos doentes cronicamente infetados por MRSA. Ainda
observaram que doentes colonizados por MRSA-SCV apresentavam pior funcéo pulmonar
que os doentes s colonizados por MRSA e mais dificeis de tratar®®. Dado que maioria
dos laboratérios clinicos ndo empregam métodos diagnosticos especiais para a detecdo
de SASCV e do subtipo MRSA-SCV(66), a colonizacdo por MRSA-SCV representa um

potencial reservatorio ndo reconhecido de MRSA na populagio com FQ®9),
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Conclusao

As estirpes SCV de S. aureus sdo frequentemente isolados nas secrec¢des respiratdrias dos

doentes com FQ cronicamente colonizados por esta bactéria.

Esta variante fenotipica demonstra caracteristicas fenotipicas e patogénicas que
promovem a sua adaptacao e persisténcia a longo-prazo nas vias aéreas dos doentes com
FQ, constituindo uma estratégia de sobrevivéncia durante o processo de infecao por S.

aureus.

Dadas a suas caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e metabdlicas distintas, o seu
diagndstico laboratorial constitui um desafio para o microbiologista clinico. Estudos de
qualidade determinaram que a maioria dos laboratérios clinicos de FQ demonstram falhas
no diagnostico laboratorial de SASCV, ndo aplicando protocolos laboratoriais adaptados

para sua pesquisa e identificacéo.

Estudos de prevaléncia da colonizacdo bronco-pulmonar por SCV S. aureus indicaram

uma associacao entre os portadores de SASCV e a diminuicao da funcdo pulmonar.

O desenvolvimento de protocolos laboratoriais estandardizados pelos laboratorios
clinicos com FQ, o treino especializado do microbiologista clinico na pesquisa e
identificacdo de SASCV, podem facilitar o diagndstico microbioldgico desta variante
fenotipica. A melhoria do diagnéstico laboratorial permitiria a obtencdo de dados
epidemiolégicos mais fidedignos e a possibilidade de realizar estudos epidemioldgicos e
intervencionais que possam fornecer evidéncia mais sélida na investigacdo do papel

patogénico e impacto clinico de SCV de S. aureus na doenca pulmonar dos doentes com

FQ.
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Anexos

Tabela 2. Estudos de prevaléncia de SASCV das secrecdes respiratdrias de doentes com Fibrose Quistica, publicados desde o ano 1998.

A . : No© N© N© ’
utor, Tipo de Local de Periodo de N° de de de de doentes | Métodos empregados na
Ano, estudo estudo estudo doentes deanizsea | shamiEnenm | g MRS | AT identificagdo de SASCV
Referéncia S. aureus SASCV (%) | SCV(a) (%) ¢
BHI suplementado com 5% de
NaCl
A Hem (10), ’
Kahl et al Unicéntrico, Mnster 34m Hem (2() '|2h Agar Schaedler,
» | observacional, ’ (Abril 1994- 78 53 26 (33%) 0 1Y Agar Columbia,
1998@ . Alemanha . (41), Thy +
prospetivo Janeiro 1997) Agar endo,
Hem (25)
Agar chocolate,
PCR do gene nuc.
12m Agar de sangue,
_ icéntrico, : Thy (15), ,
Besier et al., Unlcent_r Ic0 Frankfurt, | (Janeiro 2004 y (15) Agar de Chocolate
2 observacional, 252 120 20 (8%) - Thy+Men (1), Agar endo,
2007¢2 . Alemanha | - Dezembro
prospetivo 2004) NI (8) MSA,
PCR do gene 16S rRNA e mecA.
TSA,
Multicéntrico rm MSA,
Vergison et L Bélgica (Junho - 0 Agar de sangue,
al., 2007®4 obs;e()r;/a;::i(z/r;al, (9 centros) Dezembro 627 275 25 (4.2%) ND Meio com colistina e aztreonam,
prosp 2001) PCR do gene 16S rRNA, nuc e
mecA
. Unicéntrico, Agar Schaedler,
h . Bern,
Schneider et | cervacional, emn am 08 32 8 (8.2%) i ND MSA,
al., 2008(™ ) Suica )
prospetivo Agar Columbia,
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(Julho - Agar MacConkey.
Outubro
2000)
MSA,
o Thy (95%), Agar de Sangue,
Unicéntrico
Wolter et . Seattle, 24'm Hem (7%), Agar de Chocolate,
al., 2013@" ObSENaCt'_O”a" USA | (2008-2010) | 0 88 24 (24%) 9(37:5%) 1 Men (1%), Agar Brucella,
prospetivo CO, (1%) PCR do gene nuc, 165 rRNA e
mecA.
Agar de sangue, MSA,
Agar Columbia,
' _ 1nm BHI com 5% NaCl,
Yagci et al. Umcént_r 10, Ancara (Fevereiro Thy (5) Agar Schaedler,
' | observacional, . 248 123 20 (8.1%) 11 (55%) Thy+Hem Agar chocolate,
20136 . Turquia 2007 - .
prospetivo . (1), NI (42) Eosin Methylene Blue agar,
Janeiro 2008) S . .
Oxidation/fermentation polymyxin-
bacitracin-lactose agar,
PCR do gene nucA.
. Uniceéntrico, , Agar de sangue,
a':/'ozrg'l'gg; observacional, Gf’t';‘l)l‘;a i 222 134 28 (12.6%) 7 (25%) thm(z(g MSA,
B prospetivo PCR do gene nucA e mecA.
Unicéntrico, Praga, 20m MALDI-TOF MS,
Thadlec et observacional, | Republica | (Julho 2011 - 107 92 9 (8.4%) - Thy (8), NI PCR dos genes mecA, spa, ermA,
al., 201547 orospetivo Checa Marco 2013) (1) ermB, ermC, ermT, msrA, aadC,
aphA3 e aac-aphD
B m TSA,
Masoud- Unicéntrico, Graz (Janeiro 2011 Thy (13), Agar MacConkey,
Landgraf et | observacional, o 147 127 12 (8.2%) 2 (17%) Hem (2), NI Agar de Sangue,
. Austria - Dezembro
al., 201616 prospetivo 2013) ) SAID,
Agar Schaedler,
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MALDI-TOF MS,
PCR do gene spa, mecA.

- o 10m Agar Columbia sangue,
Pakasticali Unicéntrico, Istambul (Abril 2013 - MSA
etal., observacional, ! . 84 60 18 (21,4%) 2 (11%) ND ’
20162 prospetivo Turquia Fevereiro Agar Schaedler,
2014) PCR do gene nuc, mecA e mecC.
Carzino et Unicéntrico, Melbourne 12m MSA,
al., observacional, Australia ’ (2014 - 2015) 124 41 0 (0%) 0 0 Agar de sangue,
2016(67) prospetivo PCR do gene nuc.
. . 6m
Suwantarat Unicéntrico
. Maryland, (Julho - MSA,
206;;(%,6) Ob:for;’sgt'ic\’/r;a" USA Dezembro | 00 290 49(89%) | 28(57.1%) ; MALDI-TOF MS.
2014)
Agar de sangue,
Dodénlmnt I\/Ibulticén_tricol, Bélgica 24 m 510 380 36 (7% 8 (2204 Agar cl:giﬁé;énico,
25;5‘(&'_)’0) © ;for;’sgt's/';a ' | (5 centros) | (2012 - 2013) (7%) (22%) ; MALDI-TOF MS:
PCR do gene nuc, 16S rRNA,
mecA, mecC, cfr e mupA.
Wolter et Multicéntrico, USA Thy (103),
al., 2019 | observacional, 5 celzn.tros) 24 m 230 - 64 (27,8%) - FA (27), NC -
(71) longitudinal (55)

(@) - n°de doentes com isolamento de MRSA-SCV. Proporcéo de MRSA-SCV / SASCV

(b) - N° de espécimes de SASCV com auxotrofia especifica. Hem — Hemina; Tim - Timidina; Men — Menadiona; FA — Fatty-acids, acidos gordos; Tim +

Hem - Timidina + Hemina. ND — N&o determinada; NI — Nao identificada; NC - N&o conhecida auxotrofia de estaestirpe.
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Tabela 3. Padrdes de colonizacdo das vias aéreas na Fibrose Quistica, segundo a definicao do
EuroCareCF Working Group®®,

Padrdes de Colonizacéo das vias aéreas na Fibrose Quistica

Colonizacéao inicial

Primeiro isolamento do agente.

Colonizagéo cronica

Quando num periodo de 12 meses em que se colhem, pelo
menos, seis amostras de expetoracdo (ou oito amostras de
aspirado nasofaringeo) com um intervalo de, no minimo um

més, 50% ou mais sdo positivas para 0 mesmo agente.

Colonizacéo

intermitente

Quando num periodo de 12 meses em que se colhem, pelo
menos, seis amostras de expetoracdo (ou oito amostras de
aspirado nasofaringeo) com um intervalo de, no minimo, um

més < 50% sao positivas para 0 mesmo agente.

Exacerbacdo pulmonar

(defini¢do assenta em critérios clinicos e pode surgir num

contexto de colonizacgdo inicial, intermitente ou cronica)
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